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Resumen

RESUMEN

La serotonina participa en la regulacion de las funciones del ovario. Por estudios
farmacoldgicos se sugiere que en el ovario de la rata existen receptores a esta
amina del tipo 5-HT;, 5-HT2a y 5-HT2c y hasta el presente se desconoce si la
serotonina actua directamente en el ovario modulando la esteroidogénesis. Por ello,
en el presente estudio se analizaron los efectos de la administracion de dos
antagonistas a serotonina: ketanserina (bloqueador del receptor 5-HT,a) Yy
metisergide (bloqueador de los receptores 5-HT,a y 5-HT,c) directamente en la
bursa del ovario sobre la secrecion de progesterona, testosterona y estradiol en la

rata prepuber.

En comparacion con los animales testigo absoluto, a los que se les
administro sulfato de serotonina por via sistémica y se sacrificaron a las 24 horas,
la concentracion de serotonina fue mayor en hipofisis (0.38+0.10 vs. 0.77+0.13
ng/mg de tejido, p<0.05), y los ovarios de los animales sacrificados a las 48 horas
(0.41+0.06 vs. 1.73+0.39 ng/mg de tejido, p<0.05). En cambio, la concentracion de
progesterona fue menor en el suero de los animales sacrificados a las 24 horas
postratamiento (16.45+£1.83 vs. 9.9£1.5 ng/ml de suero, p<0.05) y de estradiol en

los animales sacrificados a las 48 horas.

En relacion con el grupo testigo absoluto, en los animales a los que se les
inyectd ketanserina en bursa sacrificados a las 24 horas la concentracion de
serotonina en ovario (1.12+0.23 vs. 0.25+0.04 ng/mg de tejido, p<0.05) y de
progesterona (16.45+1.83 vs. 10.45+1.15 ng/ml de suero, p<0.05) en suero fue
menor y la de estradiol en los animales sacrificados a las 24 (19.05+1.15 vs.
14.18+1.43 pg/ml de suero, p<0.05) 6 48 horas (26.06+4.11 vs. 11.73+1.00 pg/mi
de suero, p<0.05). Cuando a los animales se les administré6 metisergide en bursa y
se sacrificaron 24 horas después no se modifico la concentracion de serotonina en
ovario, y en suero la de progesterona fue menor (16.45+1.83 vs. 9.75+1.16 pg/ml de

suero, p<0.05).



Resumen

En comparacion al grupo de animales que recibié sulfato de serotonina por
via sistémica, en los ovarios de los tratados con ketanserina en bursa y sulfato de
serotonina por via sistéemica sacrificados a las 24 horas, la concentracion de
serotonina en el ovario fue menor (1.45+0.21 vs. 0.90+0.12 ng/mg de tejido,
p<0.05), asi como la de progesterona en el suero a las 24 (9.90+1.45 vs. 4.03+1.11
ng/ml de suero, p<0.05) 6 48 horas (8.31+1.45 vs. 0.79+0.25 ng/ml de suero,
p<0.05). Este mismo comportamiento se observo en la concentracion de estradiol
en los animales sacrificados a las 48 horas (18.20+£2.33 vs. 12.17+0.80 pg/ml de
suero, p<0.05). Lo mismo se observd en la concentracion de progesterona en el
suero de los animales que recibieron metisergide en bursa y sulfato de serotonina
sacrificados 24 horas después del tratamiento (9.90+1.45 vs. 3.70+£0.79 ng/ml de
suero, p<0.05).

Con base en los resultados obtenidos en este estudio es posible sugerir que
la serotonina actua directamente en el ovario del animal prepuber en la modulacién
de la secrecién de progesterona y estradiol al interactuar con sus receptores 5-HTa,
5-HT2a Yy 5-HToc.
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INTRODUCCION

Serotonina

En 1937 se observo que una sustancia secretada por las células enterocromafines
del intestino causaba la contraccion del musculo liso del Gtero de la rata (Erspamer
y Vialli, 1937). En 1948, a partir del suero de vaca se aisld, purifico e identificd a
esta sustancia como serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Rapport y col., 1948).
Posteriormente se identificé a la 5-HT en las plaquetas, asi como en el sistema

nervioso central en donde actia como neurotransmisor (Rang y col., 2004).

La serotonina es una amina que se sintetiza a partir del aminoacido L-
triptéfano, presente en la dieta. Este aminoacido se transforma en 5-hidroxitriptéfano
por medio de la enzima triptéfano hidroxilasa y por accion de la 5-hidroxitriptéfano
descarboxilasa da origen a la 5HT. En tejidos periféricos las células
enterocromafines producen el 95% de la serotonina. La degradacion de esta amina
se lleva a cabo mediante la monoaminooxidasa (MAO-A) y la aldehido
deshidrogenasa que transforman a la serotonina en el acido 5-hidroxiindolacético (5-
HIAA) (Fig. 1) (Finberg y Youdim, 1983; Rang y col., 2004).

En el sistema nervioso central la serotonina se sintetiza en neuronas del
nacleo del rafé. Para su estudio el nucleo se divide en dorsal, medial y del puente.
Las fibras que se origina en el rafe dorsal y medial envian sus proyecciones a la
corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala, los ganglios basales, el hipotalamo y
otras estructuras. Las fibras que se originan en el nacleo del puente inervan el
cerebelo, puente y la médula espinal. Otras regiones del encéfalo donde se lleva a
cabo la sintesis de estd amina son el hipotalamo y la glandula pineal (Rang vy col.,
2004; von Bohlen y Dermietzel, 2006; Linder y col., 2007).

Las fibras serotoninérgicas que se originan en los nucleos dorsal y medial
también inervan la hipofisis. La estimulacion eléctrica del ndcleo medial y dorsal

del rafé en ratas macho incrementa la concentracion de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP)
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en el |6bulo intermedio y la neurohipdfisis, por lo que se sugiere que en las fibras
serotoninérgicas que inervan esta glandula se produce la sintesis de serotonina
(Shannon'y Moore, 1987%").

Figura 1. Sintesis y degradacion de la serotonina (  Modificado de Goldman y
Ausiello, 2008).
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A la serotonina también se le encuentra en los Organos del aparato

reproductor de la hembra (Cuadro 1) (Dubé y Amireault, 2007).

La accion de la serotonina en sus 6rganos o tejidos blanco es mediada por

diferentes tipos de receptores. En los mamiferos se ha mostrado que existen siete

clases de receptores, que se identifican como 5-HT; al 5-HT>, los que a su vez se

dividen en subgrupos A, B, C o D (Dubé y Amireault, 2007) y estan acoplados a

proteinas G con excepcion del 5-HT3, el cual se encuentra acoplado a un canal

i6nico (Rang y col., 2004).

Cuadrol. Componentes del sistema serotoninérgico en el aparato reproductor
de la hembra de los mamiferos (Modificado de Dubéy  Amireault, 2007).

Componente del Sistema Especie Células / Tejidos
Serotoninérgico
5-HT Humano Fluido folicular
Rata Ovario, Utero, oviductos, placenta
Ratén Ovocito, células del cumulus, embriones
Receptores 5-HT
5-HT; Humano Células de la granulosa
Ratén Ovocito, células del cumulus, embriones
5-HTip Raton Ovocito, embriones
5-HT)a Humano Ovocito
Ratén Células del cumulus
5-HT.5 Ratén Células del cumulus
5-HT,¢ Hamster Células de ovario de hamster chino
(Porter y col., 1999)
5-HTsa Ratén Ovocito
Triptofano hidroxilasa -1 Raton Células del cumulus
(TPH1)
Proteina transportadora de la Raton Ovocito, células del cumulus
serotonina (SERT)
Hamster Embriones
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Dependiendo del tipo de proteina G al que se acopla el receptor de
serotonina es la respuesta intracelular. Asi, los receptores 5-HT; acoplados a
proteinas G del tipo inhibitorio (Gj,) inhiben a la enzima adenilato ciclasa y como
consecuencia disminuyen la sintesis del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a
partir del adenosin trifosfato (ATP). El estimulo de los receptores 5-HT, acoplados a
proteinas G, se traduce en un incremento en la formacion de fosfolipasa C y como
resultado aumenta la concentracién de calcio (Ca®") intracelular (Barnes y Sharp,
1999; Fink y Gothert, 2007). Mientras que, los receptores 5-HT,4, 5-HTgs y 5-HT~
acoplados a proteinas Gg, cuando se activan favorecen la formacion de adenilato
ciclasa y del AMPc (Graveleau y col., 2000).

La serotonina modula diversas funciones tales como alimentacion, motilidad
intestinal, estado de &nimo, suefio, vasodilatacion, vasoconstriccion,
comportamiento sexual (Vega Matuszcyk y col., 1998; Rang y col., 2004; Frassetto y
col., 2008), la actividad de otros sistemas de neurotransmisiéon como la dopamina y
norepinefrina, (Oades y Halliday, 1987; Chen y Reith, 1995), la secrecion de
factores liberadores por el hipotdlamo y de hormonas por la hipdfisis (Vitale y col.,
1986; Justo y col., 1989), los ovarios, testiculos y glandula adrenal (Tanaka y col.,
1993; Gallegos, 2007).

Ovario

El ovario libera ovocitos capaces de ser fecundados y secreta hormonas
protéicas (inhibina y activina) (Findlay y col., 2000), esteroides (progesterona,
testosterona y estradiol), factores de crecimiento como el factor de crecimiento
parecido a la insulina | (IGF-I) y Il (IGF-II) y el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) entre otros (Sirotkin y col., 1998).

El ovario esta rodeado por la bursa ovarica, la cual esta compuesta por tres

capas, la interna que es un epitelio discontinuo que da hacia el ovario, la media
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formada por tejido conectivo que contiene fibroblastos, células musculares lisas y
vasos sanguineos y la externa que es un epitelio continuo que da hacia la cavidad
peritoneal.

la cavidad que se forma entre esta y el ovario se encuentra llena de fluido y se

denomina cavidad bursal (Beck, 1972; Martin y col., 1981).

La bursa ovarica tiene un papel importante en la ovulacion y reproduccion en
los roedores, ya que el fluido que se encuentra en esta cavidad provee al ovocito de
un microambiente hormonal. Por otro lado la bursa mantiene a los ovocitos en la
cavidad bursal impidiendo que salgan a la cavidad abdominal, esto permite que los
ovocitos se dirijan hacia el oviducto (Beck, 1972; Li y col., 2007). Se ha mostrado
en los ovarios de rata que cuando la bursa es removida, la cantidad de ovocitos que
se encuentran en el oviducto es menor en relacion a la cantidad que hay cuando

esta presente (Vanderhyden y col., 1986 citados en Li y col., 2007).
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En el ovario se distinguen dos regiones (Fig. 2), la interna o médula
compuesta por tejido conjuntivo laxo que contiene vasos sanguineos, linfaticos y
fibras nerviosas que ingresan y salen por el hilio. La regidon externa o corteza,
formada por tejido conectivo y en ella se encuentran los foliculos ovaricos en
diferentes etapas de desarrollo (primordiales, primarios, secundarios o antrales y
maduros o de De Graaf (Geneser, 2000; Yen y col., 2001) (Fig. 3).

Figura 2. Estructura del ovario donde se muestran d iferentes tipos de foliculos
en crecimiento (Modificado de Kronenberg y col.,, 20  08).

Las diferentes etapas del desarrollo folicular se caracterizan por cambios en
la morfologia y tamafio del ovocito, el nimero de capas de células de la granulosa
asi como su organizacion (Greenwald y Terranova, 1988). Los foliculos
primordiales estan constituidos por el ovocito y una capa de células de forma
aplanada que lo rodean, las células foliculares. Durante la maduraciéon del foliculo
primordial y su transformacion en el foliculo primario, el ovocito aumenta de tamafio

y las células foliculares que le rodean crecen, adquieren una forma cubica y
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posteriormente cilindrica y a estas células se les denominan células de la granulosa
(Geneser, 2000).

En el foliculo primario, las células que rodean al ovocito se multiplican y
forman el foliculo secundario o antral que se caracteriza porque diferentes capas de
células de la granulosa rodean al ovocito. En este tipo de foliculo, entre las células
de la granulosa aparecen cavidades de forma irregular llenas de liquido que al
fusionarse constituyen el antro folicular. La multiplicacion de las células de la
granulosa es estimulada por los estrégenos y la hormona estimulante del foliculo
(FSH) (Gore-Langton y Armstrong, 1988). Conforme el foliculo se desarrolla, el
ovocito adquiere una posicién excéntrica y estd rodeado por diferentes capas de
células de la granulosa que forman al cumulus ooforus. Las células de la teca
folicular se diferencian y forman las células de la teca interna y teca externa, a esta
Ultima capa ingresan vasos sanguineos (Geneser, 2000; Yen y col., 2001; Ross y
col., 2004).

Es posible distinguir tres grupos de células de la granulosa, la mural, antral y
del complejo del cumulus. Las células de la granulosa del grupo mural y antral estan
separadas de la teca por una membrana basal (Yen y col.,, 2001). Las células
murales tienen mayor capacidad de sintetizar hormonas esteroides, ya que poseen
una concentracién elevada de 3 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y citocromo
P450 que son enzimas esenciales en la transformacion de andrégenos a

estrogenos (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

Algunos de los factores que estimulan la diferenciacion de las células de la
teca son el factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF)-1 o el Il, el de
crecimiento y diferenciacion 9 (GDF-9), el de células troncales (SCF) vy la folistatina
(Gore-Langton y Armstrong, 1988; Ojeda y Urbanski, 1988; Magoffin, 2005). En las
células de la teca interna se expresan los receptores a hormona luteinizante (LH),
la expresion de estos receptores es inducida por los estrogenos y algunos factores
gue estimulan la accion de la LH como son el IGF-I, la inhibina, el factor de

crecimiento nervioso (NGF) y el GDF-9. La LH al actuar en células de la teca
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estimula la sintesis y secrecion de los androgenos. Ademéas de la LH, la sintesis de
androgenos es regulada por el factor de crecimiento transformador 3 (TGF-B) y la
activina que son producidas por las células de la granulosa (Geneser, 2000; Yen y
col., 2000; Magoffin, 2005).

Al foliculo maduro o de De Graaf lo constituye el ovocito rodeado por la
zona pelucida formada de glucoproteinas, células de la granulosa y por la lamina
basal que rodea a estas y las separa de las células de la teca. Los vasos
sanguineos y linfaticos irrigan a la teca y no llegan a la capa granulosa (Yen y col.,
2001). Previo a la ovulacion aumenta el tamafio del foliculo y se desprenden las
células de la seccion basal del cumulus ooforus, lo que permite que el ovocito flote
en el liquido folicular rodeado células de la granulosa orientadas radialmente por lo

gue reciben el nombre de corona radiada (Eppig y col., 1996; Geneser, 2000).

En las células de la granulosa la FSH al unirse a sus receptores estimula
el desarrollo y proliferacion de estas células, asi como la sintesis de los estrogenos
(Geneser, 2000; Ross y col.,, 2004). Ademas de la FSH, la PRL estimula el
desarrollo del foliculo maduro o de De Graaf, la expresion de los receptores a esta
hormona en células de la granulosa es inducida por la FSH (Gore-Langton y
Armstrong, 1988).

Después de la ovulaciéon, la PRL inicia la luteinizacion de las células de la
granulosa y mantiene la secrecidn de progesterona por parte de las células luteales,
e inhibe la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que transforma a la
progesterona en 20a-hidroxiprogesterona, la cual es un metabolito biologicamente
inactivo de esta hormona. Con base en esto se sugiere que la PRL mantiene la
estructura y funcion del cuerpo liteo (Gore-Langton y Armstrong, 1988; Freeman y
col., 2000).

La mayoria de los foliculos que inician su desarrollo no lo completan y

presentan un proceso de degeneracion que se denomina, atresia folicular. Durante
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este proceso se presentan diferentes cambios morfoldgicos y bioquimicos que
conducen a la degeneracion del foliculo (Greenwald y Terranova, 1988). Entre los
cambios morfolégicos se encuentra la disminucion en la mitosis de las células de la
granulosa, picnosis de las células de la granulosa, infiltracion de leucocitos entre las
células de la granulosa, fragmentacion de la membrana basal, hipertrofia de las
células de la teca y alteracion del ovocito (Yen y col.,, 2001). Los cambios
bioquimicos generados durante este proceso son: la disminucion en la actividad de
la enzima 17a-hidroxilasa y aromatasa, lo que disminuye la concentracién de
estrogenos y favorece la acumulacion de andrégenos, disminucién en la expresion
de receptores a gonadotropinas y como consecuencia insensibilidad a la LH y FSH
(Hsueh y col., 1994; Kaipia y Hsueh, 1997).

Esteroidogénesis

La sintesis de estrégenos en el ovario se lleva a cabo con la participacion
conjunta de las células de la teca y las células de la granulosa (Fig. 4). El precursor
para la sintesis de estas hormonas es el colesterol que se sintetiza en la misma
célula folicular a partir del Acetil-CoA. Otra fuente de colesterol son las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) que se encuentran en sangre y mediante un
proceso de endocitosis se incorporan al citoplasma de la célula (Gore-Langton y
Armstrong, 1988). El colesterol es transportado al interior de la mitocondria por la

proteina reguladora de la esteroidogénesis (StAR) (Drucker, 2005; Magoffin, 2005).

En las células de la teca interna la LH se une a sus receptores acoplados a
proteinas G y activa la adenilato ciclasa, que estimula la conversion de ATP en
AMPc (Fig. 4), éste actia como segundo mensajero y estimula una cascada de
sefalizacion que culmina con la activacién de diferentes complejos enzimaticos
entre ellos, la enzima P450scc que es la responsable de transformar el colesterol

en pregnelolona en la mitocondria (Gore-Langton y Armstrong, 1988).
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Foliculo en
crecimiento

7
N

Figura 3. Esquema de la estructura de los diferente s tipos de foliculos
ovaricos (Modificado de Kronenberg y col., 2008).

10
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La sintesis de esteroides sexuales se lleva a cabo por 2 vias una de ellas es la A4
donde la pregnelolona mediante la enzima 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3f3-
HSD) es transformada en esteroides como la progesterona, 17-OH progesterona, y
androgenos como la andostenediona y testosterona. Mientras que, en la ruta A5 el
esteroide sintetizado es la 17-OH pregnelolona y los andrégenos,
dehidroepiandrosterona, androstenediona y testosterona (Gore-Langton 'y
Armstrong, 1988). Los androgenos se difunden a través de la membrana basal
hacia las células de la granulosa, donde la FSH y la LH estimulan la formacion de
AMPc que activa a la enzima aromatasa (Wickings y col., 1986) responsable de la
transformacién de los andrégenos a estrogenos. En la ruta A4 el estrdgeno que se
sintetiza es la estrona y en la A5 el estradiol (Fig. 5) los estrogenos secretados por
las células de la granulosa actian en las mismas estimulando su proliferacion o
pasan a la circulacion y son transportados a sus 6rganos blanco (Murray y col.,
1994, 2007).
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Introduccién
—————————————————————————————————————————————

Figura 4. Sintesis de h ormonas esteroides en el foliculo : P450ssc (CYP11A),
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 B-HSD), 17a-hidroxilasa/17,20-liasa;
Citocromo P450 (CYP17); Citocromo P450 aromatasa (C YP19); 17B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 B-HSD) (Modificado de Magoffin., 2005).
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—————————————————————————————————————————————

—Dxs5 =D E=DAmbas

Figura 5. Biosintesis de hormonas est eroides en el ovario: 3 B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 1l (3 B-HSD-Il) y A* ° isomerasa; 17 B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 1 (17 B-HSD-1); P450ssc (20,22-Desmolasa), P450arom
(aromatasa); P450cl7, (17 a-hidroxilasa/17,20-liasa); proteina reguladora
esteroidogénica (StAR) (Modificado de Kronenbergy col., 2008).
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Introduccién

Serotonina y Ovario

Las funciones del ovario, ovulacion y esteroidogénesis, son reguladas por
diferentes factores: gonadotropinas, IGF-I, hormona del crecimiento (GH), oxitocina,
aminas biogénicas como la serotonina entre otras, y por la inervacion que recibe el
organo (Donoso y col., 1971; Ricu y col., 2008). Los factores de crecimiento ademas
de estimular la proliferacion de las células de la granulosa, estimulan la expresion
de los receptores a la FSH y en la teca los receptores a LH (Schaeffer y Sirotkin,
1997; Sirotkin y col., 1998).

La participacion de la serotonina en la modulacién de las funciones del
ovario y en particular de la esteroidogénesis, se haria por sus efectos moduladores
de la secrecion de las gonadotropinas y como consecuencia la produccion de
androgenos y estrogenos por el ovario (Justo y col.,, 1989; Tanaka y col., 1993;
Vitale y Chiocchio, 1993; Diaz y col., 1997; Gallegos, 2007).

Por estudios de inmunohistoquimica se muestra que en el hipotalamo existe
una comunicacion entre el soma de las neuronas que producen la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y la terminal de las que producen la
serotonina o entre las terminales de ambas células. Estas evidencias anatomicas
apoyan la idea de que la serotonina modula la produccion de las gonadotropinas via

la secrecion de la GnRH (Smith y Jennes, 2001).

Justo y col. (1989) mostraron que cuando a la ratas hembra prepuberes se le
inyecta intraperitonealmente el 5-hidroxitriptofano, precursor de la sintesis de
serotonina, se incrementa la concentracion de serotonina y de su metabolito el acido
5-hidroxiindolacetico (5-HIAA) en el hipotalamo y la de LH en suero. Aguilar y col.
(1993) observaron que cuando se administra este precursor por la misma via a ratas
hembra, de 16 dias de edad, hay mayor concentracién de LH y FSH en el suero de
los animales tratados. Cuando este mismo tratamiento lo aplica a ratas macho, solo

se incrementa la FSH. Estos resultados llevaron a los autores a concluir que la
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Introduccién

serotonina modula la secrecion de las gonadotropinas y que sus efectos son
diferentes en la hembra y el macho.

Es probable que las diferencias observadas en la participacion de la
serotonina en la regulacién de la secrecion de gonadotropinas en los diferentes
modelos sea el resultado de que en dichos experimentos no se toma en cuenta la
edad y en consecuencia el ambiente hormonal del animal. Las diferencias
observadas en la participacion del sistema serotoninérgico entre machos y hembras

es posible que esté asociado al medio ambiente hormonal.

La microinyeccion de ketanserina, bloqueador del receptor 5-HT,, en el area
predptica medial disminuye la concentracion de LH y FSH en el suero, mientras que,
cuando se administra metiotepin, bloqueador del receptor 5-HT; por la misma via
Unicamente diminuye la concentracidon de LH. Estos resultados llevaron a los
autores a proponer que la serotonina modula la secrecion de las gonadotropinas y
gue sus efectos dependen del tipo de receptor que se expresa (Gouveia y
Rodrigues, 2004).

Otra posibilidad es que la serotonina actué directamente en la hipdfisis
donde modularia la secrecion de FSH y LH. En algunas especies de mamiferos
como es la rata, el raton y el murciélago por estudios de inmunohistoquimica se han
identificado fibras serotoninérgicas en la adenohipéfisis y neurohipdfisis (Jennes y
col., 1982; Payette y col., 1985). La posibilidad de que la serotonina presente en la
hipdfisis cumpla alguna funcion es apoyada por el hecho de que cuando se incuba
tejido de adenohipdfisis con un inhibidor de la recaptura de serotonina, se reduce la
concentracion de LH en el tejido incubado (Johns y col.,, 1982). Si se inyecta
intraperitonealmente 8-DPAT (agonista a serotonina de los receptores 5-HTia) a
ratas de 16 dias de edad, la concentracion de PRL se incrementa en suero e
hipdfisis, por lo que se sugiere que la serotonina estimula la secrecion de PRL al
actuar directamente en esta glandula (Aguilar y col., 1993). Un efecto similar se
observé en ratas hembra de 60 dias de edad, tratada con fluoxetina (inhibidor
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Introduccién

selectivo de la recaptura de serotonina) y posteriormente con 8-DPAT (agonista del
receptor a serotonina 5-HT1,), la concentracion de PRL disminuyé en el suero, de

estos animales (Van de Kar y col., 2002).

En relacion a la participacion de la serotonina en la regulacion de las
funciones del ovario, se ha mostrado que en la rata esta amina junto con la
histamina son esenciales para que se lleve a cabo el proceso local inflamatorio que
precede a la ruptura del foliculo. Schmidt y col. (1988) mostraron que cuando los
ovarios de rata se mantienen en un medio de perfusion, al que se le agrega la
metisergide, bloqueador de los receptores a serotonina del tipo 5-HT,a, mas
serotonina se inhibe completamente la ovulacion. Por otro lado se ha observado en
ratas adultas ciclicas que la concentracion de serotonina se incrementa el dia de la
ovulacion. Sin embargo, cuando en la rata prepuber la ovulacion es inducida por la
administracion de la gonadotropina del suero de la yegua prefiada (PMSG), no se
detecta esta amina en el ovario (Clausell y Soliman, 1977). Estos resultados llevan a
pensar que la serotonina es esencial para que se lleve a cabo la ovulacion

espontanea. Mientras que en el animal prepuber parece no participar.

Otra de las funciones de la serotonina es la modulacion de la secrecion de
hormonas esteroides. La administracion de ketaserina por via oral a ratas adultas en
proestro la concentracion de progesterona y estradiol en suero son menores que en
los animales testigo (Jahn y Deis, 1988). Este mismo comportamiento se observo
cuando los foliculos de rata son incubados en presencia de ketanserina (Tanaka y
col., 1993). Cuando las células de la granulosa de foliculos de mujer son
mantenidas in vitro y se le adiciona serotonina al medio se incrementa la sintesis de
progesterona y estradiol (Bddis y col., 1992). En células del cuerpo lateo de vaca
mantenidas in vitro la adicion de serotonina al medio, incrementa la concentracion
de progesterona, cuando se agrega serotonina y mianserina, antagonista de los
receptores a serotonina del tipo 5-HT; y 5-HT, la concentracién de progesterona es
menor, por lo que se sugiere que la serotonina modula de la secrecion de hormonas

esteroides al unirse a los receptores antes mencionados (Battista y Condon, 1986).
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Estos resultados apoyan la idea de que la serotonina ejerce un papel estimulante en

la sintesis de hormonas esteroides por el ovario.

La posibilidad de que la serotonina se sintetiza y actia en el ovario se ha
propuesto para diferentes especies de mamiferos, entre ellos los roedores. Esto se
apoya en la existencia de los receptores 5-HT,g, 5-HT,a y 5-HT7 en células del
cumulus ooforus del raton, de 5-HT; y 5-HT1p en el ovocito (Dubé y Amireault, 2007)
y la presencia de la triptéfano hidroxilasa en células de la granulosa del cumulus

ooforus, del ovario de raton (Amireault y Dubé, 2005).
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Planteamiento del Problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La serotonina participa en la modulacién de las funciones del ovario ya que la
administracion de agonistas o antagonistas a serotonina resulta en un incremento o
disminucién de la secrecién de gonadotropinas y de la ovulacién en la rata. Sin
embargo, se desconoce si esta amina también actia directamente en el ovario
regulando su funcionamiento y en particular en la esteroidogénesis. Por ello, en el
presente estudio se analizaron los efectos de la administracion de dos antagonistas
a serotonina: ketanserina (bloqueador de los receptor 5-HT,s) y metisergide
(bloqueador de los receptor 5-HT,p ¥ 5-HT,c) directamente en la bursa del ovario

sobre la secrecion de progesterona, testosterona y estradiol.
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Hipotesis

HIPOTESIS

Si en el ovario la serotonina ejerce un efecto estimulante de la esteroidogénesis,
entonces el bloqueo de los receptores a serotonina del tipo 5-HTza y 5-HT,c
directamente en la bursa del ovario provocara la disminucion en la sintesis de

progesterona, testosterona y estradiol.
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Objetivo

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la administracion de antagonistas de los receptores 5-HT,a y
5-HT,c en la bursa del ovario de ratas hembra prepuberes, sobre la secrecion de
hormonas esteroides (progesterona, testosterona y estradiol).

OBJETIVOS PARTICULARES

% Analizar los efectos de la administracion de sulfato de serotonina (S5-HT) por
via sistémica sobre la concentracion de progesterona, testosterona y estradiol

en suero.

% Analizar los efectos de la administracion de ketanserina (antagonista del
receptor a serotonina 5-HT,s) en bursa del ovario, sobre la concentracion de
serotonina (5-HT), del &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), noradrenalina
(NA) y dopamina (DA) en el ovario.

% Analizar los efectos de la administracion de ketanserina (antagonista del
receptor a serotonina 5-HT,s) sobre la concentracion de progesterona,
testosterona y estradiol en suero.

% Analizar los efectos de la administracion de metisergide (antagonista de los
receptores a serotonina 5-HT,a Yy 5-HT,c) en bursa del ovario, sobre la
concentracion de serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA),

noradrenalina (NA) y dopamina (DA) en el ovario.
% Analizar los efectos de la administracion de metisergide (antagonista de los

receptores a serotonina 5-HT,a y 5-HT,c) sobre la concentracion de

progesterona, testosterona y estradiol en suero.
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Materiales y Método

MATERIALES Y METODOS

Animales, Tratamiento y Farmacos.

Ratas hembra de 30 dias de edad de la cepa CIll-ZV mantenidas en condiciones
controladas de iluminacién (14 horas de luz) y con libre acceso a la madre hasta el
momento del destete (21 dias) y posteriormente al alimento y agua ad libitum, se

dividieron al azar en diferentes grupos experimentales.

Procedimiento de administracion de farmacos en burs a del ovario.

Los animales se anestesiaron con éter, se les realizd una incisién de piel y
musculo en la region ventral del abdomen. Se localizaron los ovarios, se expusieron
y se procedié a realizar la inyeccion del farmaco en la bursa de ambos ovarios
siguiendo el procedimiento habitual del laboratorio (Dominguez y col., 1998;
Gallegos, 2007) se utilizd una jeringa para insulina %2 cc y la aguja de inyeccion se
mantuvo en la misma posicidn por un minuto para asegurar que el farmaco
difundiera al tejido ovarico y posteriormente se retird la aguja. Concluido el tiempo
los ovarios se regresaron a la cavidad abdominal y se suturé el musculo y la piel.
Este procedimiento se realiz6 en cada uno de los ovarios de los animales. Siguiendo
el procedimiento previamente descrito por otros autores (Dominguez y col., 1998;
Gallegos, 2007).

Procedimiento de Autopsia.

Los animales de los diferentes grupos se sacrificaron por decapitacion 24 6
48 horas después del tratamiento. Se colecté la sangre del tronco, se dejé coagular
por 20 minutos, se centrifugé a 3500 rpm durante 15 minutos, se separé el suero y
se almacené a -20°C, para la posterior cuantificacion de hormonas esteroides

(progesterona, testosterona y 17p-estradiol).
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Se disecaron los ovarios y la hipofisis, los que se almacenaron en un ultra

congelador a —70<C para la posterior cuantificaciéon de 5-HT y catecolaminas.

Cuantificacion de Hormonas Esteroides.

La concentracion de progesterona, testosterona y estradiol se realizé por la
técnica de radioinmunoanalisis de fase soélida, con un estuche obtenido de Kit Coa-
A-Count, USA (Diagnostic Products, Los angeles, CA). La concentracion de
progesterona se expreso en ng/ml y la de estradiol y testosterona en pg/ml de

suero (Apéndice 1).

Cuantificacion de Serotonina y Catecolaminas.

Los ovarios y las hipofisis se pesaron y se homogeneizaron en 300 pl 6 150 pl
de acido perclérico (HCIO,4) al 0.1 N, respectivamente, se centrifugaron a 12,500
rom a —4C durante 30 min, el sobrenadante de las muestras de ovario se filtro
utilizando filtros de celulosa regenerada de tamafio de poro de 0.45 pm, y se
inyectaron 100 ul del filtrado al sistema de cromatografia de liquidos, el
sobrenadante de las muestras de hipdfisis no se filtro y se inyectaron 100ul al
sistema de cromatografia de liquidos y se midi6 la concentracion de serotonina (5-
HT), acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), noradrenalina (NA), acido 4-hidroxi-3-
metoxifeniletilenglicol (MHPG), dopamina (DA) y del &cido 3, 4-dihidroxifenilacético
(DOPAC).

El equipo de HPLC consistié en una bomba isocratica (modelo L-250, Perkin
Elmer), una valvula de inyeccién (Reodine modelo 7125, una precolumna de silica
(3.5 cm. X 4.6mm) y una columna C-18 de fase reversa (25cm X 4.6mm) adaptada a
un detector electroquimico amperométrico LC-4C (Bioanalitical System Inc. USA)
incorporado a un inyector Nelson 1020 (Perkin Elmer) (Apéndice 2). La

concentracion de los neurotransmisores se expreso en ng/mg de tejido.
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Grupos Experimentales

1.-Efecto de la administracion de sulfato de sero  tonina (S5-HT).

A fin de analizar la participacion de la serotonina en la modulacion de la
esteroidogénesis, se evaluaron los efectos de la administracion de sulfato de
serotonina, un agonista de todos los receptores a serotonina, en la secrecion de

progesterona, testosterona y estradiol.

Ratas hembra de 30 dias de edad fueron inyectadas con S5-HT (Sigma
Chemical, St Louis, USA) en una concentraciéon de 37.5 mg/ kg de peso corporal
disuelta en solucién salina. Grupos de animales se sacrificaron a las 24 6 48 horas
posteriores al tratamiento. Como grupo de comparacion se utilizaron animales

testigo absoluto (TA) que se sacrificaron a los 31 o 32 dias de edad.

2.-Efecto de la administracion de antagonistas de los receptores a serotonina

en la bursa del ovario (BO).

A ratas hembra de 30 dias se les inyecté KETA o MESER (Sigma Chemical, St
Louis, USA) 0.1 mg X 40ul/ovario, disuelta en agua destilada en la bursa de ambos

ovarios.

3. Efecto de la estimulacion de todos los receptore s a 5-HT después del

bloqueo de los receptores SHT o4y 5HToc.

A ratas hembras de 30 dias se les inyectd KETA o MESER (Sigma Chemical, St
Louis, USA) 0.1 mg X 40ul/ovario, disuelta en agua destilada en la bursa de ambos
ovarios. Una hora después se les inyectd S5-HT (concentracion de 37.5 mg/ kg de

pc) via sistémica.
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Analisis Estadistico.

Los resultados de las concentraciones de P4, Ty E, en suero, 5-HT, NA, DA,
y sus respectivos metabolitos se analizaron mediante la prueba de analisis de
varianza (ANDEVA) seguido de Tukey o la prueba de Kruskal-Wallis. Cuando se
compararon dos grupos se utilizo la prueba de “t” de Student o la prueba de U de
Mann-Whitney. Se consideraron como diferencias significativas  cuando la
probabilidad fue <0.05.
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Resultados

RESULTADOS

1.- Efectos de la administracion de sulfato de sero
sistémica.

tonina (S5-HT) por via

Concentracion de catecolaminas y serotonina.

En comparacion con el grupo testigo absoluto en los animales que se
inyectaron con sulfato de serotonina por via sistémica no se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de NA, MHPG, DA y DOPAC en hipdfisis,
mientras que en los ovarios la concentraciéon de DA y DOPAC estuvo por debajo

de la sensibilidad del método (0.001 ng/mg de tejido) (cuadros 2 y 3).

Cuadro 2. Concentracion (ng/mg de tejido) (media =  e.e.m.) de noradrenalina
(NA), acido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (M HPG), dopamina (DA) y del
acido 3, 4-dihidroxifenilacetico (DOPAC) en hipdfis is de ratas testigo
absoluto (TA) o tratadas con sulfato de serotonina (S5-HT), en el dia 30 y
sacrificadas a las 24 0 48 horas.

Hora / Grupo n NA MHPG DA DOPAC
24 Horas
TA 8 [0.17+£0.09| 0.44+0.09 0.38+£0.12 0.25+0.15
S5-HT 12 | 0.47+0.16 | 0.64+0.13 0.36 +£ 0.03 0.12+0.01
48 Horas
TA 7 [0.17+0.12| 0.46+0.14 0.30+0.03 0.08 +0.01
S5-HT 9 10.51+0.15 0.62+04 0.38 + 0.05 0.13+0.01

Cuadro 3. Concentracion (ng/mg de tejido) (media +

(NA), éacido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (M

acido 3, 4-dihidroxifenilacetico (DOPAC) en ovario

e.e.m.) de noradrenalina

HPG), dopamina (DA) y del

de ratas testigo absoluto

(TA) o tratadas con sulfato de serotonina (S5-HT ), en el dia 30 vy
sacrificadas a las 24 o 48 horas.
Hora / Grupo n NA MHPG DA DOPAC
24 Horas
TA 16 | 0.25+0.03| 0.52+0.06 0.09+0.05 | 0.16 +0.09
S5-HT 16 | 0.27+0.02 | 0.52+0.08 O O
48 Horas
TA 13 | 0.23+0.02 | 0.38 £ 0.02 0.12+0.07 | 0.05+0.01
S5-HT 17 1 0.30+0.03 | 0.46 + 0.06 [] 0.03 £ 0.005

O Valor por debajo de la sensibilidad del método (0.001 ng/mg de tejido)
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En la hipdfisis de los animales que recibieron sulfato de serotonina la
concentracion de serotonina en aquellos sacrificados a las 24 horas
postratamiento fue mayor que en el grupo de animales testigo absoluto y no se
presentaron cambios en la concentracion del 5-HIAA (Figura 6).

En la figura 7 se muestran los resultados de las concentraciones de 5-HT y
5-HIAA en el ovario de los animales tratados con sulfato de serotonina. Se
observa una mayor concentracion de 5-HT en los animales tratados con el
farmaco y sacrificados 48 horas después en comparacion con el grupo TA, y no

se presentaron cambios significativos en la concentracion del 5-HIAA.

Concentracion de hormonas esteroides.

En comparacion con el grupo TA, en los animales inyectados con sulfato de
5HT, la concentracién de progesterona fue menor en los animales sacrificados a
las 24 horas postratamiento, asi como la concentracion de testosterona
(estadisticamente significativo con la prueba U de Mann-Whitney) y el estradiol no

mostro diferencia significativa (Figura 8).

26



Resultados

BTA
B S5-HT

S-HT

[ I
© N o <
— — o o

opiley ap Bwy/bu

S5-HIAA

04

oplilal ap bwybu

a, p<0.05 vs. TA (Prueba “t” de Student).

do 5 -

testigo absoluto (TA) o
dia 30 y sacrificadas a las

aci

7

de serotonina (5 -HT) y del

de ratas

Figura 6. Concentracion (media + e.e.m.)

isis

of

ipo

hidroxiindolacético (5-HIAA) en h

tratadas con sulfato de serotonina (S5-HT), en el

24 6 48 horas.

27



Resultados

BTA
B S5-HT

a e T T T T e

S-HT

opila) ap Bwy/bu

S5-HIAA

0.3

, ,
N —
o o

opiley ap Bwy/bBu

24

de Student ).

”

a, p<0.05 vs. TA ( Prueba “t

ido 5 -

aci

(5-HT) y del
testigo absoluto (TA) o
dia 30 y sacrificadas a las

nina

Figura 7. Concentraciéon (Media + e.e.m.) de seroto

hidroxiindolacético (5-HIAA) en el ovario de ratas

tratadas con sulfato de serotonina

24 6 48 horas.

(S5-HT), en el

28



Resultados

@ TA

@ S5-HT

Progesterona

,
o
N

, ,
Lo o Lo o
— —

0Jans ap |w/bu

Testosterona

50

,
o
<

T T T
o o o
o™ N i

oJans ap |w/6d

o

Estradiol

30

, ,
o o o
N —

oJ9ns ap |w/6d

24

de Student).

05 vs. TA (Prueba “t”
* p<0.05 vs. T A (prueba U de Mann

p<O0.

a

-Whitney) .

tosterona y

Figura 8. Concentracion (Media + e.e.m.) de progesterona, tes

estradiol en el suero de ratas testigo absoluto (T
serotonina (S5-HT), en el dia 30 y sacrificadas a

A) o tratadas con sulfato de

las 24 6 48 horas.

29



Resultados

2.- Efectos de la administracion de KETA o MESER e n Bursa del Ovario
(BO).

Concentracion de catecolaminas y serotonina.

En comparacion con el grupo de animales TA, en aquellos que recibieron KETA
o MESER no se observaron cambios significativos en la concentracion de NA'y
MHPG en el ovario, mientras que la concentracion de DA y DOPAC estuvo por
debajo de la sensibilidad del método (0.001 ng/ mg de tejido). La concentracion de
DOPAC disminuyé de manera significativa Unicamente en los animales a los que
se les administr6 MESER sacrificados a las 48 horas (prueba U de Mann-Whitney)

(cuadro 4).

Cuadro 4. Concentracion (ng/mg de tejido) (media + e.e.m.) de noradrenalina
(NA), acido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (M  HPG), dopamina (DA) y del
acido 3, 4-dihidroxifenilacetico (DOPAC) en el ovar io de ratas testigo
absoluto (TA), tratadas con ketanserina (KETA) o ¢ on metisergide (MESER)
en el dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.

Hora / Grupo n NA MHPG DA DOPAC
24 Horas
TA 16 | 0.25+0.03 | 0.52+0.06 | 0.09+0.05 | 0.16 + 0.09
KETA 10 | 054+0.19 | 0.24+0.02 0 0.08 + 0.05
MESER 18 | 0.27+0.04 | 0.67+0.13 | 0.04+0.005| 0.11+0.01
48 Horas
TA 13 | 0.23+0.02 |0.38 + 0.02| 0.12+0.07 | 0.05% 0.01
KETA 10 | 0.20+0.024 | 0.38+0.05 0 0
MESER 15| 0.38+0.04 | 0.64+0.18 0 0.014 + 0.04*

—Valor por debajo de la sensibilidad del método (0.001 ng/ mg de tejido).
* p<0.05 vs. TA (prueba U de Mann-Whitney).

En relacién con el grupo testigo absoluto, en los animales que se les inyect6
en BO la KETA y sacrificados a las 24 horas, la concentracion de 5-HT fue menor
y no se observaron diferencias significativas en la concentracion del 5-HIAA. En

los animales que se les administr6 la MESER no se observaron diferencias

30



Resultados

significativas en la concentracion de serotonina en relacion al TA, mientras que,

la del 5-HIAA fue menor que en el grupo TA a las 48 horas (Figura 9).

Concentracion de hormonas esteroides.

En los animales a los que se les administro KETA o MESER en BO que
fueron sacrificados a las 24 horas la concentracion de progesterona fue menor en
comparacion con el grupo TA y no se presentaron cambios significativos en la
concentracion de testosterona. La concentracion de estradiol fue menor en los

animales tratados con KETA (Figura 10).
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a, p<0.05 vs. TA (ANDEVA, seguida de Tukey).

Figura 9. Concentracion (media + e.e.m.) de seroto  nina (5-HT) y metabolito de
serotonina (5-HIAA) en el ovario de ratas testigo a  bsoluto (TA), tratadas con
Ketanserina (KETA) o con Metisergide (MESER) en la  bursa del ovario, en el
dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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a, p<0.05 vs. TA (ANDEVA, seguida de Tukey)
* p<0.05 vs. KETA (prueba de Kruskal -Wallis) .

Figura 10. Concentracion (media + e.e.m.) de proge sterona, testosterona y
estradiol en suero de ratas testigo absoluto (TA) o tratadas con
Ketanserina (KETA) o Metisergide (MESER) en bursa la del ovario, en el dia
30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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3.- Efectos de la administracién de KETA o MESER en  Bursa del Ovario y S5-
HT via sistémica.

Concentracion de catecolaminas y serotonina

En los cuadros 5 y 6 se muestran los resultados de la concentracién de NA,
MHPG, DA y DOPAC en la hipofisis y el ovario de los animales tratados con los
farmacos. Como se observa en comparacion con el grupo S5-HT no se
presentaron cambios significativos en la concentracion de catecolaminas en
hipdfisis, en ovario la concentracion de DA y DOPAC estuvo por debajo de la

sensibilidad del método (0.001 ng/ mg de tejido).

En la figura 11 se observa que en comparaciéon con el grupo tratado con S5-
HT por via sistémica, en los animales que se les administr6 KETA en BO y S5-HT,
la concentracion de serotonina en hipofisis fue menor. En relacion al grupo KETA
en BO y S5HT la concentraciéon de serotonina fue mayor en los tratados con
MESER en BO y S5HT. La concentracion del 5-HIAA fue menor en todos los
animales que recibieron KETA o MESER y S5HT.

En comparacion al grupo de animales que recibio S5-HT en los ovarios de
los animales tratados con KETA en BO y S5-HT sacrificados a las 24 horas la
concentracion de 5-HT fue menor. No se presentaron cambios significativos en la
concentracion de 5-HIAA (Figura 12). Mientras que, en relacion al grupo que
recibio KETA, la concentracion de esta amina fue mayor a las 24 y 48 horas
(Figura 14).

La concentraciéon de serotonina fue mayor en el ovario de los animales

tratados con MESER y S5HT en comparacion al grupo que solo recibi6 MESER
(Figura 16).
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Concentracion de hormonas esteroides.

En comparacion con el grupo que recibio S5-HT o KETA en los animales a los
gue se les administr6 KETA en BO y S5-HT sacrificados a las 24 6 48 horas la
concentracion de progesterona en el suero fue menor (Figuras 13 y 15). Un
comportamiento similar se observd en aquellos que recibieron MESER en BO y
S5-HT sacrificados a las 24 en relacion al grupo tratado con S5HT o MESER
(Figura 17). En comparacion con el grupo S-5HT la concentracion de testosterona
fue menor en los animales que recibieron KETA o MESER en BO y S5HT
sacrificados a las 48 horas. Un efecto similar se observd en los animales que

recibieron KETA y S5HT en comparacion a los animales tratados solo con KETA.
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Cuadro 5. Concentracion (ng/mg de tejido) (Media +

(NA), acido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (M

acido 3, 4-dihidroxifenilacético (DOPAC) en hipdfis

sulfato de serotonina (S5-HT), con ketanserina ma
(KETA+S5-HT) o con metisergide mas sulfato de serot

en el dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.

e.e.m.) de noradrenalina

HPG), dopamina (DA) y del

is de ratas tratadas con
s sulfato de serotonina
onina (MESER+S5-HT)

Hora / Grupo n NA MHPG DA DOPAC
24 Horas

S5-HT 12 | 0.47+0.16 | 0.64+0.13 | 0.36+0.03 | 0.12+0.01

KETA+S5HT | 11 | 0.04+0.02 | 0.86+0.59 | 0.18+0.09 | 0.04 +0.01

MESER+SHT | 11 | 0.24+0.15 | 0.76 +0.48 | 0.13 +0.07 | 0.01 + 0.001
48 Horas

S5-HT 9 | 051+0.15 | 0.62+0.4 | 0.38+0.05| 0.13+0.01

KETA+S5HT 8 | 0.02 +0.002 0 0.26 +0.12 | 0.08 + 0.04

MESER+SHT | 11 | 0.16 +0.08 | 0.57+0.28 | 0.17+0.05 | 0.05+0.01

O Valor por debajo de la sensibilidad del método (0.001 ng/ mg de tejido)

Cuadro 6. Concentracion (ng/mg de tejido) (Media +

(NA), acido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (M

acido 3, 4-dihidroxifenilacético (DOPAC) en ovario

sulfato de serotonina (S5-HT), con ketanserina ma
(KETA+5-HT) o con metisergide mas sulfato de seroto

el dia 30 y sacrificadas a las 24 o 48 horas.

e.e.m.) de noradrenalina

HPG), dopamina (DA) y del

de ratas tratadas con
s sulfato de serotonina
nina (MESER+5-HT) en

Hora / Grupo n NA MHPG DA DOPAC
24 Horas

S5-HT 16 | 0.27+0.02 | 0.52+0.08 0 0

KETA+S5HT |18 | 0.16+0.03 | 0.40+0.08 | 0.08 +0.02 0

MESER+S5HT | 22| 0.22+0.03 | 0.25+0.05 | 0.04 +0.003 | 0.55+0.11
48 Horas

S5-HT 17| 0.30+0.03 | 0.46 + 0.06 0 0.03 + 0.005

KETA+S5-HT | 10| 0.21+0.01 | 0.33+0.04 | 0.11+0.02 | 0.08 + 0.03

MESER+S5HT | 19| 0.32+0.03 | 0.72+0.18 | 0.10+0.06 | 0.21 + 0.07

O Valor por debajo de la sensibilidad del método (0.001 ng/ mg de tejido)
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(Media + e.e.m.) de proge

* p<0.05 vs. S5-HT (prueba de Kruskal-Wallis).

Ketanserina mas sulfato de serotonina (KETA+S5-HT)

sulfato de serotonina (MESER+S5-HT) en la bursa de

estradiol en suero de ratas tratadas con sulfato
sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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Figura 14. Concentracion (Media = e.e.m.) de serotonina (5 -HT) y metabolito de
serotonina (5-HIAA) en ovario de ratas tratadas co n Ketanserina (KETA) 6
ketanserina mas sulfato de serotonina (KETA+S5-HT), en el dia 30 y sacrificadas

alas 24 6 48 horas.

40



Resultados

OKETA
Progesterona O KETA+SS-HT

15 -
o T T
¢ 10 -
(7]
(D)
©
E i a
S O I
[

a
0
Testosterona

20 -
. |
Q
>
[7)]
o 10 -+
o
= |
= a
= T

0
Estradiol

20 -
o T
g T
0 T -
§ 10 -
S
(@)]
o

0 Horas
24 48

a, p<0.05 vs. TA (ANDEVA, seguida de Tukey)

Figura 15. Concentracion (media + e.e.m.) de progesterona, te  stosterona y
estradiol en suero de ratas tratadas con Ketanser ina (KETA) o con
ketanserina mas sulfato de serotonina (KETA+S5-HT)  en bursa la del ovario,
en el dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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Figura 16. Concentracion (Media £+ e.e.m.) de serotonina (5 -HT) y metabolito
con metisergide (MESER)

de serotonina (5-HIAA) en ovario de ratas tratadas
0 metisergide mas sulfato de serotonina (MESER+S5-H T), en el dia 30 vy

sacrificadas a las 24 6 48 horas.
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Figura 17. Concentracion (media + e.e.m.) de progesterona, te  stosterona y
estradiol en suero de ratas tratadas con metiserg ide (MESER) o con
metisergide mas sulfato de serotonina (MESER+S5-HT) en bursa la del
ovario, en el dia 30 y sacrificadas a las 24 6 48 horas.

43



Discusién

DISCUSION

Dado que el bloqueo de los receptores a 5-HT del ovario resulté en una menor
secrecion de P4 o E;, postulo que la 5-HT modula la secrecion de estas hormonas

por su accién directa sobre el ovario.

La menor concentracion de progesterona observada en los animales que
recibieron sulfato de serotonina por via sistémica posiblemente es el resultado de
gue la amina ejerce un papel inhibitorio en el funcionamiento de los componentes
del eje hipotalamo-hipofisis-ovario, como ha sido previamente planteada por otros
autores (Vitale y col, 1986; Arias y col 1990; Gallegos, 2007), quienes sefalan que
la serotonina modula la secrecion de la GnRH y como consecuencia la secrecién
de gonadotropinas en la hipdfisis, principalmente de la LH que al actuar en el ovario

modula la secrecion de progesterona (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

La disminucidon en la concentracion de progesterona observada en los
animales tratados con sulfato de serotonina podria estar vinculada con la
disminuciéon en la secrecion de LH y como consecuencia de los complejos
enzimaticos que participan en la sintesis de progesterona (Gore-Langton vy
Armstrong, 1988).

Aunque el sulfato de serotonina no atraviese barrera hematoencefalica (Rose
y Bleszynski, 1971), la eminencia media, region donde se ubican las terminales de
las neuronas que liberan GnRH al sistema portal-hipofisirario, se encuentra fuera de
esta barrera (Kandel y col., 1991), por lo que es posible sugerir que el sulfato de
serotonina actué en eminencia media donde modificoO la secrecion de la GnRH y
como consecuencia la de LH en la hipdfisis. Esta posibilidad se apoya en el hecho
de que el agregado de sulfato de serotonina al medio de cultivo de eminencias
medias obtenidas de ratas en proestro, induce una mayor liberacion de GnRH al
medio de cultivo que en los grupos testigo (Vitale y col.,1986). En una linea

inmortalizada de células que liberan GnRH (GT1-1), se identificé el receptor 5-HT; y
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cuando se agrega al medio el 8-hidroxi-2-(dinitro-propilamino) tetralina, agonista de

estos receptores, se incrementa la liberacion de GnRH(Héry y col., 1997).

También es posible que la disminucion en la secrecidbn de progesterona
observada en los animales tratados con sulfato de serotonina por via sistémica, sea
el resultado de la accion de la serotonina directamente en la hipofisis en donde
regula la secrecion de la LH. Esta interpretacion se basa en el hecho de que en
nuestro estudio observamos que la concentracion de 5-HT y 5-HIAA se incrementa
en la hipdfisis de los animales a los que se les administro el sulfato de serotonina
por via sistémica. Estos resultados indican que la serotonina administrada por via
sistémica se acumulé en la hipdfisis y que existe un paralelismo entre la
acumulacion de la amina y su metabolismo. En sistema nervioso, el incremento en la
concentracion del metabolito de serotonina se considera como un indice de mayor

actividad del sistema serotoninérgico (Kerdellhue y col., 1989).

La posibilidad de que la serotonina actué en la hipéfisis modulando la
secrecion de gonadotropinas se apoya en diversos resultados. La serotonina se
localiza en los tres I6bulos de la hipdfisis (Vanhatalo y col., 1995). Esta amina se
encuentra en los mastocitos y en la sangre contenida en los vasos sanguineos en la
superficie del I6bulo intermedio (Palkovits y col., 1986). En el I6bulo intermedio y
posterior de la hipofisis, se expresa la enzima triptéfano hidroxilasa (Saland y col.,
1993). En las células de la adenohipofisis se produce recaptura de serotonina
(Johns y col., 1982). En hipdfisis de ratas macho mantenidas in vitro cuando se le
adiciona serotonina y fluoxetina, inhibidor de la recaptura de serotonina, en los
gonadotropos se reduce la densidad de los granulos que contienen la amina (Johns
y col.,, 1982). Cuando se administra sulfato de serotonina a ratas hembras
prepuberes disminuye la concentracion de LH (Gallegos, 2007). Con base en estas
evidencias y el incremento de serotonina observado en la hipdfisis de los animales
tratados con sulfato de serotonina es posible sugerir que la serotonina actda en

hipdfisis modulando la secrecidon de gonadotropinas.
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Existe también la posibilidad de que el sulfato de serotonina haya actuado
directamente en el ovario, el incremento en la concentracion de serotonina
observado en los ovarios de los animales que recibieron sulfato de serotonina por
via sistémica permite pensar que esta amina ademas de acumularse en hipofisis
también se acumula en la génada y posiblemente participa en la modulacion de la
secrecion de progesterona por el ovario. La posibilidad de que la serotonina participa
en la modulacion de la secrecion de esteroides por la gonada ha sido mostrado en la
rata macho (Tinajero, 1993). La menor concentracion de testosterona observada en
los animales tratados con sulfato de serotonina posiblemente es el producto de la
menor concentracion de progesterona, esteroide a partir del cual se sintetizan la

testosterona (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

La disminucién en la concentracién de DA observada en los animales que se
trataron con sulfato de serotonina posiblemente es el resultado de la accién de la
serotonina en fibras nerviosas que inervan al ovario (Ricu y col., 2008) o en células
intraovaricas que al parecer son una fuente de catecolaminas, como la
noradrenalina. En relacion a la DA se ha mostrado que en las células de la
granulosa se encuentra el transportador de dopamina y noradrenalina (D’Albora y
col., 2000; Greiner y col., 2008). Asi mismo, por estudios de inmunohistoquimica se
ha mostrado en la médula del ovario de la rata la presencia de neuronas reactivas a
tirosina hidroxilasa que es la enzima que participa en la transformacion del
aminoacido L-tirosina en diferentes catecolaminas como la noradrenalina y
dopamina. Ademas se ha mostrado que en sistema nervioso central, la liberacion
de dopamina y noradrenalina es modulada por la serotonina al unirse a sus

receptores distribuidos en el cuerpo de estas neuronas (Fink y Gothert, 2007).

La serotonina al unirse a sus receptores distribuidos en los vasos sanguineos
gue irrigan a la gbnada, actda como un vasoconstrictor y provoca la disminucién en
el flujo sanguineo hacia este organo disminuyendo asi el suministro de
gonadotropinas y como consecuencia el estimulo para que se lleve a cabo la

esteroidogénesis en el foliculo. La activacion de los receptores a serotonina 5-HTy,
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5-HT, y 5-HT; modifican el tono en las arterias y venas. En las arterias largas el
principal receptor que estimula la contraccion es el 5-HT,a, mientras que, en venas
es el 5-HTz (Linder y col 2007).

Con base en estudios farmacol6gicos se sugiere que en el ovario se
encuentran receptores a serotonina (Amireault y Dubé, 2005). Es posible que la
serotonina al unirse a sus receptores en las células foliculares desencadene una
cascada de sefalizacion que en conjunto con las gonadotropinas, participan en la
modulacion de la sintesis de hormonas esteroides en el ovario. La tendencia a la
disminucién en la concentracién de estradiol en los animales que recibieron sulfato
de serotonina por via sistémica sacrificados a las 48 hrs posiblemente esta
relacionada con la modificacion de la actividad de la enzima aromatasa la cual es
responsable de la aromatizacién de los androgenos a estrogenos. Cortvrindt y
Smitz (2002) mostraron que cuando a foliculos de raton mantenidos in vitro se
adiciona arimidex, inhibidor de la enzima aromatasa al medio de cultivo, disminuye
la concentracién de estradiol en el medio de cultivo, La modificacion en la actividad
de esta enzima posiblemente es el resultado de la interaccion de la serotonina con

sus receptores en el propio ovario.

La disminucion en la concentracion de serotonina observada en el ovario de
aquellos animales que recibieron KETA en bursa del ovario, se acompafo del
incremento en su metabolito el 5-HIAA. Este hecho posiblemente es el resultado de
gue la KETA al unirse a los receptores 5-HT,a impide la union de la serotonina y que
se incremente el metabolismo de la amina por la MAO. La idea de que la serotonina
es sintetizada y degradada en el ovario es apoyada en la presencia de la enzima
triptéfano hidroxilasa (TPH) y la MAO en el ovario (Ilvanisevi¢-Milovanovi¢ y col.,
2003; Amireault y Dubé, 2005).

Tanaka y col., (1993) mostraron que la administracion oral de ketanserina a la
rata adulta en el dia del proestro disminuye la concentracion de estradiol en suero,

lo que, coincide con lo observado en este estudio, en los animales inyectados en la
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bursa. EIl efecto de la KETA en la sintesis de este esteroide posiblemente es
resultado de la falta de interaccion de la amina con el receptor 5-HT>,, ¥ se inhiba la
cascada de sefalizacion intracelular (Fig. 18). En las células del cumulus del ratén
el estimulo de los receptores 5-HT,5 Y 5-HT2g acoplados a proteinas Gq estimula la
liberacion de Ca?", esta liberacion esta relacionada con la formacién de AMPc en

el ovocito asi como en las células del cumulus (Amireault y Dubé, 2007)

A diferencia de los observado con KETA, en los animales que recibieron
MESER no se modificé la concentracion de serotonina en el ovario, pero si
disminuye el metabolito, lo que indica que cada tipo de receptor esta vinculado con

la modulacion de fenébmenos diferentes.

La disminucion en la concentracibn de progesterona y testosterona
observada en aquellos animales tratados con KETA y S5-HT por via sistémica,
indica que al bloquearse el receptor 5-HT,a la amina administrada via sistémica y la
enddgena, actuaron sobre otros receptores los cuales regulan de manera inhibitoria
la secrecion hormonal. Es posible que el estimulo de estos receptores inhiba la
produccion de segundos mensajeros intracelulares (Barnes y Sharp, 1999), (Fig. 19)
en las células de la teca y como consecuencia disminuye la actividad de los
complejos enzimaticos que transforman el colesterol a progesterona y ésta a
testosterona. Esto se apoya en los resultados de Amireault y Dubé (2005) quienes
mostraron que al administrar diferentes agonistas a serotonina en un medio de
cultivo donde se incubaron células del complejo cumulus de ratén la concentracion

de AMPc se incrementé.

En los animales que recibieron MESER en bursa la concentracion de
progesterona disminuyé posiblemente como producto de la accion del MESER,
antagonista de los receptores 5-HT2a, 5-HT2c y5-HT1 (Schmidt y col., 1988; Rang y
col.,, 2004). Es posible sugerir que el receptor 5-HT,c es esencial para
desencadenar la serie de eventos que llevan a la sintesis de progesterona y que la

distribucion de este receptor (5-HT,c) se encuentre en mayor parte en células de la
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teca donde se lleva a cabo la sintesis de esta hormona en el ovario (Fig. 20). La
menor concentracion de  testosterona que se observd en estos animales
posiblemente se debe a la disminucion en la concentracion de progesterona,

sustrato a partir del cual se sintetiza esta hormona.

Es posible que la menor concentracion de serotonina y su metabolito que se
observo en la hipdfisis de aquellos animales a los que se les administro KETA y S5-
HT sea producto de la disminucion en la concentracion de progesterona y
estradiol. Esta idea se apoya en el hecho de que se ha mostrado que las hormonas
esteroides sexuales disminuyen la expresion de los genes que codifican para la

enzima que participa en el metabolismo de la serotonina (MAO-A).

La disminucion en la concentracién de serotonina en el ovario de los animales
gue recibieron KETA y S5-HT sacrificados a las 24 lleva a pensar que la sintesis de
esta amina se produce en el mismo ovario y que su accidon en este Organo es
mediada por el receptor 5-HT,a. Si se administran farmacos que inhiben la recaptura
de serotonina en cultivos de células del complejo cumulus-ovocito en el ratén, se
presenta una disminucién en la expresidon de la enzima triptéfano hidroxilasa, y
como consecuencia disminuye la sintesis de serotonina (Amireault y Dubé, 2005), lo

cual apoyaria nuestra interpretacion.
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Fig. 18. Efecto del bloqueo del receptor a serotonina 5 -HT,, mediante ketanserina (KETA) sobre la sintesis de ho  rmonas
esteroides en el ovario. Hormona luteinizante (LH) ; Hormona estimulante del foliculo (FSH); Proteina Gs; Proteina Gi;
Adenilato ciclasa (AC); Adenosin trifosfato (ATP); Adenosin monofosfato ciclico (AMPc); fosfolipasa C (PLC); bifosfato
fosfatidinositol (PIP ,); inositol trifosfato (IP 3); P450ssc (CYP11A); 17 B-hidriesteroide deshidrogenasa (17 [-HSD-1); P450

aromatasa.
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Fig. 19. Efecto del bloqueo del receptor a serotonina 5  -HT,, mediante ketanserina (KETA) mas la administracion d e sulfato
de serotonina via sistémica, sobre la sintesis de h  ormonas esteroides en el ovario. Hormona luteiniza  nte (LH); Hormona
estimulante del foliculo (FSH); Proteina Gs; Prote ina Gi; Adenilato ciclasa (AC); Adenosin trifosfato (ATP); Adenosin

monofosfato ciclico (AMPc); P450ssc (CYP11A); 17 B-hidriesteroide deshidrogenasa (17 B-HSD-1); P450 aromatasa.
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Fig. 20. Efecto del bloqueo de los receptores a serotonin  a 5-HT,c, 5-HT,s ¥ 5-HT1a mediante Metisergide (MESER) sobre la
sintesis de hormonas esteroides en el ovario. Hormo na luteinizante (LH); Hormona estimulante del folic  ulo (FSH); Proteina
Gs; Proteina Gi; Adenilato ciclasa (AC); Trifosfat o de adenosin (ATP); Adenosin monofosfato ciclico (  AMPc); P450ssc

(CYP11A); 17 B-hidriesteroide deshidrogenasa (17 B-HSD-1); P450 aromatasa.
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CONCLUSIONES
Con base en los resultados obtenidos en este estudio proponemos que:
% En el animal prepuber la serotonina actia en la hipoéfisis modulando la secrecion
de gonadotropinas y como consecuencia la secrecion de esteroides por el

ovario.

% En el animal prepuber la serotonina en el ovario regula de manera estimulante la

secrecion de progesterona y estradiol.
% El efecto de la serotonina en la secrecion de hormonas esteroides por el ovario

es mediado de manera diferencial por su unién a los receptores 5-HT1a, 5-HT2a
Yy 5-HT2(:.
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PERSPECTIVAS

De los resultados obtenidos en el presente trabajo surgen las siguientes preguntas:

% ¢ Cual es la distribucion de los receptores a serotonina en el ovario de la rata

desde el nacimiento hasta la etapa adulta?, y ¢ cual es su funcion?

% ¢Ademas de los receptores 5-HTa, 5-HT2a ¥ 5-HT,c existe otro tipo de receptor
a serotonina presente en el ovario y que participe en la regulacién de la
esteroidogénesis?

% ¢ El receptor 5-HT 14 funciona como un autorreceptor en células de la granulosa?

% ¢Como resultado del bloqueo de los receptores 5-HTia, 5-HToa Yy 5-HToc

disminuye la actividad de las enzimas P450ssc y aromatasa en el ovario?
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Apéndice 1

Cuantificacion de Hormonas Esteroides

Para la cuantificacion de hormonas esteroides se utilizé una curva patrén para cada

hormona que se construyd con base en diferentes concentraciones:

Concentracion Progesterona Testosterona Estradiol
ng/ml de suero pg/ml de suero pg/ml de suero
Sensibilidad del 0.02 ng/ml 4 ng/ml 8 pg/ml
método
Coeficiente
Intraensayo 4.3% 8.1% 7.2%
Interensayo 7.8% 4.1% 8.5%
A 0 0 0
B 0.1 0.2 20
C 0.5 0.5 50
D 2 1.0 150
E 10 4.0 500
F 20 8.0 1800
G 40 16.0 3600
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Apéndice 2

Cuantificacion de Serotonina y Catecolaminas

Se prepararon soluciones stock de serotonina, acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA),
noradrenalina (NA), acido 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG), dopamina
(DA) y del acido 3, 4-dihidroxifenilacetico (DOPAC), 0.1, 0.5 y 1 ng que se
inyectaron al equipo de cromatografia. Se construyé una curva patrén con estas
concentraciones, posteriormente se calibro el equipo de cromatografia de liquidos,
La concentracién de serotonina, catecolaminas y de sus respectivos metabolitos se
calculé comparando el area bajo la curva de los diferentes picos correspondiente a
cada neurotransmisor con la curva de calibracion. La concentracion de los diferentes

neurotransmisores se expresé en ng/mg de tejido.
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