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RESUMEN

La serotonina participa en la regulacion de la secrecién de la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y de las gonadotropinas hormona
estimulante del foliculo (FSH) y luteinizante (LH), las cuales en el ovario regulan
el crecimiento y la diferenciacion del foliculo y la esteroidogénesis. También se
sugiere que en el ovario la serotonina regula directamente la esteroidogénesis.
Sin embargo, hasta el momento las evidencias que existen son contradictorias.
Por ello en el presente estudio se analizaron los efectos del aumento de la
serotonina por la administracion del 5-hidroxitriptéfano (precursor de la
serotonina) por via sistémica o directamente en la bursa del ovario sobre la
secrecion de progesterona, testosterona y estradiol y en la actividad del sistema
serotoninérgico en el hipotalamo, hipofisis y ovario utilizando como modelo a la

rata hembra prepuber (30 dias de edad).

La administracion de solucién salina (Vh) no modificé ninguno de los
parametros evaluados. Para analizar los efectos de la administracion del 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP), se conformo un Unico grupo de comparacion (TA+Vh,
testigo). En comparacion con el grupo testigo, en el hipotalamo anterior y medio
de los animales que grupo que recibieron el 5-hidroxitriptéfano por via i.p. Se
observé el incremento en la concentracion de serotonina: hipotdlamo anterior
[60min, 0.61+0.1 vs. 2.3440.34; 90min, 0.93+0.15 vs. 1.48+0.13, p<0.05] e
hipotalamo medio [60min, 0.73+0.06 vs. 2.34+0.17; 90min, 2.43%#0.33 vs.
4.42+0.31, p<0.05]. Este mismo comportamiento se observd en la

concentracion del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA).

En comparacion con el grupo testigo el incremento en la concentraciéon
de 5-HT también se observo en la hipdéfisis [30min; 0.67+0.08 vs. 3.12+0.67;
60min; 1.04+0.31 vs.2.37+0.45; 90min, 0.46+0.07 vs.1.36+0.19; 120min,
0.5440.23 vs. 1.1440.12, p<0.05] y en el ovario [30min, 0.39+0.04 vs.
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10.5740.9; 60min, 0.34+0.02 vs. 3.56+0.4; 90min, 0.69+0.05 vs. 2.03%0.17;
120min, 0.46£0.05 vs. 1.74+0.11, p<0.05] de estos animales

En los animales que se les administr0 por via sistémica el 5-
hidroxitriptéfano, se observo una menor concentracion de LH [60min, 0.2+0.03
vs. 0.0910.01; 90min, 0.13+0.02 vs. 0.07+0.01; 120min, 0.11+0.01 vs.
0.05£0.008, p<0.05], una disminucién en la concentracion de FSH [30min,
3.3840.26 vs. 2.75+0.09, p<0.05] 6 el incremento en la misma [120min,
3.9940.28 vs. 5.0910.24, p<0.05], progesterona [30min, 8.73+1.94 vs.
23.41+£3.79; 90min, 9.88+2.06 vs. 6.14+0.7, p<0.05], testosterona [30min,
0.09+0.01 vs. 0.13+0.009; 60min, 0.09+0.009 vs. 0.14+0.02; 120min, 0.07+0.01
vs. 0.05+0.006, p<0.05] y estradiol [30min, 9.12+1.36 vs. 14.55.52+1.52; 60min,
9.5£0.79 vs. 11.59+1.51; 120min 9.49+0.7 vs. 6.76£1.09, p<0.05].

En comparacion con el grupo intacto, en los que recibieron solucion
salina en bursa del ovario, se observo el incremento significativo en la
concentracion de 5-HT y 5-HIAA en el ovario de los animales sacrificados a los
60 minutos [4.44+0.47 vs0.38+0.04, p<0.05]. Este mismo comportamiento se
observo en los animales que se les inyectd el 5-hidroxitriptofano [0.38+£0.04 vs.
5.61£0.64p<0.05]. A los 120 minutos este comportamiento se observo
Unicamente en los animales tratados con el precursor [1.07+0.13vs. 0.43+0.04,
p<0.05].

En los animales que recibieron Vh o 5-hidroxitriptéfano en bursa del
ovario y se sacrificaron a los 60 minutos, la concentracién de progesterona fue
mayor que el grupo intacto [11.59+1.71 (intacto) vs. 24.26+2.14 (Vh),
27.26+2.47 (5-HTP), p<0.05] y menor concentracion de estradiol.

Con base en los resultados obtenidos se sugiere que la serotonina actia
directamente en el ovario y que regule de forma estimulante la modulacion de la

secrecidn de progesterona, testosterona y estradiol en la hembra prepuber.
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1. INTRODUCCION

1.1 Triptofano

El L-triptofano es uno de los diez aminoacidos esenciales conocidos, es
ingerido como parte de la dieta y fue descubierto por Hopkin y colaboradores en
1901. Es un aminoacido aromatico, apolar y lo conforma un anillo inddlico en la
cadena lateral con capacidad de establecer enlaces débiles con estructuras
semejantes, por lo cual se clasifica como un aminoacido hidrofébico (figura 1).
Este aminoacido esencial es necesario para la biosintesis de proteinas
estructurales y funcionales y es el principal precursor de la sintesis de la
serotonina (5-HT), melatonina y de la vitamina niacina. La sintesis de la niacina

a partir del triptofano es regulada hormonalmente (Index Merck, 2005).

El triptofano es el Unico aminoacido que se une a la albumina del plasma y
existe un equilibrio entre la forma unida y libre en la circulacion periférica
(McMenamy, 1965). Casi el 90 % del triptofano total en el plasma se une a la
albumina y forma un complejo que no cruza la barrera hematoencefalica
(Madras y col., 1974). El triptofano libre tiene la propiedad de cruzar la barrera
(Carretti y col.,, 2007). Cuando el aminoacido se encuentra en el fluido
extracelular o fluido cerebroespinal, esta disponible y es capturado por las

células del sistema nervioso (Ruddick y col., 2006).

Un factor que determina la relacion triptofano libre/triptofano unido es la
concentracion de acidos grasos no esterificados en sangre, los cuéles también
tienen la capacidad de unirse a la albumina y desplazar al triptofano de su sitio
de union (Curzon y col., 1973; Chaouloff y col., 1986). Algunos factores
exégenos también inducen el desplazamiento del triptofano de la albimina,
entre los que se encuentran algunas drogas, como la benzodiazepina (Muller y
Wollert, 1975).
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Figura 1.- Estructura del Triptofano (modificado de Green, 2006).

Existe controversia sobre si la concentracion del triptofano total en plasma o
del triptofano libre es lo que determina la tasa de incorporacién de este
aminoacido en el cerebro (Fernstrom y Fernstrom, 2006). En relacion a esto se
mostré que un factor que es que regula la incorporacion del triptofano al
cerebro, es la disociacion del aminoacido de la albumina. El triptofano es
transportado de la circulacion a través de la barrera hematoencefalica por un
transportador que esta conformado por varios aminoacidos neutros entre los
gue se encuentran la tirosina, fenilalanina, isoleucina, leucina y valina
(Fernstrom, 1983).

Una vez que el triptofano ha cruzado la barrera hematoencefélica, se
encuentra en su forma libre y se incorpora a las células del sistema nervioso
central y entra a diferentes rutas metabdlicas como son: 1) la sintesis de
proteinas en todas las células; 2) sintesis de serotonina en las neuronas
serotoninérgicas o mastocitos; 3) produccion de melatonina en los pinealocitos;
entre otras (figura 2) (Ruddick y col., 2006).
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Figura 2.- Metabolismo del triptofano en el sistema nervioso central
(modificado de Ruddick y col., 2006).

1.2 Serotonina

La serotonina (5-HT), es una monoamina que se sintetiza en las
neuronas serotoninérgicas del sistema nervioso central y en las células
enterocromafines del tracto gastrointestinal de los animales y del ser humano.
También se le encuentra en los hongos, plantas, frutas y en vegetales (Index
Merck, 2005).
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1.3 Historia de la Serotonina

La identificacion, el aislamiento y la caracterizacion de la serotonina se
realizd entre 1940 y 1949. Antes de que se conociera como serotonina esta
substancia ya era objetivo de muchas investigaciones y diferentes grupos
trataban de identificarla. A finales de la década de los 40, Page y col., (1940)
aislaron y caracterizaron una sustancia del suero que producia vasoconstriccion
y la denominaron enteramina (Miura y col.,, 2008). En Italia, Erspamer
(Erspamer y Asero, 1952) identificé esta misma sustancia en los constituyentes
de la mucosa gastrica de mamiferos y las secreciones de las glandulas de los
pulpos (Green, 2006).

Rapport, Green, y Page, en 1948 aislaron y nombraron a esta sustancia
por primera vez con el término serotonina, que hace referencia a que se
identificO por primera vez en el suero (Green, 2006). Esta sustancia
posteriormente se identific6 quimicamente por Rapport, como 5-
hidroxitriptamina (5-HT) (figura 3) (Fink y Goéthert, 2007). La identificacion de la
amina permitio que se iniciara su sintesis en los laboratorios de las compafiias
Upjohn y Abott en Estados Unidos de Norteamérica (Green, 2006). En la
actualidad se ha mostrado que la serotonina se encuentra implicada en la
regulacion de diferentes funciones, se le asocia con algunos desordenes
psicolégicos y se le describen efectos terapéuticos, como en el tratamiento de la

depresion y la ansiedad (Donnersberger y Lesak, 2002).

HO

Figura 3.- Estructura de la Serotonina (modificado de Green, 2006).



INTRODUCCION

1.4 Sistema Serotoninérgico

Dahlstrom y Fuxe, (1948) por medio de técnicas de histofluorescencia
observaron grupos de células que se localizaban en el cerebro medio y que se
denominaron nucleo del rafé (Green, 2006). Este nucleo es un conjunto de
nueve paquetes de neuronas que se localizan alrededor de la formacién
reticular. Los axones de estas neuronas inervan diferentes regiones del
encéfalo, como son el hipotdlamo, la amigdala, el locus ceruleus y la corteza
cerebral (Fink y Gothert, 2007). Asi mismo, se le identifican en la médula
espinal. En el hipotalamo estas terminales serotoninérgicas se les localiza en el
area hipotalamica anterior, en los ndcleos arcuato y paraventricular, asi como

en la eminencia media (figura 4) (Fink y Goéthert, 2007).
1.5 Sintesis de Serotonina

La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido triptofano (Ruddick y
col., 2006). Dos enzimas participan en la transformacion del triptofano a
serotonina: la triptofano hidroxilasa (TPH) y la L-aminoacido aromético
decarboxilasa (DDC) (Nishizawa y col., 1996). La TPH es la enzima limitante en
la sintesis y estimula la transformacion del triptofano en 5-hidroxitriptofano (5-
HTP). La TPH utiliza hierro (Fe2') como cofactor y oxigeno (O,) y
tetrahidrobiopterina (BH4) como cosubstrato para hidroxilar el triptofano (5-
HTP). El 5-hidroxitriptofano se transforma en serotonina por la accién de la
enzima DDC (figura 5) (Fernstrom, 1983; Walther y col., 2003).

La serotonina es liberada a la hendidura sinaptica y se une a su receptor
en la neurona presingptica, en donde desencadena una cascada de
sefalizacion que culmina con la activacion de la neurona postsinaptica (figura 6)
(Huang y col., 2005).
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Figura 4.- Esquema de un corte sagital del cerebro de rata en el que se muestra la ubicacién de los grupos de
neuronas serotoninérgicas (desde B1 a B9) que conforman al nucleo del rafé; asi como la proyeccion de sus
fibras a diferentes regiones del cerebro (modificado de Frazer y Hensler, 1999)
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Inicialmente se pensaba que el triptofano era hidroxilado por la tirosina
hidroxilasa, pero en 1964 Grahame-Smith aislé y caracterizO a la enzima
triptofano hidroxilasa de tumores carcinoides y en el tejido cerebral.
Posteriormente Kon y Weissman en 1966, mostraron que cuando se administra
la p-clorofenilalanina (PCPA), un inhibidor especifico de la TPH, disminuye en el
cerebro en un 80 % la concentracidbn de serotonina, debido a que esta
anfetamina inhibe a la TPH, y la hidroxilacion del triptofano es el paso limitante
en la sintesis de la amina (Green, 2006). En la glandula pineal, la serotonina es
un intermediario en la produccion de melatonina y en esta glandula se

encuentran altas concentraciones de TPH (Walther y Bader, 2003).

La TPH no es saturada por su substrato y si el consumo de triptofano es
alto se incrementa la sintesis de serotonina en el cerebro (Young y Teff, 1989).
Esto llevo a algunos investigadores a preguntarse si: ¢Existe algiin mecanismo
gue controle la concentracidon de triptofano cerebral?. Diferentes aminoacidos
compiten con el triptofano por su transporte al sistema nervioso central,
ademas, de los aminoacidos esenciales, el triptofano es menos abundante en el
organismo. Con base en esta informacion se decidi6 analizar en la rata los
efectos de proporcionar una dieta rica en tirosina y baja en triptofano y
observaron que la restriccion de triptofano en la alimentacion se acompafa de

la disminucién en la concentracion de serotonina en el cerebro (Green, 2006).

Se han identificado dos isoformas de TPH: TPH1, que se encuentra en
diferentes tejidos periféricos como el ovario, y la TPH2, que es una isoforma
especifica del cerebro (Nakamura y Col., 2006). TPH1 y TPH2 son dos
holoenzimas tetraméricas que presentan un 71% de homologia en la secuencia
de aminoacidos en humanos, rata y raton (Walther y Bader 2003). También
presentan diferencias moleculares que posiblemente se asocian a las
variaciones en sus propiedades bioquimicas y funcionales (Walther y Bader
2003).
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Figura 5.- Sintesis de la serotonina (modificada de Green, 2006).
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Cuando se analizaron algunas regiones del cerebro y tejidos periféricos
se detectaron dos picos de actividad con punto isoeléctrico diferente (Koe,
1971; Nakata y Fujisawa, 1982). Cuando se sintetizaron los anticuerpos contra
la TPH en una linea celular de raton (P815), se identifico la enzima en el
intestino, pero no en el cerebro (Hasegawa y col., 1987). Ademas, existe
polimorfismo genético en ambos tipos, lo que llevo a los autores a mostrar la

existencia de isoformas de la TPH.

Con base en lo antes mencionado se sugiere la existencia de dos
sistemas serotoninérgicos, el del encéfalo y el que se encuentra en los tejidos
periféricos, los cuales son regulados diferencial e independientemente (Walther
y Bader 2003). La TPH también se encuentra en neuronas entéricas, en
embriones preimplantados, mastocitos y en células enterocromafines del tracto
gastrointestinal. Este ultimo tipo celular es la fuente de serotonina de la sangre
(Walther, y Bader, 2003).

1.5.1 Metabolismo de la Serotonina

La serotonina liberada y que no se une a su receptor es recapturada por
la terminal serotoninérgica, y por accion de la enzima monoamino oxidasa se
transforma en el metabolito inactivo, el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA)
(Tanis y col., 2007). Grahame-Smith (1971), mostr6 que la funcion de la
neurona serotoninérgicas es regulada en parte por el metabolismo intracelular
de la serotonina. Blaschko (1970), identifico dos isoformas de la enzima MAO
(MAOA y MAOB). La tipo A participa en el metabolismo de la serotonina y la B
es esencial para el metabolismo de las catecolaminas (figura 6) (Green, 2006).
Se han identificado siete subtipos de receptores a serotonina, 5-HT1, 5-HT2, 5-
HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 y 5-HT7) (Jahn y Deis, 1988; Barnes y Sharp, 1999),
gue se localizan en la membrana celular de las células nerviosas y de otros

tipos celulares (Boldrinia y col., 2008; Turner y col., 2007) (Apendice A).
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Sinapsis

Neurona
Recaptura presinaptica

de 5-HT

Receptores a 5-HT
postsinapticos

Figura 6.- Sinapsis serotoninérgica, serotonina (5-HT); &cido 5-
hidroxiindolacético  (5-HIAA); enzima monoamina oxidasa (MAO),
(modificada de Baumgarten y Géthert, 2000).

1.5.2 Funciones de la Serotonina

En el sistema nervioso central a la serotonina se le ha asociado en la
regulacion de la temperatura corporal, el estado de &nimo, suefio, apetito,
comportamiento sexual, la regulacién de la secrecibn de hormonas por la
hipofisis y del funcionamiento de glandulas endocrinas como el ovario y el
testiculo (Aragon y col.,, 2005; Homberg y col.,, 2007; Moran y col., 2001,
Monroy y col., 2003; Tanis y col., 2007). También se le asocia con trastornos de
la alimentacion, depresion y ansiedad. Actla en tejidos periféricos, en donde
regula el tono vascular, la movilidad intestinal y la respuesta inmune (Jackson y
col., 1985; Walther y col., 2003).
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1.6 Ovario

El aparato reproductor de la hembra esta constituido por dos ovarios, dos
oviductos, el utero, la vagina y los genitales externos. De estos, componentes el
ovario se considera el organo primario del sistema reproductor de la hembra,
debido a que mediante sus secreciones hormonales mantiene la estructura y
funcionamiento del resto de los organos del sistema reproductor (Will y col.,
2004).

El ovario es un 6rgano par, de color rojo grisaceo, unido a ambos lados del
Gtero por el ligamento ancho del Utero. Las funciones de este 6rgano son la
produccion de Ovulos y secrecibn de hormonas esteroides sexuales,
estrogenos, progesterona y testosterona; hormonas proteicas, inhibina y
activina, asi como factores de crecimiento (Abbott y col., 2008; Gore-Langton y
Armstrong, 1994; Guraya, 2000). Esta rodeado por una capa de peritoneo que
se denomina bursa ovarica, la cual estd compuesta por tres capas, la interna un
epitelio discontinuo que limita con el ovario, la intermedia formada por tejido
conectivo y la externa conformada de un epitelio continuo que limita con la
cavidad peritoneal. La bursa impide que los ovocitos salgan a la cavidad

abdominal (Vanderhydeny col., 1986).

En el ovario se describen dos regiones:1) la médula o porcion central del
ovario, la que contiene tejido conectivo laxo, vasos sanguineos, vasos linfaticos
y nervios noradrenérgicos y peptidérgicos que penetran y salen por el hilio del
ovario, 2) la corteza o region periférica que rodea a la médula y contiene los
foliculos ovaricos incluidos en tejido conectivo. En la corteza se encuentra el
estroma, que rodea los foliculos y fibras aisladas de musculo liso y estriado, asi
como el parenquima. El limite entre la médula y la corteza no esté bien definido
(Boya, 1999; Geneser, 2000; Guraya, 2000) (figura 7). El foliculo es la unidad
anatomica y funcional del ovario, debido a que a partir de esta estructura
derivan otros dos componentes que son el cuerpo liteo y la glandula intersticial
(Figura 7) (Dominguez, 1991).
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En el ovario se identifican foliculos en diferentes etapas de desarrollo. El
foliculo primordial, que se forma durante la etapa fetal, consiste de un ovocito
en el que se ha suspendido la primera division meidtica en la etapa de diploteno
de la profase, y es rodeado de 6 6 7 células somaticas aplanadas. Este tipo de
foliculos forman grupos, que se localizan en la corteza del ovario (Dominguez,
1991) y no proliferan después del nacimiento y son la fuente de gametos de la
hembra durante su vida reproductiva (Hirshfield, 1991).

Del grupo de foliculos primordiales, algunos inician su desarrollo y se
transforman en el foliculo primario que se caracteriza porque las células que
rodean al ovocito adquieren forma cubica y se diferencian a células de la
granulosa (Dominguez, 1991). Estas células se multiplican por mitosis y
constituyen varias capas de células de la granulosa alrededor del ovocito y se
forma el foliculo en crecimiento. En este tipo de foliculo las células de la
granulosa proliferan y dan lugar a varias capas de células que rodean al
ovocito. Conforme los foliculos aumentan de tamafio aparecen cavidades que
se llenan de liquido; este tipo de foliculo recibe el nombre de foliculo secundario
o antral (Berkholtz y col., 2006). Las cavidades se fusionan y se forma el antro
folicular, que contiene agua, estrogenos, noradrenalina y hormona liberadora de
las gonadotropinas (GnRH), entre otros componentes (Hirshfield, 1991).
Rodeando a las células de la granulosa se encuentra la membrana basal y
alrededor de esta se ubica la teca interna y externa que se diferencia a partir del
tejido conjuntivo circundante (Berkholtz y col., 2006). Las células de granulosa
expresan receptores a la hormona estimulante del foliculo (FSH), la cual es

fundamental para continuar con el desarrollo del foliculo (Sauvat, 2008).

El foliculo maduro o foliculo de Graaf, se caracteriza porque en uno de los
lados de la cavidad antral se sitia el ovocito rodeado por células de la
granulosa, la corona radiata (Berkholtz y col., 2006). El ovocito de este foliculo,
se encuentra suspendido en la metafase Il de la meiosis y solamente finalizara

el proceso meiético si es fecundado (Espinosa y Sanchez, 2005).
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Figura 7.- Esquema de un ovario en el que se muestran las regiones de este 6rgano, asi como los foliculos en las
diferentes etapas de desarrollo (modificado de Tulsiani, 2002).
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La hormona luteinizante (LH), actta en el foliculo de Graaf y estimula la
produccion de enzimas proteoliticas, que disgregan la pared del foliculo en la
region distal al ovocito, lo que propicia que entre agua y plasma al antro
folicular. Posteriormente el ovocito es expulsado del foliculo y es transportado al
oviducto (Berkholtz y col., 2006; Lucidi y col., 2003). Después de la liberacion
del ovocito (ovulacion), los restos de células de la granulosa y de las tecas
forma el cuerpo IUteo. En la etapa inicial de formacion del cuerpo lateo se
distinguen dos tipos celulares, unas externas y pequefias y las del interior, que
constituyen la mayor parte del cuerpo Idteo. Esta estructura produce

progesterona (Battista y col., 1987).

El desarrollo del foliculo es regulado por la FSH, LH, los estrogenos y
factores intraovaricos. La FSH estimula la proliferacion y diferenciacion de las

células de la granulosa y promueve su desarrollo a foliculos preovulatorios.

Durante el desarrollo y la diferenciacion de los foliculos, se secretan los
estrégenos que actian en forma sinérgica con las gonadotropinas promoviendo
el crecimiento ovarico y la formacion de los receptores a la LH y FSH
(Dominguez, 1991). Ademas también regulan la secrecion de las
gonadotropinas por un mecanismo de retroalimentacién negativo y positivo al
actuar en el hipotalamo o la hipofisis (Kotsuji y col., 1990; Chabrolle y col.,
2008).

Conforme el foliculo crece adquiere mayor capacidad para sintetizar
hormonas esteroides, progesterona, testosterona y estradiol. La
esteroidogénesis folicular depende de ambas gonadotropinas entre otros
factores (Jamnongjit y Hammes, 2005). La LH incrementa la transformacion del
colesterol a testosterona en las células de la teca (Chern y col., 2000). Esta
difunde a través de la lamina basal y es convertido en estradiol por las células
de la granulosa por la accion del complejo enzimatico de la aromatasa, que es
activado por la FSH (Yada y col., 1999).
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Las funciones de la gonada son reguladas entre otros factores por las
gonadotropinas [LH y FSH], cuya secrecion es modulada por el hipotalamo via
la GnRH y por las hormonas secretadas por el propio ovario y por los
neurotransmisores (serotonina, catecolaminas y neuropéptidos) que participan
en la modulacién de la secrecion de la GnRH y las gonadotropinas (Brown,
1994).

1.7 Esteroidogénesis

La sintesis de hormonas esteroides en el ovario se lleva a cabo a partir
del colesterol. Tanto el colesterol como sus derivados esteroides, tienen un
esqueleto basico compuesto por 4 anillos internos y 27 carbonos. El colesterol
se transporta en la sangre unido a moléculas grandes llamadas lipoproteinas.
En circulacion existen cinco clases de lipoproteinas: quilomicrones (QM), de
muy baja densidad (VLDL), de densidad intermedia (IDL), de baja densidad
(LDL) y de alta densidad (HDL), la que preferentemente transporta el colesterol

a las células, es la LDL (Espinosa y Sanchez, 2005).

El colesterol también se sintetiza a partir del acetil coenzima A y se
almacena en las células de la teca en forma de ésteres de colesterol. La LH al
unirse a sus receptores de membrana en las células de la teca, estimula la
formacion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), segundo mensajero, que
activa una cascada de sefalizacion intracelular y a las enzima esterasa, que
actla en los ésteres de colesterol y permite que el colesterol sea transportado a
la mitocondria (Yazawa y col., 2002). El colesterol se transporta a las
mitocondrias por el citoesqueleto celular y por dos proteinas transportadoras, la
SCP-2 y la FABP (proteina de union de los &cidos grasos) (Sanne y Krueger,
1995). En este organelo celular se convierte en pregnenolona y acido caproico
mediante la hidroxilacion en los carbonos 20 y 22 y el desdoblamiento de la
cadena lateral por la 20,22 desmolasa. Esta es una etapa limitante de la

esteroidogénesis y es estimulada por la LH (Thiboutot y col., 2003).
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A partir de la pregnenolona, la sintesis de esteroides puede seguir dos
vias: 1) la via delta 4 (A4) o de las cetonas (que se lleva a cabo principalmente
en el ovario) y la via delta 5 (A5) (principalemente en la suprarrenal) (Sanne y
Krueger, 1995). En la A4, la pregnenolona se convierte en progesterona
mediante dos fases enzimaticas reguladas por la 33-ol-deshidrogenasa y A4-5-
isomerasa y se forma la progesterona. Posteriormente la hidroxilacion de la
progesterona en el carbono 17 da lugar a la 17-hidroxiprogesterona. La accion
de la desmolasa convierte la 17- hidroxiprogesterona en androstendiona (19C 6
andrégeno). La accion de la 173-ol-deshidrogenasa sobre la androstendiona da

lugar a la testosterona (Haseltine y Findlay, 1991).

En la via A5, la pregnenolona por hidroxilacion en el carbono 17 se
convierte en 17-hidroxipregnenolona. Mediante una desmolasa, se convierte en
dehidroepiandrosterona (DHA). La 3[3-ol-deshidrogenasa y la A 4-5 isomerasa
actian sobre la DHA y forman androstendiona a partir de la cual se forma la
testosterona.

Los andrégenos se difunden a las células de la granulosa en donde son
aromatizados a estrégenos. La aromatizacién del anillo A de la androstendiona
da lugar a la estrona y la aromatizacién de la testosterona da lugar al 17f3-
estradiol (figura 8) (Sanne y Krueger, 1995). Este proceso es estimulado por la
FSH, mediante la formacion del AMPc, que actia como segundo mensajero en
la célula de la granulosa y desencadena la secuencia de eventos que culminan
con la activacion de la enzima aromatasa que convierte los androgenos a
estrégenos. Estas hormonas esteroides actian en el propio foliculo y también
difunden a la circulacion general para actuar en 6rganos blanco situados a
distancia (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Erickson y Shimasaki, 2001).
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El ovario produce fundamentalmente estradiol y en menor proporcion
estrona; menos activa. También en la grasa se produce estrona por accion de la
aromatasa. Los estrogenos circulantes proceden no sélo del ovario, sino
también de la conversion periférica. A la llegada al higado, el estradiol se
transforma en estrona y a su vez en 16a-hidroxiestrona y por ultimo una 173-
hidroxilacion da lugar al estriol. También se metaboliza a 2-hidroxi-estrona y 2-
metoxiestrona (llamados catecolestrogenos por su semejanza estructural con

las catecolaminas) (Espinosa y Sanchez, 2005).

La secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas es regulada por
diferentes sistemas de neurotransmision entre los que se encuentra la
serotonina. Por técnicas de inmunohistoquimica se ha mostrado que las fibras
serotoninérgicas hacen sinapsis en la eminencia media con las terminales de
las neuronas que liberan la GnRH (Jennes y col., 1982), lo que ha permitido
sugerir que este neurotransmisor participa en la regulacion del eje hipotalamo-
hipofisis y como consecuencia en las funciones del ovario como la
esteroidogénesis. Sin embargo, también es posible que esta amina module la

esteroidogénesis en el ovario, posiblemente al actuar directamente en el ovario.
1.8 Serotonina y Funciones del Ovario

La serotonina participa en la modulacion de eventos reproductivos, al
actuar directamente en los érganos del aparato reproductor (Amenta y col.,
1992; Sirotkin y Schaeffer, 1997). Cuando se cuantificd la concentracion de
serotonina por cromatografia de liquidos en los diferentes componentes del
aparato reproductor de la rata, se observd una alta concentracion de la amina
en el oviducto, seguido en orden descendente por el cervix, el ovario y el Gtero.
Por estudios de inmunohistoquimica se identific6 a la serotonina en el
citoplasma de los mastocitos; células que se encuentran en el tejido conectivo
gue rodea al oviducto, en el Utero y el ovario (Amenta y col., 1992; Vesela y
col., 2003).
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La serotonina que se localiza en el ovario se origina de los mastocitos y de
las plaquetas (Sirotkin y Schaeffer, 1997; Vesela y col., 2003). Seguin Amireault
y Dubé (2005 a y b) la amina también se sintetiza y metaboliza directamente en
el ovario. Esta idea se apoya en el hecho de que se identifico la TPH, enzima
limitante en la sintesis de serotonina en las células de la granulosa que rodean
al ovocito del raton. En el ovario de la rata se encuentra la monoamino oxidasa
A y B, enzimas que participan en el catabolismo de la serotonina y de las
catecolaminas respectivamente. La MAOA se encuentra en mayor proporcion
en el cuerpo liteo y la B en los vasos sanguineos que irrigan al érgano
(Yoshimoto y col., 1986).

Inicialmente se propuso que la fuente de serotonina de los organos del
aparato reproductor eran las fibras nerviosas que los inervan. En la rata adulta,
por inmunohistoquimica se demostré inmunoreactividad a la amina en la region
perivascular del cervix, los cuernos uterinos y en el oviducto (Amenta y col.,
1992). Sin embargo, no se han identificado fibras serotoninérgicas en los
ovarios (Sirotkin y Schaeffer, 1997). Por estudios farmacolégicos y de
inmunohistoquimica también se han identificado los receptores a serotonina en
los ovarios del criceto, células de la granulosa de humanos, en el cumulus
oophorus y en el ovocito de ratén (Dube y col., 2007; Sirotkin y Schaeffer,
1997).

Existen evidencias de que la rata adulta y prepuber, la serotonina
posiblemente participa en la regulacion de las funciones del ovario, tanto en el
proceso de esteroidogénesis, el crecimiento y la diferenciacion del foliculo y en
el proceso de ovulacién (Tanaka y col., 1993; Gallegos, 2007; Schmidt y col.,
1987). Entre las estrategias experimentales que se han empleado para analizar
la participacion de esta amina en la esteroidogénesis se encuentran estudios in
vivo e in vitro, en los que se han empleado agonistas o antagonistas de los
receptores a serotonina del tipo 5-HT1 y 5-HT2 (Tanaka y col., 1993; Schmidt y
col., 1987).
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Cuando a ratas adulta se les administrd ketanserina (antagonista selectivo de
los receptores 5-HT2), se observd que la concentracion sérica de estradiol
disminuy6 inmediatamente después de la administracion del farmaco. Asi mismo,
cuando los foliculos preovulatorios de rata se mantienen en cultivo y se adiciona
ketanserina al medio, se inhibe la produccion de progesterona, testosterona y
estradiol. Un efecto opuesto se observa cuando se mantienen in vitro foliculos de
criceto en proestro y se adiciona serotonina al medio lo que estimula la produccion
de estradiol (Terranova y col., 1990). Estas evidencias son interpretados como una

prueba de que la serotonina regula la esteroidogénesis de forma estimulante.

Cuando se mantiene in vitro el cuerpo Iiteo de vaca, la administracion de
serotonina estimula la produccion de progesterona (Battista y Condon 1986). Sin
embargo, cuando este mismo tratamiento se aplica a células de la granulosa de
cerda in vitro se observo un efecto dual; con dosis bajas de la amina no se modifico
la secrecion de progesterona, mientras que con dosis mayores se estimulo la
produccién del esteroide (Sirotkin, 1995; Bodis y col., 1993).

En la rata hembra prepuber, de 30 dias de edad, la administracion de sulfato
de serotonina por via sistémica o directamente en la bursa del ovario disminuye la
secrecion de progesterona y estradiol a las 24 6 48 horas postratamiento (Gallegos,
2007; Romero, 2009), por lo que se sugiere que la serotonina participa de forma
inhibitoria en la modulacion de la esteroidogénesis.

Las evidencias que existen sobre la participacion de la serotonina en la
modulacion de la esteroidogénsis son contradictorias. Es posible que estas
diferencias sean el resultado de que la amina participa de manera diferencial en este
proceso en el animal adulto y en el prepuber.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los antecedentes antes mencionados permiten plantear que la
serotonina participa en la modulacion de la esteroidogénesis por el ovario,
debido a que regula la secrecion de la GnRH por el hipotalamo y de la FSH y
LH por la hipdfisis. Estas gonadotropinas al actuar en el ovario estimulan la
secrecion de progesterona, testosterona y estradiol. Otra posibilidad es que la
amina actué directamente en el ovario modulando la secrecion de esteroides.
En relacién a esto, se ha mostrado que en el ovario existe una isoforma de la
enzima triptofano hidroxilasa, limitante en la sintesis de serotonina, lo lleva a

pensar que esta amina se sintetiza también en el ovario

Por ello, en el presente estudio se analizaron los efectos de la
administracion de 5-hidroxitriptofano por via sistémica o en la bursa del ovario a
ratas hembras de 30 dias de edad sobre la concentracion de serotonina y sus
metabolito en el hipotalamo, hipdfisis y ovario, asi como en la concentracion de
gonadotropinas (FSH y LH) y esteroides sexuales (progesterona, testosterona y

estradiol) en el suero.
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3. HIPOTESIS

La serotonina participa de manera estimulante en la modulacion de la
secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas, esenciales en la regulacion de
la esteroidogénesis por el ovario, por ello la administracion del precursor, 5-
hidroxitriptofano se traducird en el incremento en la sintesis de 5-HT en el
hipotalamo, hipdfisis y en el ovario, lo que se acompafara del incremento en la
concentracion de gonadotropinas (LH y FSH) y de hormonas esteroides

sexuales (progesterona, testosterona y estradiol).
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la estimulacion de la sintesis de serotonina en el
eje hipotalamo-hipéfisis-ovario sobre la secrecion de progesterona, testosterona

y estradiol usando a la rata hembra prepuber como modelo de estudio.
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar los efectos de la administracion del 5-hidroxitriptofano por via
sistémica en la concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en el hipotadlamo,
la hipdfisis y el ovario.

2. Analizar los efectos de la administracion del 5-hidroxitriptofano por via

sistémica en la concentracion de gonadotropinas en el suero.

3. Analizar los efectos de la administracion del 5-hidroxitriptofano por via
sistémica en la concentracion de progesterona, testosterona y
estradiol en el suero.

4. Analizar los efectos de la administracion del 5-hidroxitriptofano en la
bursa del ovario en la concentracion de serotonina y de su respectivo

metabolito (5-HIAA) en este 6rgano.

5. Analizar los efectos de la administracion del 5- hidroxitriptofano en la
bursa ovérica en la concentracion de progesterona, testosterona y

estradiol en el suero.
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5. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra de 30 dias de edad, de la cepa CII-ZV
(bioterio FES Zaragoza), mantenidas en condiciones controladas de iluminacién
(5:00 a 19:00 luz y 19:00 a 5:00 oscuridad), con libre acceso a la madre hasta el
momento del destete (21-23 dias) y posteriormente al agua y alimento ad

libitum.

5.1 Andlisis de los Efectos de la Administracion del 5-hidroxitriptofano por

Via Sistémica.

Entre las 10:00 y 11:00 horas a ratas hembra de 30 dias de edad se les
administré por via intraperitoneal (i.p.), 100 mg/kg de peso corporal de 5-
hidroxitriptofano (Sigma Chemical St. Louis MO, EV.) disuelto en solucion salina
al 0.9%. Otro grupo de animales se les administrd solucion salina (0.9%) por via
intraperitoneal (i.p.) y como grupo de comparacion se utilizaron animales sin
tratamiento. Los animales de los diferentes grupos experimentales se
sacrificaron a los 30, 60, 90 6 120 minutos después de la administracion del
farmaco. Los tiempos de sacrificio de los animales se eligieron con base en lo
reportado por Moguilevsky y colaboradores (1985), quienes mostraron que
cuando se administra el 5- hidroxitriptofano por via intraperitoneal el incremento
en la sintesis de serotonina en el hipotalamo se observa a partir del dia 30 y su
mayor efecto se encuentra a los 60 minutos, para posteriormente disminuir a los
90 y 120 minutos.

5.2 Analisis de los efectos de la Administracion de 5-Hidroxitriptofano en

la Bursa del Ovario

Entre las 10:00 y 11:00 horas a ratas hembra de 30 dias de edad se les
administré directamente en la bursa del ovario el 5-hidroxitriptofano en una
dosis de 0.0015 mg/40 pl/ovario. Como grupo de comparacion se utilizaron

animales a los que se les inyectd exclusivamente solucion salina en un volumen
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de 40 pl/ovario. Grupos de animales se sacrificaron a los 60 6 120 minutos

después del tratamiento.
5.2.1 Procedimiento de Inyeccion en Bursa del Ovario

Los animales se anestesiaron con éter, se colocaron en la tabla de
operacion, se realizé una incision en piel y musculo en la parte ventral, se
exteriorizaron los ovarios para la inyeccion del farmaco o de la solucién salina.
Después de realizar la inyeccion en la bursa de los ovarios, la jeringa se
mantuvo por 1 min en esa posicidn para permitir que difundiera el farmaco,
posteriormente se retird la jeringa, se regresaron los ovarios a la cavidad

abdominal y se suturé piel y musculo (figura 9) (Dominguez y col., 1998).

Bursa
—— Ovario

Figura 9.- Esquema en el que se muestra la localizacion de los ovarios y la
forma de la administracion del farmaco o soluciéon salina en la bursa del
ovario.
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5.3 Procedimiento de Autopsia

Los animales se sacrificaron por decapitacion, se colecto la sangre del
tronco, se dejoé reposar 20 minutos y se centrifugd a 3500 rpm durante 15
minutos. Se colectd el suero y se almacend a —-20° C hasta la posterior
cuantificacion de hormonas esteroides (progesterona, testosterona y 17[3-

estradiol) y de gonadotropinas (FSH y LH).
5.3.1 Cuantificacion de Hormonas

La cuantificacion de las hormonas esteroides en el suero se realizé por la
técnica de radioinmunoanalisis, para lo cual se utilizé un kit comercial (Coat-A-
Count): La concentracion de progesterona y testosterona se expreso en ng/ml
de suero y la de estradiol en pg/ml de suero.

La cuantificacion de LH y FSH se realiz0 por la técnica de
radioinmunoanalisis de doble anticuerpo. El National Hormone and Pituitary
Program (Baltimore, M. D, EV) dondé los anticuerpos para la cuantificacion y
fueron: NIAMDD-Rat-LHRP3 y NIAMDD-Rat-FSH. La concentracion de ambas

gonadotropinas se expresé en ng/ml de suero.
5.4 Cuantificacién de Neurotransmisores

En el momento de la autopsia se extrajo el cerebro y se colocé en
solucion fisiologica fria (0°C) para eliminar la sangre. Se realizo6 la diseccion del
hipotalamo anterior y medio siguiendo las coordenadas propuestas en el atlas
de cerebro de Paxinos y Watson (1982). Se diseco la hipdfisis y ambos ovarios.
Las muestras se almacenaron a -70° C hasta la posterior cuantificacion de
serotonina y 5-HIAA, por la técnica de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) siguiendo la metodologia usada por Ayala y col. (1998)
(Apéndice A). La concentracion de los neurotransmisores y sus metabolitos se

expresé en ng/mg de tejido.

26



MATERIAL ¥ METODOS

Con las concentraciones de los neurotransmisores y de sus metabolitos
en el hipotdlamo de los diferentes grupos experimentales, se realizé el calculo
de la relacion metabolito/neurotransmisor, indicador de la actividad de un

sistema de neurotransmision (Kerdelhué vy col., 1989).

5.5 Analisis Estadistico

Los resultados de la concentracion de 5-HT y 5-HIAA, asi como la
concentracion de FSH, LH, progesterona, testosterona y estradiol en el suero
se analizaron por una ANOVA seguida de Tukey. Cuando se compararon los
resultados de dos grupos se realizo el andlisis por la prueba “t” de Student. Se
consideraron como significativas las diferencias entre los grupos cuando la

probabilidad fue igual o menor al 0.05.
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6. RESULTADOS
6.1 Efecto de la Administracion del 5-Hidroxitriptofano por Via Sistémica

6.1.1 Concentracion de 5-HT y 5-HIAA en Hipotalamo e Hipofisis

En comparaciéon con el grupo testigo absoluto, en los animales que se
inyectaron con solucion salina (Vh) por via sistémica no se presentaron cambios
en ninguno de los parametros evaluados. Por ello se conjuntaron los dos grupos
y se form6 un grupo testigo para analizar los efectos producidos por la
administracion de 5-hidroxitriptofano.

En comparacion con el grupo testigo, en los animales que se inyectaron
con 5-hidroxitriptofano la concentracion de 5-HT fue mayor en el hipotalamo
anterior de los animales sacrificados a los 60 6 90 minutos, mientras que a los
30 y 120 minutos no se observaron cambios significativos. La concentracion del
5-HIAA fue mayor independientemente del tiempo trascurrido entre la inyeccion
y el sacrificio (Figura 10). La relacion 5-HIAA/5-HT fue mayor que en el testigo

en los animales sacrificados a los 30 y 90 minutos postratamiento (figura 10).

En el hipotdlamo medio de los animales inyectados con 5-HTP la
concentracion de 5-HT fue mayor a los 60 y 90 minutos y el 5-HIAA a los 30, 60
y 120 minutos postratamiento en comparacion con la del grupo testigo. La
relacion 5-HIAA/5-HT fue mayor en los animales sacrificados a los 30 minutos
(figura 11).

La concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en la hipofisis de todos los

animales que se inyectaron con el 5-hidroxitriptofano fue mayor en comparacién

a los animales testigo (figura 12).
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6.1.2 Concentracion de Gonadotropinas

En los animales tratados con el 5-hidroxitriptofano, la concentracion de
LH fue menor que en el grupo testigo (figura 13). La concentracion de FSH en el
suero de los animales fue mayor en los animales sacrificados a los 120 minutos
(figura 13).

6.1.3 Concentracion de 5-HT y del 5-HIAA en el Ovario

La concentracion de 5-HT y 5-HIAA en el ovario de los animales
inyectados con 5-hidroxitriptofano fue mayor en todos los periodos estudiados,

gue en el grupo testigo (figura 14).

6.1.4 Concentracion de Hormonas Esteroides

En relacion con el grupo testigo, en los animales que inyectados con 5-
hidroxitriptofano, la concentracién de progesterona en suero fue mayor a los 30
minutos postratamiento y la de testosterona a los 30 y 60 minutos, mientras que
en los sacrificados a los 90 6 120 minutos se observé un comportamiento
inverso. La concentracion de estradiol fue mayor a los 30 y 90 minutos y menor

a los 120 minutos (figura 15).
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O Testigo
B 5-HTP

5-HT

ng/mg de tejido

ng/mg de tejido

[5-HIAA/5-HT]

30 -
25 1
20 A
15 1
10 - a
5 4

0 ﬁ-z-_,_lz__,

30 60 el 120 min

a, p<0.05 vs. grupo TA+Vh (prueba de t-Student).

Figura 10.- Concentracion (mediate.e.m.) de serotonina (5-HT), del &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion [5-HIAA/5-HT] en el
hipotalamo anterior de ratas testigo o tratadas con 100 mg/kg de p.c. de 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) y sacrificadas a diferentes tiempos.
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O Testigo
m5-HTP

5-HT

ng/mg de tejido
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5-HIAA

ng/mg de tejido

a
a
] E.__E-_
O 1 T T
60 20 120 min

30

[5-HIAA/5-HT]
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30 4
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20 1
15 4
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5 4
0

30 60 90 120 min

a, p<0.05 vs. grupo TA+Vh (prueba de t-Student).

Figura 11.- Concentracion (mediate.e.m.) de serotonina (5-HT), del &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la relacion [5-HIAA/5-HT] en el
hipotalamo medio de ratas testigo o tratadas con 100 mg/kg de p.c. de 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) y sacrificadas a diferentes tiempos.
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a, p<0.05 vs. grupo TA+Vh (prueba de t-Student).

Figura 12.- Concentracion (media £ e.e.m.) de serotonina (5-HT) y del &cido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en la hipdfisis de ratas testigo o tratadas
con 100 mg/kg de p.c. de 5-hidroxitriptofano (5-HTP) y sacrificadas a
diferentes tiempos.
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O Testigo
m5-HTP

LH

0.25 -

0.2 1

0.15 -

0.1 1

ng/ml de suero

0.05 -

30 60 90 120 min

FSH

ng/ml de suero

30 60 9 120 min

a, p<0.05 vs. grupo TA+Vh (prueba de t-Student).

Figura 13.- Concentracion (media = e.e.m.) de la hormona luteinizante (LH)
y de la hormona foliculo estimulante (FSH) en el suero de ratas testigo o

tratadas con 100 mg/kg de p.c. de 5-hidroxitriptofano (5-HTP) vy
sacrificadas a diferentes tiempos.
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a, p<0.05 vs. grupo TA+Vh (prueba de t-Student).

Figura 14.- Concentracion (media + e.e.m.) de serotonina (5-HT) y del &cido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en el ovario de ratas testigo o tratadas con
100 mg/kg de p.c. de 5-hidroxitriptofano (5-HTP) y sacrificadas a diferentes
tiempos.
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a, p<0.05 vs. grupo TA+Vh (prueba de t-Student).

Figura 15.- Concentracion (media + e.e.m.) de progesterona , testosterona
y estradiol en el suero de ratas testigo o tratadas con 100 mg/kg de p.c. de
5-hidroxitriptofano (5-HTP) y sacrificadas a diferentes tiempos.
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Cuadro 1. Resumen de resultados observados en los animales tratados
con 5-hidroxitriptofano por via sistémica.

30 min | 60 min 90 min | 120 min
Hipotalamo 5-HT - ) 1 -
Anterior y Medio 5-HIAA 1 t t 1
Hipdfisis S5-HT 1 ) t 1
S-HIAA 1 1 1 1
Gonadotropinas LH ! ! ! |
FSH ! - - 1
Ovario 5-HT 1 1 1 1
S-HIAA 1 1 1 1
Hormonas P4 1 - l -
Esteroides T 1 1 - |
E> 1 - 1 !
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6.2 Efecto de la Administracion de 5-Hidroxitriptofano en Bursa del Ovario.

6.2.1 Concentracion de Gonadotropinas.

En comparacién con el grupo intacto, en los animales que se les inyecto
solucion salina (Vh), la concentracion de LH en los dos grupos estudiados fue
menor (figura 16), mientras que la de FSH fue mayor en los animales
sacrificados a los 60 minutos postratamiento. En los animales que se les
administré el 5-hidroxitriptofano, la concentracion de LH fue menor al grupo
intacto en los dos periodos estudiados. La concentracion de FSH fue mayor a
los 60 minutos postratamiento (figura 16).

6.2.2 Concentracion de 5-HT y 5-HIAA en el Ovario.

En los animales que se trataron con Vh la concentracion de 5-HT fue
mayor a los 60 minutos y del 5-HIAA en los dos periodos estudiados. En los
animales que se inyect6 el 5-hidroxitriptofano la concentracion de 5-HT y del 5-
HIAA fue mayor a los 60 y 120 minutos en comparacion con la del grupo intacto
y al tratado con Vh (figura 17).
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a, p<0.05 vs. TA (prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. Vh (prueba de Tukey)

Figura 16.- Concentracion (mediate.e.m.) de hormona luteinizante (LH) y
foliculo estimulante (FSH) en el suero de ratas intactas, tratadas con
solucién salina (Vh) o con 0.0015 mg/40  pul de 5-hidroxitriptofano (5-HTP)
en bursa del ovario y sacrificadas a los 60 6 120 minutos.
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a, p<0.05 vs. TA (prueba de Tukey)
b, p<0.05 vs. Vh (prueba de Tukey)

Figura 17.- Concentracion (mediate.e.m.) de serotonina (5-HT) y del &cido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en el ovario de ratas intactas, tratadas con
solucién salina (Vh) o con 0.0015 mg/40  pul de 5-hidroxitriptofano (5-HTP)
en bursa del ovario y sacrificadas a los 60 6 120 minutos.
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6.2.3 Concentracion de Hormonas Esteroides

En comparacion con el grupo intacto, en los animales que se les inyecto
el Vh o en los tratados con el 5-hidroxitriptofano, la concentracion de
progesterona en suero fue mayor a los 60 minutos, mientras que en los

sacrificados a los 120 minutos fue significativamente menor (figura 18).

En comparacion con el grupo intacto la concentracion de testosterona en
el suero de los animales tratados con Vh no se modifico. A los animales que se
les administré el 5-hidroxitriptofano, sacrificados a los 120 minutos, la
concentracion de testosterona fue menor en comparacion con el grupo de
animales tratado con Vh (figura 18).

En comparacion con el grupo intacto, en el suero de los animales a los
gue se les inyecté el Vh, la concentracion de estradiol fue menor en los dos
periodos estudiados, mientras que en los animales tratados con 5-
hidroxitriptofano la concentracion de esta hormona fue menor a los 120 minutos
(figura 18).
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a, p<0.05 vs. TA (prueba de Tukey)

b, p<0.05 vs. Vh (prueba de Tukey)
Figura 18.- Concentracion (mediate.e.m.) de progesterona, testosterona y
estradiol en el suero de ratas intactas, tratadas con solucion salina (Vh) o
con 0.0015mg/40 pl de 5-hidroxitriptofano (5-HTP) en la bursa del ovario y
sacrificadas a los 60 6 120 minutos.
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Cuadro 2. Resumen de resultados observados en los animales tratados

con 5-hidroxitriptofano en la bursa del ovario.

Vh 5-HTP

60 min | 120 min | 60 min {120 min
Gonadotropinas LH ! ! ! !
FSH 1 - 1 -
Ovario 5-HT 1 - 1 1
S-HIAA ) ) ) )
Hormonas P4 t ! 1 -
Esteroides T - - - -
E> ! ! - !
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos de este estudio permiten sugerir que en la rata
hembra prepuber, la serotonina participa en los mecanismos neuroendocrinos
gue regulan el funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisis-ovario. El hecho de
gue en los animales que se trataron con el precursor de la sintesis de
serotonina, el 5-hidroxitriptofano via sistémica se incrementara la concentracion
de serotonina en el hipotalamo, hipdfisis y ovario y que esto se acompafara del
aumento en la concentracion sérica de progesterona a los 30 minutos y del

estradiol a los 30 y 90 minutos, apoyan esta idea.

En estudios anatbmicos se ha mostrado que la inervacion
serotoninérgica del hipotalamo anterior y medio se originan del nucleo del rafeé.
Este ndcleo estd conformado por neuronas que tienen la capacidad de
incorporar el triptofano o 5-hidroxitriptofano y su biotransformacion a serotonina
(Frazer y Hensler, 1999). La administracion del 5-HTP incrementa la
concentracion de serotonina en algunas regiones del encéfalo (Ruddick y col.,
2006) y en el liquido cefaloraquideo de la rata (Young y Teff, 1989). Cuando se
ingiere el triptofano en la dieta, o se administra via sistémica, es transportado
de la circulacion sistémica al encéfalo debido a que atraviesa la barrera
hematoencefalica y se incorpora a las neuronas serotoninérgicas, entre otros
tipos de células, como los astrositos para la sintesis de kinurenina por ejemplo
(Ruddick y col., 2006; Fernstrom y Wurtman, 1971; Fernstrom,1983). Estas
evidencias coinciden con lo observado en nuestro estudio, debido a que en el
hipotdlamo de los animales tratados con el 5-hidroxitriptofano, la concentracion

de la amina fue mayor, lo que indica una mayor sintesis de la amina.

Si bien, tanto en el hipotdlamo como en la hipofisis y el ovario se observo
el incremento en la sintesis de serotonina por la administracion del 5-HTP. El
tiempo en el que se presentd este evento depende del 6rgano, ya que en la
hipofisis y el ovario se observé a los 30 minutos y en el hipotdlamo hasta los 60

minutos. Es probable que esta diferencia este relacionada con la velocidad de
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incorporacion del triptofano a los 6rganos. En apoyo a esta idea Ruddick y
colaboradores (2006) mostraron que la disponibilidad del aminoacido en el
sistema nervioso central depende de diferentes mecanismos, como la tasa de
transporte del triptofano a través de la barrera hematoencéfalica.
Aproximadamente el 90 % del triptofano se une a la albumina formando un
complejo que no cruza la barrera hematoencefalica (McMenamy, 1965), y por lo
tanto se requiere la disociacion del triptofano de la albumina en la
microcirculacién de la barrera hermatoencefalica para que el aminoacido se
incorpore a diferentes tipos celulares del encéfalo, como las neuronas
serotoninérgicas (Pardridge y Fierer, 1990). Con base en estas evidencias y
nuestros resultados es probable que la incorporacion del precursor de la
serotonina fue en un tiempo mas corto en la hipofisis y en el ovario, mientras

gue en el hipotalamo fue més lenta debido a lo antes mencionado.

Otra posibilidad es que la actividad de las isoforma de la triptofano
hidroxilasa presente en el encéfalo sea diferente a la que se encuentra en
tejidos periféricos, como la hipdfisis y el ovario. Una de las evidencias que
apoyan esta idea, es el hecho de que en el encéfalo se encuentra la isoforma
TPH2 y en tejidos periféricos la TPHa (Walter y Bader, 2003). Ademas, la TPH1
tiene una afinidad mayor por el triptofano que la TPH2 (Nakamura y Hasegawa
2007; Nakamura y col., 2006).

El hecho de que en los animales tratados con el 5-HTP también se
observara una mayor concentracion del 5-HIAA, indica que se incrementé tanto
la sintesis como la actividad de este neurotransmisor. EI aumento en la
concentracion del 5-HIAA en el hipotalamo nos permite pensar que conforme se
sintetiza la serotonina, parte de este neurotransmisor se une a sus receptores
en las neuronas postsinapticas y la que queda libre en la hendidura es
recapturada por la terminal serotoninérgica y aqui bajo la accién de la MAOA es
metabolizada a 5-HIAA. El aumento en la concentracion de este metabolito en
el hipotdlamo de los animales tratados con el precursor, nos indica una mayor

actividad de las neuronas serotoninérgicas, como se observa en los animales
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sacrificados a los 30 minutos. (Kerdelhué y col., 1989) (Shannon y col., 1986)
sugieren que el incremento de la relacion [5-HIAA/5-HT] es un indicador de

mayor actividad del sistema serotoninérgico.

Nuestros resultados muestran que el aumento en la sintesis y
metabolismo de la serotonina inducido por la administracion del 5-HTP es mas
evidente a los 60 minutos postratamiento, lo cual coincide con lo observado por
otros autores en la rata hembra y macho (Moguilevsky y col., 1985; Justo y col.,
1989).

El incremento en la concentracion del 5-HIAA en el hipotalamo de los
animales que recibieron el 5-HTP, indica una mayor actividad del sistema
serotoninérgico, el hecho que esto se acompafiara de la disminucion en la
secrecion de LH en el suero de estos animales, indica que en la rata hembra
prepuber la serotonina inhibe la secrecion de la LH. Este efecto inhibitorio
posiblemente es el resultado de la accion de la amina en las neuronas del

hipotalamo que secretan la GnRH hacia la hipdfisis.

La disminucion en la secrecion de LH observada en los animales tratados
con el 5-HTP, posiblemente también es el resultado de que la serotonina actué
directamente en la hipofisis inhibiendo la secrecion de la gonadotropina. Esta
idea se apoya en el hecho de que en la hipofisis de estos animales la sintesis
de serotonina también se incrementd. Existen evidencias de que en la hipdfisis
existen fibras serotoninérgicas que se originan en el nucleo medial del rafé
(Baumgarten y Grozdanovic, 2000; Montagne y Calas, 1988), lo que explica el
incremento en la concentracion de la serotonina en esta glandula. También se
ha mostrado que los gonadotropos tiene la capacidad de incorporar la
serotonina (Jennes y col., 1985).

Al parecer la serotonina ejerce un efecto inhibitorio en la secrecion de la
LH, mientras que sobre la secrecion de FSH inicialmente seria inhibitoria y
posteriormente estimulante. Este efecto diferencial que ejerce la serotonina en

la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas ha sido mostrado en la
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hembra y el macho (Arias y col., 1990; Moguilevsky y col., 1985; Justo y col,
1989). Las neuronas que se localizan en el area preoptica proyectan sus
axones a la region anterior y media de la eminencia media y liberan LHRH, las
neuronas de la region dorsal anterior del hipotalamo envian sus axones a la
region media y posterior de la eminencia media y liberan FSHRH (McCann y
col., 2002). Con base en nuestros resultados y los de otros autores se apoya la

idea de que existen dos factores liberadores para las gonadotropinas

No existe una correlacion entre la disminucion en la concentracion de LH
y los cambios en la concentracién de progesterona y testosterona en el suero

de los animales tratados con el precursor.

La LH estimula la transformacién del colesterol a pregnenolona en las
células de la teca del foliculo ovéarico y a partir de este esteroide se forma la
progesterona (Gore-Langton y Armstrong, 1994). En nuestro estudio, la
disminucion en la concentracion de LH observada en los animales tratados con
el 5-hidroxitriptofano, no se acompafd de la disminucion en la secrecion de
progesterona, ya que se observo un comportamiento inverso. Estos hechos nos
llevan a pensar que los cambios observados en la secrecion de hormonas
esteroides en estos animales es el resultado de la accidn de la serotonina en el

ovario.

Debido a que la administracion del 5-hidroxitriptofano también incremento
la concentracion de serotonina en el ovario, se apoya la idea de que en el
ovario existen las enzimas que participan en la biotransformacion de este
precursor a serotonina. Asi mismo, que esta amina actia directamente en el
ovario modulando la esteroidogénesis, como lo han sugerido (Tanaka y col.,
1993 y Batista y Condon, 1986).

Segun la informacion disponible la concentracion de serotonina en el
ovario se incrementa en el dia del estro cuando ocurre la ovulacion, (Clausell y
Soliman, 1978). Sin embargo, por estudios de inmunohistoquimica no se ha

identificado la presencia de fibras serotoninérgicas en el ovario (Amenta y col.,
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1992). La fuente de serotonina de este 6rgano son elementos no neuronales
tales como las plaquetas y los mastocitos o en las células de la granulosa que
rodean al ovocito y en el ovocito se encuentran los receptores a serotonina 5-
HT2a, 5-HT2s y5-HT; (Amirelaut y col., 1992). Este conjunto de evidencias
apoyan la accion directa de la serotonina en las funciones del ovario, como la

esteroidogénesis.

Cuando el precursor de la serotonina se inyecta directamente en la bursa
del ovario, también se observa un incremento en la sintesis de la amina y del
metabolito, lo que nos indica que en la gonada se lleva a cabo la sintesis y
metabolismo de la serotonina. Sin embargo, este comportamiento también se
observo en los animales que recibieron Vh en bursa del ovario, pero en menor
proporcion. Hasta el momento no existen evidencias de la presencia de fibras
serotoninérgicas en el ovario. Por lo que no tenemos una explicacién a los

cambios en la sintesis y metabolismo de la amina observados en la génada.

Con base en los cambios observados en la concentracion de serotonina
en el ovario y en la concentracién de progesterona y estradiol, es posible que la
modificacion de alguna de las vias neurales que llegan al ovario, al realizar la
microinyeccion del Vh o del 5-HTP, se reflejo en modificaciones en la
esteroidogénesis. Esta via posiblemente es la que transcurre por el nervio
ovarico superior o el plexo ovarico. El ovario recibe inervaciéon simpatica y
parasimpatica (Dissen y col., 1993; Gerendai y col., 2002; Lawrence y Burden,
1980). En el primer tipo se encuentra el nervio ovarico superior que llega al polo
superior del ovario acompafiando al ligamento suspensorio y penetra a la
gonada por el hilium (Aguado, 2002). El segundo tipo de inervacion la recibe el
ovario del nervio vago (Lawrence y Burden, 1980). Ademas se ha mostrado que
esta inervacion participa en la regulacion de la esteroidogénesis (Kawakami y
col., 1981, Moran y col., 2003).
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8. CONCLUSIONES

En la hembra prepuber, la serotonina modula de manera diferencial en la
regulacion de los mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecion

de gonadotropinas.

En la rata hembra prepuber, la serotonina inhibe la secreciéon de la LH y

estimula la de FSH

La serotonina actla directamente sobre el ovario donde estimula la

secrecion de progesterona, testosterona y estradiol.
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Apéndice A

Receptores de serotonina y su cascada de sefializaciéon (Modificado de
Fink y Gothert, 2007).

Receptor Localizacion Cascada de sefializacion
5-HT1 Sistema nervioso central, | Activacion de proteinas G y
ovario, tracto intestinal formacion de AMPc.
5-HT2 Sistema nervioso central, | Activacion de la  proteina

corddn espinal, ovario G,formacion de fosfolipasa C.
5-HT3 Sistema nervioso central Es un canal ionico tal que la
reaccion provocada por su
activacion no es mediada por
segundo mensajero 0 a través
de proteinas G.
5-HT4 Sistema nerviosos central, | Activacion de proteinas G y
tracto gastrointestinal formacion de AMPc
5-HT5 Sistema nervioso central Activacion de proteinas G y
formacion de AMPc
5-HT6 Sistema nervioso central Activacion de proteinas G y
formacion de AMPc
5-HT7 Sistema nervioso central Activacion de proteinas G y

formacién de AMPc

* Adenosin monofosfato ciclico AMPc

Apéndice B

Equipo de cromatografia y preparacion de fase movil

El equipo de cromatografia consisti6 de un detector electroquimico

modelo (LC-4C) (Bioanalytical Systems, Inc. EU), una bomba isocréatica modelo
(250) (Perkin-Elmer, CO., Norwalk, EU.), un integrador modelo (1020) (Perkin-

Elmer, CO., Norwalk, EU.), una precolumna de silica y una columna de fase

reversa C-18, con un tamafio de particula de 10 um de diametro (Perkin-Elmer,
CO., Norwalk, EU.).
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Para la preparacion de la fase movil, se pesaron 15.75 gr de &cido citrico
(CeHgO7) (Merck. Co. México) y se disolvieron en 460 ml de agua desionizada,
se agitd y se ajusto el pH a 3 con una solucién de hidroxido de sodio saturado
(NaOH) (Merck. Co. México). Se pesaron 400 mg de &cido octanosulfénico
(SOS) (Sigma Chemical St. Louis MO, EV.) y se agreg6 a la solucion de &cido
citrico. Posteriormente la solucion se filtro utilizando una membrana de celulosa
tamafno de poro de 0.1 um (Cuno AMF-Zetapore Mebrane). A la solucion se le
adicionaron 20 ml de acetonitrilo (CH3CN) (EM-Merck, Alemania) y 21.5 ml de
tetrahidrofurano (OCH,CH,CH,CH,) (EM-Merck, Alemania), se agito la solucion,
se degasificd por 20 minutos y se colocé en el equipo de cromatografia y se

bombearon 1.2 ml de fase por minuto.
Preparacion de estandares de calibracion

Previo a la cuantificacion de los neurotransmisores se realizd una curva

de calibracibn. Se prepararon soluciones stock de los diferentes
neurotransmisores a cuantificar en una concentracion de 1mg/2 ml de HCIO,
(Baker Co. México). Se tomaron 50 pl de cada neurotransmisor y se agregaron
en un matraz aforado ambar de 10 ml, se aforé con HCIO4 0.1N en frio, se agitd
y de esta mezcla se prepararon soluciones con las siguientes concentraciones;

2ng,1ng,05ngy0.1ng.

Preparacion de estandares para la elaboracién de la curva de calibracion
del equipo de cromatografia.

Estandar | Volumen Solucion con la mezcla Solucion de | Solucién
de HCIO, de los [2 ng] de [1 ng]
neurotransmisores
2ng 1200 pl 50 pl - -
1 ng 500 pl - 500 pl -
0.5 ng 500 pl - - 500 pl
0.1 ng 900 pl - - 100 pl
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Una vez preparada las soluciones estandar de las neurotransmisores, se
procedio a inyectar cada una de las soluciones (0.1, 0.5 y 1.0 ng) al equipo de
cromatografia. Posteriormente se realizd el ajuste por el método de regresiéon
de minimos cuadrados. Se aceptdé como vélida la calibracion cuando los valores

de correlacion para cada neurotransmisor fue = 0.98.
Preparacion de tejidos

El tejido se peso, se colocod en un tubo eppendorf y se homogenizé en
HCIO4 0.1 N frio. EI volumen de HCIO, que se agregd depende del tejido a
evaluar. Las muestras homogenizadas se centrifugaron a 12000 r.p.m. durante
30 minutos a -4° C, se separ0 el sobrenadante y se filtré en una membrana con
un didmetro de poro de 0.45 uym (milipore Bedford, MA, EU). Del filtrado se
tomaron 20 pl con una jeringa Hamilton y se inyectaron en el equipo de
cromatografia. Cuando se procesa la hipofisis el sobrenadante que se obtiene
de la centrifugacion no se filtra y se inyecta directamente al equipo de

cromatografia.

Volumen de HCIO , por estructura para el procesamiento de tejidos

Estructura Volumen de HCIO 40.1N
Hipotalamo Anterior 300 pl
Hipotalamo Medio 300 pl
Hipdfisis 150 pl
Ovario 300 pl
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