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Resumen

Resumen

La serotonina o 5-Hidroxitriptamina (5-HT) participa en la modulacion de la secrecion de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y de las gonadotropinas [hormona
luteinizante (LH) y estimulante del foliculo (FSH)], esenciales para el mantenimiento de las
funciones del ovario. También actia como un agente mitogénico ya que al unirse al receptor
5-HTip estimula la proliferacion de las células del musculo liso, este receptor se ha
identificado en el ovocito de los roedores y el humano.

La fluoxetina (FLX) es un inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina (ISRS).
Utilizado en el tratamiento de algunas patologias mentales especialmente en nifios y
adolescentes. Con base en la literatura se desconocen los efectos reproductivos de la
inhibicion de la recaptura de 5-HT sobre las funciones del ovario. En el presente estudio se
analizaron los efectos de la administracion aguda y sub-crénica de FLX sobre el inicio de la
pubertad, la ovulacion, la concentracion de serotonina (5-HT) en el eje hipotalamo-hipofisis-
ovario, de gonadotropinas y de esteroides sexuales en el suero, la estructura del ovario y la
expresion del receptor 5-HT1p en los ovarios de la rata. Para ello ratas de 30 dias de edad
fueron inyectadas por via intraperitoneal con 5 mg/kg de FLX o solucion salina al 0.9% (VH).
Grupos de animales fueron sacrificados 24, 48 o 72h después (tratamiento agudo), otros
grupos de animales fueron inyectados del dia 30 al 33 (tratamiento sub-crénico), y se
sacrificaron el dia del primer estro vaginal.

El tratamiento agudo resulté en una mayor concentracion de estradiol (E2) en suero a
partir de las 48 y fue maxima a las 72h, mientras que en el ovario se incrementé en nimero
de foliculos sanos de la clase 1. En el caso del tratamiento sub-cronico, la concentracion de
5-HT y 5-HIAA fue mayor en la hipofisis y el ovario, se retraso la edad en la que se presento
el primer estro vaginal, disminuyé el nUmero de ovocitos liberados, se increment6 el nUmero
de foliculos que presentaron fragmentacion del ovocito, asi como multiples ovocitos en un
mismo foliculo y se observé la tendencia a incrementar la expresion del receptor 5-HT1p en la

gonada.

Por lo anterior, concluimos que la 5-HT participa directamente en la regulacion de las
funciones del ovario al incrementar la concentracion E> ademas de aumentar el nimero y las

caracteristicas de los foliculos en el ovario de los animales tratados.



Abstract

Abstract

Serotonin participates in the regulation of the Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) and
of the gonadotropins [luteinizing hormone (LH) and follicle-stimulating hormone (FSH)]
secretion, essential for the maintenance of the ovarian functions. Also, acts as a mitogenic
agent to promote the cellular proliferation through its union to 5-HT1p receptor, which it was

identificated in the oocytes of the mice and humans.

Fluoxetine (FLX) is a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRIs). This drug is used in the
treatment of some mental diseases, particulary among children and teenagers. Based on
literature review, are unknown the reproductive effects of serotonin reuptake inhibition over
ovarian functions. In the present study we analyzed the effects of acute or sub-chronic
administration of FLX on the onset puberty, ovulation, 5-HT concentration on the
hypothalamus-pituitary-ovarian axis, gonadotropins, sexual steroids in serum, ovarian

structure and the expression of the ovarian serotonin receptor 5-HT1p.

Thirty days old female rats were injected intraperitoneal with 5 mg/kg of FLX or saline
solution (vehicle [VH]). Groups of animals were sacrificed 24, 48 or 72h after (acute) or from

days 30 to 33 of age and were sacrificed at the first vaginal oestrus (sub-chronic).

The acute treatment induced a major concentration of Ez in serum from 48 to 72h, while in
the ovary it was higher the number of healthy follicles class 1. In the case of the sub- chronic
treatment, the 5-HT and 5-HIAA it was higher in the pituitary and ovary, also observed a delay
of the first vaginal oestrus, diminish the number of ova shed, increased the number of follicles
that shown oocyte fragmentation and multiples oocytes in the same follicle, likewise identify

the tendency to increase the 5-HT1D expression in the gonad.

We conclude, that the FLX patrticipates indirectly in the regulation of the ovarian functions to
increase the 5-HT concentration, E> as well as the number and characteristics of the follicles

in the ovary of the animals treated.



Introduccién

Introduccion

La 5-HT participa en la regulacién de las funciones del ovario (esteroidogénesis y ovulacién),
de la secrecion de la GnRH (Smith y Jennes, 2001) y de las gonadotropinas [LH (Johns y
col., 1982) y FSH (Gouveia y Rodrigues, 2004)]. La inyeccion sistémica de sulfato de
serotonina (S5-HT) a ratas prepuberes resulta en una menor concentracion de
gonadotropinas y E», y el nimero de ovocitos liberados lo que se acompafia de un mayor
namero de foliculos preovulatorios en los ovarios. Con base en estos resultados Moran y
colaboradores., 2012 postulan que la 5-HT regula un mecanismo neuroendocrino que modula
las funciones del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario. Asi mismo se sugiere que la participacion
de la 5-HT en la modulacién de las funciones del ovario es de forma directa, ya que en el
ovario esta presente la maquinaria enzimatica necesaria para la sintesis, catabolismo,
recaptura y degradacion de la 5-HT (Amireault y Dubé, 2005; Dubé y Amireault, 2007),

Algunos desordenes emocionales son el resultado de la disminucion de la concentracion de
5-HT en el sistema nervioso central (SNC). En el humano, la menor concentracion de 5-HT
en el fluido cerebroespinal estd asociada al trastorno depresivo, cuyos sintomas mejoran con
el tratamiento con farmacos que estimulan el sistema serotoninergico (Glick, 2015).

La FLX es un ISRS el cual bloquea la actividad del transportador de 5-HT (SERT) lo que
resulta en el incremento de la concentracion extracelular de 5-HT. También, es un
antagonista de receptores serotoninergicos (Sanchez y Hyttel, 1999) e inhibidor de la
triptofano hidroxilasa (TPH) (MacGillivray y col., 2010), enzima que interviene en la sintesis
de 5-HT y de la monoaminooxidasa A (MAO-A), la cual cataboliza a la 5-HT (Fisar y col.,
2010).

Los ISRS son herramientas farmacoldgicas comunmente utilizadas en el tratamiento de
desordenes emocionales en la poblacion pediatrica (Ercan y col., 2012; Emslie y col., 2015).
En el caso de la FLX no se han considerado los efectos que podria generar el uso de este
farmaco sobre el inicio de la pubertad. Por lo que en el presente estudio se analizaron los
efectos de la administracion sistémica de FLX sobre las funciones del ovario en la etapa

prepuberal usando la rata como modelo de estudio.
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Antecedentes

Antecedentes

Serotonina

En 1937 Vialli y Ersparmer obtuvieron del extracto de células enterocromafines una sustancia
que estimulaba la contraccion del muasculo liso del utero de la rata y a la que denominaron
“enteramina”. Posteriormente, Rapport y colaboradores aislaron y caracterizaron la sustancia
a partir del suero de vaca, a la cual se le denomind “serotonina” cuya estructura quimica es
un anillo inddlico con caracteristicas estructurales similares a las del triptéfano o la triptamina
(Rapport y col., 1948).

La 5-HT es una amina biogénica que esta distribuida en plantas (Kang y cols., 2007),
insectos (Liu y cols., 2011) y mamiferos (Dubé y Amireaul, 2007) entre otros organismos.
Cumple diversas funciones, regula los patrones del suefio (Lin y col., 2011), la ingesta de
alimento (Matos-Feijé y col., 2011), el estado de animo, el comportamiento sexual, el flujo
sanguineo (Linder y col., 2007), la diferenciacion y proliferacion celular (Klempin y col., 2010),
asi como la secrecion de hormonas por la hipdfisis (Cortés, 2009).

En el sistema nervioso central (SNC) los somas de las neuronas que sintetizan 5-HT se
encuentran en el cerebro medio y forman parte de los ndcleos del rafé: dorsal, medial y del
puente, que se identifican de B1 a B9. Los grupos B1-B3 constituyen el nicleo del puente
(NP) e inervan la medula espinal., los nucleos B6 y B7 forman el nucleo dorsal del rafe
(NDR) y envian sus proyecciones hacia la corteza cerebral e hipotalamo entre otras
estructuras, mientras que los grupos B8 y B9 forman el ndcleo medial del rafe (NMR) que
inerva el hipocampo, hipotdlamo y otras regiones (Figura 1) (Dahlstrom y Fuxe, 1964).

En los vertebrados, la 5-HT también es sintetizada por la glandula pineal asi como en
tejidos y organos periféricos como las génadas (Abraham y col., 1987; Smith, 1996). En el
ovario y testiculo la 5-HT participa en la regulacion de la esteroidogénesis y produccién de
gametos (Battista y col., 1986; Bodis y col., 1992; Aragén y col., 2005; Moran y col., 2012).
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HO 5-HT

Corteza

Figura 1. Esquema representativo de la localizacion de los cuerpos celulares que
forman el rafé. Las neuronas serotoninérgicas envian sus proyecciones a diferentes
estructuras del encéfalo (ej. hipotdlamo, corteza, médula espinal). B1-B3 constituyen el
nucleo del puente (NP), B6 y B7 forman el rafé dorsal (NDR), B8 y B9 constituyen el nucleo
medial del rafe (NMR). (Modificado de Wilkinson y Brown, 2015)

Sintesis y Catabolismo de la Serotonina

La 5-HT se sintetiza a partir del aminoacido esencial L-triptéfano, presente en alimentos de
origen animal (Le Floc’h y col., 2010), el cual ingresa a la célula por el transportador grande
de aminoacidos neutros (LAT) (Boado y col., 1999). En el citoplasma el L-triptéfano es
hidroxilado por la triptéfano hidroxilasa (TPH) y el cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) lo que
da origen al 5-hidroxitriptofano (5-HTP) (Figura 2). Se describen dos isoformas de la TPH, la
TPHL1 en tejidos periféricos y la TPH2 en el SNC. El 5-HTP es descarboxilado por accion de
la aminoacido descarboxilasa (AADC) lo que da origen a la 5-HT més bihidro-biopterina
(BH2). En las neuronas la 5-HT es transportada hacia las vesiculas sinapticas por el

transportador de las monoaminas (MAT).
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Las vesiculas se fusionan con la membrana de la célula presinaptica y la amina se libera al
espacio sinaptico donde actla sobre sus receptores localizados en la membrana de la célula
postsinaptica. La 5-HT restante se une a la proteina transportadora de la 5-HT (SERT,
SLC6A4) y se incorpora al interior de la célula presinaptica donde es catabolizada por la
monoaminooxidasa (MAO) y la aldehidodeshidrogenasa (ALDH) lo que da origen al acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), principal metabolito de la 5-HT (Best y col., 2010).

Receptores a 5-HT

Con base en sus caracteristicas estructurales, farmacoldgicas y funcionales, los receptores a
5-HT se clasifican en siete categorias con 14 subtipos. Los receptores 5-HTz son canales
ionicos dependientes de ligando y se les divide en los subtipos 5-HT3 (a-c) (Chameau y van
Hooft, 2006). Los otros receptores a 5-HT estan acoplados a proteinas G (GPCRS).

Se describen cinco subtipos de receptores 5-HT: (ar) que estan acoplados a GPCRs del
tipo Gio cuyo estimulo inhibe la formacion del Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPCc).
Mientras que para los receptores de la clase 5-HT. se describen tres subtipos 5-HT2 (a-c) que
estan acoplados a GPCRs del tipo Gga11 y cuyo estimulo incrementa la hidrélisis de los
fosfatos de inositol y elevan la concentracion de calcio (Ca?*) en el citosol de la célula. Los
receptores de las clases 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 estdn acoplados a GPCRs del tipo Gs y su
estimulacion resulta en la formacién de AMPc, mientras que los de la clase 5-HTs (subtipos
5-HTsa ¥y 5-HTsg) se unen a GPCRs del tipo Gio e inhiben la formacion del AMPc (Barnes y
Sharp, 1999; Hannon y Hoyer, 2008; Hoyer y col., 2002). En el cuadro 1 se resumen el tipo
de receptor a 5-HT, sus efectos sobre segundos mensajeros y su localizacién en el eje
Hipotalamo-Hipofisis-Ovario.

Receptor 5-HT1p

El receptor 5-HT1p esta formado por 374-377 aminoacidos, en los mamiferos se expresa en
menor cantidad que los demas receptores serotoninérgicos (Hannon y Hoyer, 2008) y su
presencia estd vinculada con etapas tempranas del desarrollo embrionario de diferentes
estructuras (Bonnin y col., 2006).

En el raton, el receptor 5-HTip se ha identificado en los ovocitos, embriones de dos

células, morulas y blastocitos; asi mismo, se observa que cuando se mantienen in vitro, y al
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medio se le agrega sumatripan, antagonista del receptor 5-HT1p, disminuye el nimero de
blastocitos e incrementa la degeneracion de los embriones (Vesela y col., 2003: II'kova y col.,
2004). Con estos resultados los autores proponen que la 5-HT actia como un regulador del
desarrollo embrionario.

La excitacion del receptor 5-HTip en células musculares lisas estimula la proliferacion
celular. Liu (2004) describe que el bloqueo del receptor 5-HT1p resulta en la disminucion de la
actividad de Rho A, una GTPasa de bajo peso molecular y su proteina efectora [proteina
cinasa Rho asociada (ROCK)], las cuales activan factores de transcripcion [como la cinasa
de regulacion de sefal extracelular (ERK)] que estimulan la expresion de genes que
participan en la reorganizacion del citoesqueleto, evento esencial para la proliferacién de una
célula y que en el ovario humano estimulan la expresion de genes que promueven el

desarrollo de las células germinales que daran origen a los ovocitos (Eddie y col., 2015).
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Figura 2. Biosintesis y catabolismo de la 5-HT. La 5-HT es sintetizada a partir del L-Tript6fano, el cual por efecto de la
triptofano hidroxilasa (TPH) (a) se convierte en 5-hidroxitriptéfano (5HTP). ElI 5-HTP es descarboxilado por accion de la
descarboxilasa de aminoécidos aromaticos (AADC) (b) lo que da origen a la 5-hidroxitriptamina (5-HT) (c), la cual por accion
de la monoaminooxidasa (MAOA) (d) da origen al acido 5-Hidroxiindoleacetico (5-HIAA) (e) (Modificado de Best y col., 2010).
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Cuadro 1. Distribucion de los receptores a serotonina en el eje Hipotalamo-Hipofisis-
Ovario. El estimulo de los receptores serotoninérgicos resulta en la disminucién (flechas con
la punta hacia abajo) o el aumento (flechas con la punta hacia arriba) en la produccion de
segundos mensajeros (Modificado de Carr y Lucki, 2010; Dubé y Amireault, 2007; Wada y
col., 2006).

Tipo de Receptor Efecto sobre Segundos i
i Localizacién
Estimulado/Proteina G Mensajeros
5-HT1ps Gio AMPc * Raton/ovocito, embriones
Linea celular GT1-7
5-HT1aGio AMPC *
Humano/Ovocito
5-HT2ai6q IPs 4 . .
Raton/Células del cumulus
5-HT28/6q IP3 f Ratén/Células del cumulus
Linea celular GT1-7
5-HTacs AMPGC f Rata/Agregados celulares de
Adenohipdfisis
Rata/Agregados celulares de
5-HTs/ Gio AMPc * Iregars et
Adenohipdfisis
Linea celular GT1-7
5-HTe/cs AMPc 4 Rata/Agregados celulares de
Adenohipdfisis
Humano/Células de la granulosa
5-HT7cs AMPc f Raton/Células del cumulus,
ovocitos, embriones
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Inhibidores Selectivos de la Recaptura de Serotonina (ISRS)

Los ISRS inactivan a la SERT, una proteina de 12 dominios transmembranales (miembro de
la familia de transportadores acarreadores de solutos de neurotransmisores 6 (SLC6), cuya
actividad que depende de una bomba de Na*/Cl- (Descarries y Riad, 2012). El mecanismo de
accion de los ISRS se clasifica en: la accion directa o farmacolégica, e indirecta o
moduladora. La primera ocurre después de la administracion aguda y resulta en el
incremento en la concentracién de 5-HT en el espacio extracelular. La indirecta sucede con
la administracion cronica y tiene efectos sobre la expresion del ARNm o la produccion de la
proteina SERT. (Blier y col. 1998).

Los trastornos del estado del animo son padecimientos que se asocian con la disminucion
en la concentracion de las monoaminas en el SNC (Sumegi, 2009). La 5-HT es una de las
aminas involucradas en la etiologia de diferentes padecimientos emocionales y es por lo
anterior que fue a partir de la segunda mitad del siglo XX que se desarrollaron medicamentos
para disminuir el catabolismo de la 5-HT en las hendiduras sin4pticas.

La FLX es uno de los farmacos que pertenecen a la familia de los ISRS. La FLX es
metabolizada en él higado principalmente por la enzima citocromo P450 2D6 (CYP2D6) cuya
accion da origen a la norfluoxetina (NFLX) (Figura 3-A y 3-B) un metabolito biolégicamente
activo que ejerce un papel similar en la inhibicion de la recaptura de 5-HT y prolonga su
eficacia (Mandrioli y col., 2006). La FLX inhibe a las enzimas que la metabolizan, lo cual
induce la saturacion del farmaco en él organismo. En el ser humano la FLX tiene una vida
media de entre 1-4 dias, mientras que la de la NFL es de 7-14 dias, que en comparacién con
otros miembros de la familia de los ISRS es una vida media larga (Vaswani y col. 2003). En
el caso de la rata, la inyeccion subcutdnea de 3 mg/kg de FLX, la vida media es de 2.08 h
(Qu y col., 2009), sin embargo, se ha mostrado que la biodisponibilidad del farmaco
incrementa con la dosis, ya que la FLX exhibe una cinética no linear que se refleja en el
incremento desproporcionado del mismo farmaco en sangre después del aumento en la
dosis (Hiemke y Hartter, 2000).
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CF, CF,

CYP2D6

N s NH,

FLX NFLX

Figura 3-A. Estructura Quimica de la fluoxetina (FLX) y norfluoxetina (NFLX). La
principal enzima que metaboliza a la FLX en NFLX es la Citocromo P450, familia 2,
subfamilia D, polipéptido 6 (CYP2D6) -principal enzima que metaboliza a la FLX en NFLX-

Ademas de inhibir la recaptura de 5-HT la FLX también actla sobre otros componentes
del sistema serotoninérgico. Disminuye la expresion de la TPH en el NDR (MacGillivray y
col., 2010) que dentro de los nucleos del rafé es el que tiene un mayor nimero de neuronas
serotoninérgicas (Harsing, 2006); Asi mismo Inhibe de forma no competitiva a la MAO-A la
cual es la responsable de la degradacion de la 5-HT (FiSar y col., 2010). Ademas es un
antagonista de los receptores a serotonina del tipo 5-HT. (Sanchez y Hyttel, 1999) cuyo
estimulo es esencial en la sintesis de hormonas esteroides por el ovario (Tanaka y col., 1993;
Romero, 2009).

Hodes y colaboradores (2010) mostraron que la farmacocinética de la FLX depende del
sexo del animal. El ratbn hembra cataboliza de forma mas eficiente el farmaco que los
machos, ya que la inyeccion de bajas dosis de FLX en las hembras se traduce en una mayor
produccién de NFLX. Los autores atribuyen estos efectos a que en las hembras existe una
mayor actividad de enzimas citocromo P450 que degradan la FLX. Cuando a los monos
rhesus se les administra FLX via oral, la concentracion de 5-HT y de 5-HIAA en el liquido
cerebroespinal fue mayor en las hembras que en los machos (Golub y Hogrefe, 2014). Estos
efectos posiblemente son el resultado de que ademéas de que en las hembras existe una
mayor actividad de las enzimas que degradan a la FLX, también respondan mejor a los

efectos de la inhibicion de la recaptura de 5-HT.
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A la FLX se le considera un disruptor de la ciclicidad normal, ya que la inyeccion
intraperitoneal de 10 mg/kg del farmaco en la rata ciclica (ratas que presentan dos ciclos
vaginales de cuatro dias consecutivos cada uno) resulta en el alargamiento de las etapas del
ciclo estral principalmente el proestro y estro (Uphouse y col., 2006). En contraste, otros
autores muestran que la inyeccion de la misma dosis de FLX no modifica la duracion o las
caracteristicas de las etapas del ciclo estral (Matuszczyk y col, 1998).

Moore y Colaboradores (2015) mostraron que la inyeccion intraperitoneal de FLX a ratas
prefiadas aumenta el nimero de foliculos, la presencia de células apoptoticas, el ARNmM
para la TPH2 y para los receptores a estrogenos ay 3 en el ovario de las crias; por lo que
los autores concluyen que la administracién perinatal de FLX altera la dindmica folicular

ademas de la expresion de genes que regulan la sefializacion serotoninérgica.

Cuerpo Triptafano Terminal
Celular II A-HT1B 5'H1:g s O
© DS~
»
© e © ATPAMPC 1
0 5-H1§g 6q pLg
o 2c_ PIP2
©  5.HT3 %——-&» Flujode |p3spaGt
-— cationes

|

a—

ATP
o
5-HT1A AmPc T
L &)
@ \
| FLX
Antagonista del Mecanisma del bloqueo
receptor 5-HT1A de recaptura

Figura 3-B. Esquema de la transmision serotoninérgica. a Triptéfano hidroxilasa (TPH), 5-Hidroxitriptofano
(5-HTP), b Desacarboxilasa de amino&cidos arométicos (AADC), ¢ 5-Hidroxitriptamina (5-HT), d la 5-HT es
transportada en vesiculas y es liberada en el espacio sinptico, e la 5-HT activa receptores con direfentes
subtipos, la union del neurotransmisor desencadena distintas cascadas de sefializacién en la neurona
postsinaptica, f la 5-HT es recapturada mediante el transportador de la 5-HT en la neurona presindptica, g, h
dentro de la terminal sindptica la 5-HT puede ser almacenada en vesiculas para ser degradada por la
monoaminooxidasa (MAO) en el &cido 5-Hidroxiindoleacetico (5-HIAA), i la 5-HT activa autoreceptores
somatodentriticos 5-HT1A los cuales pueden ser bloqueados por antagonistas, j la fluoxetina (FLX) bloquea la
actividad del transportador a 5-HT. Adenilatociclasa (AC); diacilglicerol (DAG); Trifosfato de inositol (IPs3;
Bifosfato fosfatidilinositol (P1P2). (Modificado de Wong y col., 2005).
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Pubertad

La pubertad es el periodo comprendido entre la inmadurez y la madurez sexual. Durante esta
etapa ocurren una serie de cambios fisiologicos y morfoldégicos que culminan con el inicio de
la capacidad reproductiva (Plant, 2015).

En la rata hembra el Unico signo externo de que ha iniciado la pubertad es la canalizacion
de la vagina como resultado del aumento de la concentracion de E». Las fases de la pubertad
se clasifican con base en parametros fisiol6gicos, como cambios en la concentracion de
gonadotropinas circulantes y modificaciones en el mecanismo de retroalimentacion ejercido
por los esteroides en el eje hipotdlamo-hipdfisis (Ojeda y Skinner, 2006).

Segun Ojeda y Skinner (2006). El desarrollo prepuberal en la rata se divide en cuatro

etapas: Neonatal, infantil, juvenil y peripuberal (Figura 4).

o Etapa neonatal (nacimiento al dia 7 de vida). Durante este periodo se inician los
cambios que permiten el establecimiento de la interrelacion entre los componentes del
eje hipotalamo-hipdfisis-gbnada en etapas posteriores. Existen altas concentraciones
de FSH y LH en suero como resultado de la inefectividad del E> de generar
mecanismo de retroalimentacion inhibitorio. Las concentraciones bajas de E> son el
resultado de la insuficiente actividad de la aromatasa y de la alta concentracion de alfa
fetoproteina (AFP) la cual se une al E> e impide su actividad (Picut y col., 2014). En el
ovario se detecta ARNm inmaduro para el receptor a FSH (FSHR) desde el dia 1 y
para el receptor a LH (LHR) a partir del dia 7 de vida (Sokka y col., 1992). Los
receptores funcionales a FSH se expresan entre el dia 3 y 5 de vida, cuando se
forman los foliculos primarios. El desarrollo folicular y la esteroidogénesis es
estimulada por moléculas producidas por la inervacion extrinseca que recibe el ovario,
como el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y las catecolaminas mediante su union a

receptores 2-adrenergicos (Findlay y Drummond, 1999).

oo Etapa infantil (dia 8 al dia 21). El sistema de neuronas que secretan a la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (GnRHérgicas) genera aumentos bruscos
espontaneos en la concentracion de GnRH denominados “picos de secrecion”. Se
incrementa la respuesta de la adenohipdfisis a la GnRH y como resultado se presenta

un pico de secrecion de FSH al dia 12, también se presentan picos esporadicos en la
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secrecion de LH. En esta etapa el principal factor que contribuye a una elevada
concentracion de FSH es la inefectividad del E> de inducir el mecanismo de
retroalimentacién inhibitorio de la secrecibn de FSH. Al final de este periodo la
concentracion plasmatica de FSH disminuye y desaparecen los picos esporadicos de
LH. En el ovario aparecen los receptores a LH al dia 10 de vida, se incrementa el
nuimero de foliculos secundarios y se desarrollan los foliculos antrales tempranos
(Picut y col., 2014).

o Etapa juvenil (inicia en el dia 22 y finaliza entre los dias 30-32). Una de las
primeras manifestaciones hormonales de que se ha iniciado la pubertad es la
modificacion diurna de la secrecion de la LH lo que ocurre al final de la etapa juvenil.
Las caracteristicas del patron de secrecion de la LH en las ratas prepuberes inicia
alrededor del dia 30, e incluyen el incremento de la amplitud de los pulsos de la LH, lo
que se traduce en la mayor produccion de progesterona (P4) y E2. La concentracion
plasmatica de LH es similar durante la mafiana y la tarde, mientras que la de FSH
continta disminuyendo. En el ovario se incrementa el nimero de receptores a LH,
disminuyen los de FSH, aumenta el tamafio los foliculos antrales y se presentan

oleadas de atresia (Picut y col., 2014).

o Etapa peripuberal (tiene una duracién variable y finaliza con la primera
ovulacién). Esta etapa se caracteriza por la mayor respuesta del ovario a las
gonadotropinas. Durante este periodo el aumento en la concentracién basal de LH asi
como la amplitud de los pulsos de secrecion durante la tarde estimulan en el ovario
mayor produccion de Ez que es necesario para activar el mecanismo de
retroalimentacion estimulante del eje hipotadlamo-hipofisis-ovario que culmina con la
posterior canalizacion de la vagina y la ovulacion. En el ovario incrementa el desarrollo

de los foliculos preovulatorios (Picut y col., 2014).

Con base en criterios morfolégicos el estudio de la cascada de eventos que culminan con el

inicio de la pubertad en la rata se han clasificado en cinco etapas (Ojeda y Skinner, 2006).
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Anestro. Corresponde al momento en el cual se establece el patron de secrecion de
LH, que ocurre alrededor de los 30 dias de edad, en esta etapa el Gtero es pequefio y
no contiene fluido. La vagina se encuentra cerrada.

Proestro temprano. El Gtero contiene abundante fluido y la vagina permanece cerrada.
Proestro tardio. Corresponde al primer proestro. Los animales tienen el utero
“balonado”, es decir, el Utero esta lleno de fluido. En el ovario se observa una gran
cantidad de foliculos preovulatorios y la mayoria de los animales presentan la vagina
cerrada.

Estro. En este momento se produce la primera ovulacion, el Gtero no presenta fluido,
el ovario muestra cuerpos luteos frescos, la vagina esta abierta y su citologia esta
compuesta principalmente por células cornificadas que se forman como resultado del
aumento previo de Ez (Goldman y col., 2007).

Diestro 1. Esta etapa se caracteriza por que la citologia de la vagina esta formada en

su mayoria por leucocitos y el ovario presenta cuerpos IGteos maduros.
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secundarios o preovulatorios
*Receptores beta adrenérgicos 1'

3 *Ovulacion
*Desarrollo de foliculos t

*Concentracién de VIP |
antrales tempranos
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Figura 4. Modelo donde se representan los principales cambios que ocurren durante las etapas infantil, juvenil y peripuberal y que
culminan con el inicio de la pubertad y la ovulaciéon. Durante la etapa infantil las neuronas GnRHérgicas generan episodios de secrecion de
GnRH espontaneos, aparecen aumentos esporadicos de la secrecion de LH, se presenta un aumento brusco en la secrecion de FSH, la
concentracion basal de ésta hormona es alta y comienza a disminuir al final de esta etapa. En la etapa juvenil el patrén de secrecion de LH por las
mafanas y tardes es resultado de patrones de secrecidon similares de GnRH, la concentracién de FSH continia disminuyendo. En el periodo
peripuberal aumenta la amplitud de los pulsos de secrecion de LH y la concentracion de FSH es minima, Las lineas doradas indican el mecanismo
de retroalimentacion inhibitorio ejercido por el E2 producido por el ovario, el grosor muestra el grado de inhibicion de la secrecién de LH ejercido por
el E2N (nacimiento), P (pubertad), CA (Comisura anterior), ARC (Nucleo arcuato), QO (Quiasma 6ptico), EM (Eminencia media), CM (Cuerpo

mamilar), AH (Adenohipdfisis) (Modificado de Plant, 2015).
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Desarrollo Folicular

En el ovario se distingue una regién interna 0 médula que esta formada por tejido conjuntivo
laxo que contiene vasos sanguineos, linfaticos ademés de fibras nerviosas que ingresan y
salen por el hilio y la region externa o corteza, constituida por tejido conectivo, donde se
encuentran los foliculos en diferentes etapas de diferenciacién (primordiales, primarios,
secundarios o antrales y preovulatorios o de De Graaf) (Magoffin, 2005) (Figura 4).

El foliculo ovarico es una unidad multicelular constituida por células de la teca interna, por
células de la granulosa y un ovocito que crece y se diferencia dentro del foliculo (Li y
Albertini, 2013; Epifanio y Dean, 2002). Las células de la teca interna y las de la granulosa
estan separadas por una membrana basal. Los foliculos primordiales estan formados por el
ovocito (detenido en la profase de la primera division meiética) que es rodeado por una capa
de células epiteliales de forma aplanada denominadas células pre-granulosas, separadas del
estroma ovarico por la lamina basal folicular (Nguyen y col., 2012; Rajkovic y col, 2006).
Durante la transicion del foliculo primordial a foliculo primario, el ovocito aumenta de tamafio
y las células pre-granulosas crecen, y adquirien una forma cubica y posteriormente cilindrica,
a estas células se les denomina células de la granulosa. La sefializacion paracrina
bidireccional entre las células de la granulosa y el ovocito se forma por las proyecciones
transzonales (TZPs) que son proyecciones de la superficie de las células de la granulosa que
al hacer contacto con la membrana plasmatica del ovocito forman uniones gap y uniones
adherentes. Estas uniones proveen la base estructural de la comunicacién intercelular en
etapas avanzadas del desarrollo folicular (Li y Albertini, 2013).

El foliculo secundario se caracteriza por la estratificacion de las células de la granulosa,
que es estimulada por la FSH y por factores que secreta el ovocito como son el factor de
crecimiento y diferenciacion 9 (GDF-9) y la proteina morfogéntica del hueso 15 (BPM-15)
(Palermo, 2007). Cuando el numero de capas de células se incrementa, dentro del foliculo se
forma una cavidad llena de fluido que constituye el antro folicular (Nguyen y col., 2012).
Durante ésta etapa la diferenciacion de las células de la granulosa es estimulada por los
estrogenos y la FSH (Couse y col., 2006). Conforme el foliculo se desarrolla, el ovocito
adquiere una posicion excéntrica y las células de la granulosa que lo rodean forman al
cumulus ooforus. En el foliculo antral temprano se diferencian las células de la teca a partir

de células mesénquimales del estroma y se forman las células de la teca interna donde se
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sintetizan los andrégenos y teca externa que esta vascularizada y no posee la capacidad de
llevar acabo la esteroidogénesis de novo (Rajkovic y col, 2006).

Las células de la granulosa se clasifican en tres grupos, murales, antrales y del complejo
del cumulus. Las células de la granulosa murales y antrales estan separadas de la teca por
la membrana basal (Rajkovic y col, 2006). Las células murales de los foliculos antrales tienen
una mayor actividad esteroidogénica ya que expresan en mayor proporcion de citocromo
P450 aromatasa (P450arom, CYP19Al) que es esencial en la transformacion de los
androgenos a estrogenos como el E> El Ez estimula el crecimiento de las células de la
granulosa, la sintesis del factor de crecimiento parecido a la insulina-1 (IGF-I), mantiene los
receptores a FSH, induce la expresion de los receptores a LH, estimula la expresion de la
P450 aromatasa y disminuye la apoptosis en las células de la granulosa. También sintetizan
el acido hialurénico (Nguyen y col., 2012; Rajkovic y col, 2006).

Algunos factores de crecimiento y diferenciacion que producen el ovocito y las células de la
granulosa de los foliculos en desarrollo estimulan la diferenciacion de las células de la teca
como: el IGF-1 o I, el GDF-9, el de células troncales (SCF) vy la folistatina (Magoffin, 2005).
En las células de la teca interna se expresan los receptores a LH, la expresion de estos
receptores es inducida por factores como: el IGF-I, la inhibina, el factor de crecimiento
nervioso (NGF) y el GDF-9. EI estimulo de los receptores a LH promueve en la teca la
secrecion de los andrégenos. Ademas de la LH, la sintesis de andrégenos es regulada por el
factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B) y la activina que son producidas por las
células de la granulosa (Magoffin, 2005).

El foliculo preovulatorio o de De Graaf esta formado por el ovocito rodeado por la zona
pelGcida constituida por glicoproteinas. Los vasos sanguineos y linfaticos irrigan a la teca y
no llegan a la capa granulosa (Figura 5). Antes de la ovulacién el foliculo incrementa su
tamano y se desprenden las células de la seccion basal del cumulus ooforus, lo que permite
que el ovocito flote en el liquido folicular rodeado por células de la granulosa orientadas
radialmente por lo que reciben el nombre de corona radiada (Eppig y col., 1996). Una vez
que el ovocito es liberado las células de la teca y granulosa inician su diferenciacion hacia
células luteinizadas como resultado del estimulo de la LH (Palermo, 2007).

La ovulacién es uno de los procesos con el que culmina el desarrollo y la maduracién
folicular e implica la liberacion de un ovocito capaz de ser fecundado. En el ovario se
producen un conjunto de cambios bioquimicos y morfolégicos que son modulados por las

hormonas secretadas por el eje hipotdlamo-hipofisis-gonada (Espey y Richards, 2006).
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El otro proceso con el que finaliza el desarrollo folicular es la atresia (Fink, 1988).
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Figura 4. Esquema del desarrollo folicular. Antes de la formacién del antro el crecimiento es independiente
del estimulo gonadotropico, en el esquema se enlistan una serie de factores que son producidos por el ovocito,
las células del foliculo o ambas, que participan en este proceso. Factor de crecimiento y diferenciacién 9
(GDF9), proteina morfogenética del hueso 15 (BMP15), factor de crecimiento parecido a la insulina-1 (IGF-I),
factor de las células troncales (SFC), factor de crecimiento transformante B (TGF-f), factor de crecimiento
nervioso (NGF) (Modificado de Rajkovic y col., 2006 en Knobil and Neill's Physiology of Reproduction)

El inicio de la ovulacion involucra la transformaciéon de los diferentes tipos celulares que
constituyen al foliculo: el ovocito, las células de la granulosa y teca, del estroma (fibroblastos
y células endoteliales) y de la superficie del epitelio ovéarico. Se inicia la desintegracion y
ruptura de la seccion apical del foliculo preovulatorio, lo que permitir4 liberar al ovocito, a
esta area se le denomina estigma (Robkera y col., 2000). Previo a la ovulacién el ovocito se
divide y expulsa el primer cuerpo polar, con lo cual reduce el nimero de cromosomas,
momento en el cual tiene la misma cantidad de ADN que una célula somética. Las células del
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epitelio superficial presentan necrosis y acumulacién de vacuolas en el citoplasma (Espey y
Richards, 2006). En la tunica albuginea y la teca externa los fibroblastos se alargan hasta
disociarse. Los vasos sanguineos que irrigan a las células de la teca interna se dilatan, se
rompen y vierten glébulos rojos localmente lo cual estimula el aumento de liquido en el antro
folicular y como resultado incrementa la presion antral (Robkera y col., 2000). En esta zona
las células de la granulosa presentan la formacion de gotas de lipidos en el citoplasma,
posteriormente estas células se desprenden hacia el antro folicular, mientras que las células
de la granulosa del complejo cumulus se expanden (Espey y Richards, 2006)

El pico preovulatorio de LH induce la expresion de algunos genes que codifican para
proteinas que son necesarias para que se lleve a cabo la ovulacion. Los fibroblastos en el
foliculo generan de plasminégeno activador (PA), el cual contribuye a catalizar la activacion
de la protedlisis del tejido conectivo de la pared del foliculo. En las células de la teca y
granulosa incrementa la produccion de P4 y la expresion de sus receptores (PR). Aumenta la
expresion de la desintegrina y metaloproteinasa con motivos de trombospondina (ADAMTS-
1) que estimula la angiogénesis. En las células de la granulosa aumenta la expresion de las
ciclooxigenasas (COX), enzimas que biotransforman al acido araquidonico en
prostaglandinas, moléculas que estan relacionadas con el proceso inflamatorio (Espey y
Richards, 2006). En conjunto estos cambios culminan con la remodelacion de la pared
folicular y la liberacion del ovocito.

La mayoria de los foliculos que inician su desarrollo no lo completan y degeneran, proceso
gue se denomina, atresia folicular, y que es inducido principalmente por la muerte (apoptosis)
de las células de la granulosa (Manabe y col, 2004). La apoptosis se caracteriza por cambios
morfologicos, bioquimicos y moleculares que conducen a la degeneracién del foliculo
(Hubbard y Oxberry, 1991). La apoptosis es la muerte celular programada que en las células
de los mamiferos se lleva a cabo mediante dos vias, la extrinseca mediada por receptores de
muerte y la intrinseca conocida como via mitocondrial. Ambas vias se dan en respuesta a
estresores como farmacos citotoxicos o dafio al ADN (Hutt, 2015).

Entre los cambios morfologicos se encuentra el aumento de picnosis de las células de la
granulosa, la degeneracion de la membrana basal e hipertrofia de las células de la teca.
Ademas, como resultado de la perdida de comunicacion entre las células de la granulosa y el
ovocito se producen alteraciones en el mismo (Hubbard y Oxberry, 1991; Tiwari y col., 2015).

Los cambios bioquimicos incluyen: disminucion en la concentracion de las gonadotropinas

y sus receptores, de la actividad de la enzima 17a-hidroxilasa y aromatasa, lo que disminuye
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la concentracion de estrogenos y favorece la acumulacion de andrégenos (Hsueh y col.,
1994; Kaipia y Hsueh, 1997). La atresia folicular esta asociada con la disminucién en la
concentracion de FSH. En células de la granulosa bovinas en cultivo la adicion de FSH al
medio inhibe la fragmentacion del ADN, caracteristica de la apoptosis (Yang vy
Rajamahendran, 2000). En los ovarios de ratones mutantes en cultivo a los que se les
incrementd la sensibilidad a la FSH, se observd mayor numero de foliculos pequefios y
preantrales, ademas de que se redujo la apoptosis (Grasa y col.,, 2015). En el ovocito
disminuye la concentracion de AMPc, de guanosin monofosfato ciclico (GMPc), 6xido nitrico
(ON) y se incrementa la concentracion de calcio (Ca?*). Estos eventos conducen a la
generacion de especies reactivas a oxigeno (ROS) y la apoptosis del ovocito (Tiwari y col.,
2015). En ovocitos de rata en cultivo el incremento en la concentracion de Ca?* induce la
fragmentacion y generacion de granulos en el citoplasma (Tripathi y Chaube, 2012).

Entre los cambios moleculares que se producen durante la apoptosis se encuentra la
expresion de genes que codifican para proteinas que actian como puntos de control entre la
superficie de la célula y las sefiales internas de muerte.

En la via extrinseca, los receptores de muerte se activan mediante ligandos como el factor
de necrosis tumoral (TNF-a) el cual se ha identificado en los ovocitos, células de la granulosa
y teca donde ejerce efectos tanto inhibitorios como estimulantes sobre la muerte de la célula
gue dependen del tipo de receptor al cual se une (Hussein, 2005; Manabe y col., 2004), o el
ligando Fas, cuya expresion se incrementa en el ovario de cerdo durante la atresia (Lin y col.,
2014).

La via intrinseca o regulada por las proteinas Bcl-2, que incluye miembros pro y anti-
apoptoticos como Bax y Bcl-2 Gallegos (2007) mostrd que en el ovario de la rata prepuber el
aumento en la expresion de Bax inducido por la administracion de S5-HT estimula la muerte
de los foliculos. Mientras que en las células de la granulosa de rata en cultivo el estimulo de
la expresion de Bcl-2 promueve la expresion de prohibitina, una proteina que bloquea la
liberacion de citocromo c¢ de la mitocondria hacia el citoplasma. El citocromo ¢ funciona como
un cofactor que induce la formacién de proteinas que fragmentan el ADN (Hutt, 2015).
Ambas vias convergen en la activacion de caspasas (proteasas cisteina aspartato) donde la
cisteina catalitica, escinde a sus proteinas blanco en un aspartato (Hutt, 2015).

En los mamiferos, con base en su funcién las caspasas se clasifican en apoptéticas (2, 3,
7, 8, 9 y 10) e involucradas en la inflamacion (1, 4, 5 11 y 12). A su vez con base en la

presencia o ausencia de dominios proteicos de interaccion especificos localizados hacia el
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extremo N-terminal, las caspasas apoptoticas se subdividen en iniciadoras (2,8, 9 y 10) vy
efectoras o ejecutoras (3, 6 y 7) (Shalini y col., 2015) que son las que promueven la

destruccion final de la célula (Hutt, 2015).

Esteroidogénesis

En el foliculo ovarico se sintetizan las hormonas esteroides. En las células de la teca se
producen P4y andrégenos como testosterona (T). La T sale a circulacion o pasa a las células
de la granulosa, donde es aromatizada a E> (Gore-Langton y Armstrong, 1988) por accion de
la enzima aromatasa (Stocco, 2008).

El sustrato para la sintesis de las hormonas esteroides es el colesterol que se sintetiza en
la misma célula a partir del Acetil-CoA. Otra fuente son las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) que se encuentran en sangre y que mediante un proceso de endocitosis se incorporan
al citoplasma de la célula o bien se utiliza el colesterol almacenado como ésteres (Miller y
Bose, 2011). El colesterol es transportado al interior de la mitocondria por la proteina
reguladora de la esteroidogénesis (StAR) (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 transformacion del trifosfato de adenosin (ATP) en
AMPc. Este actia como segundo mensajero y estimula una cascada de sefalizacion que
culmina con la activacion de genes que codifican para diferentes complejos enziméaticos entre
ellos, la enzima de escisiobn de la cadena lateral del colesterol (P450scc) que es la
responsable de transformar el colesterol en pregnelolona en la mitocondria, posteriormente la
pregnelolona difunde fuera de la mitocondria y es transportada al reticulo endoplasmico liso
(Gore-Langton y Armstrong, 1988; Stocco y McPhaul, 2006).

En el ovario, la pregnelolona es metabolizada en dos rutas. La A4, donde se transforma en
progesterona o 17-Hidroxiprogesterona, y andrégenos como la androstenediona y T
mediante la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD). La ruta A5 donde se
sintetiza la 17-OH pregnelolona y los andrégenos, dehidroepiandrosterona, androstenediona
y testosterona. Los andrégenos se difunden a través de la membrana basal hacia las células
de la granulosa, donde las gonadotropinas principalmente la FSH estimulan la formacion de
AMPc que activa a la enzima aromatasa (Gore-Langton y Armstrong, 1988; Stocco y

McPhaul, 2006) responsable de la transformacion de los andrégenos a estrogenos. En la ruta
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A4 se sintetiza la estrona y en la A5 el E>. Los estrdgenos secretados por las células de la
granulosa actdan en las mismas estimulando su proliferaciébn o pasan a la circulacion y son
transportados a sus organos blanco (Gore-Langton y Armstrong, 1988; Stocco y McPhaul,
2006) (Figura 6).

Serotonina y su Participacion en la Regulacion de la Secrecion de la Hormona

Liberadora de las Gonadotropinas (GnRH).

En el hipotalamo se sintetiza la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), que es
liberada en forma de pulsos que varian en frecuencia y amplitud durante las fases del ciclo
reproductivo. Antes de la ovulacién los pulsos de GnRH se presentan con mayor frecuencia y
amplitud que durante la formacién del cuerpo IUteo.

La GnRH es vertida al sistema porta hipofisario donde el incremento en la frecuencia de los
pulsos estimula en la hipdfisis a los gonadotropos que secretan la LH, mientras que los
pulsos menos frecuentes estimulan la secrecion de la FSH (Tsutsumi y col., 2009). En el
ovario ambas hormonas estimulan la secrecion de esteroides y la ovulacion (Espey y Lipner,
1994).

La secrecion de las hormonas producidas por el hipotalamo, la hipofisis y el ovario que
regulan la ovulacién es modulada por sefiales hormonales y por neurotransmisores, entre los
que se encuentra la 5-HT, la cual tiene efectos tanto estimulantes como inhibitorios, que
dependen del tipo de receptor al cual se une (Wada y cols., 2006; Quirk y Siegel, 2005;
Schmidt y col., 1988).

Mediante estudios de inmunohistoquimica y autorradiografia en fetos de rata de 14 dias se
mostrd la presencia de fibras serotoninérgicas en el hipotdlamo dorsal, ventral y anterior
(particularmente en el quiasma Optico), en el ndcleo arcuato y en la eminencia media
(Ugrumov y col., 1986). En los nucleos dorsomedial, ventromedial y arcuato del hipotalamo el
namero de fibras serotoninérgicas incrementa a partir del dia postnatal 9. Los autores
sugieren que la innervacion serotoninérgica presente en los diferentes nucleos del
hipotalamo durante su desarrollo esta relacionada con la regulacion de la secrecion de la
GnRH (Ugrumov y col., 1989).

En el hipotdlamo de los mamiferos, las neuronas que sintetizan GnRH se localizan en
diferentes nucleos (area preoptica) y regiones extrahipotalamicas (zonas adyacentes de la

region rostral) (Samson y col. 1980; Silverman y col, 1987). En el area preoptica hipotalamica
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anterior las terminales nerviosas de las neuronas serotoninérgicas tienen contacto con el
soma de las neuronas productoras de GnRH y se sugiere que es mediante este mecanismo
que la 5-HT modula la sintesis de GnRH (Kiss y Halasz, 1985; Halasz y col., 1989; Tillet,
1992). Segun Silverman y colaboradores (1987) del 50 al 75% de las neuronas GnRHérgicas
envian sus proyecciones a la eminencia media. Estructura en donde tienen contacto
sinaptico con las neuronas que producen 5-HT, por lo que posiblemente la 5-HT module la
liberacion de la GnRH al sistema porta hipofisario.

En la rata hembra la concentracion de 5-HT en el hipotalamo aumenta durante la etapa
juvenil (Castro y col., 2001), lo que posiblemente esta relacionado con la maduracién
morfologica de las neuronas GnRHérgicas (Ojeda y Urbanski, 1988) y posteriormente con la
secrecion de la GnRH.

La disminucion de 5-HT en la rata durante el desarrollo fetal inducida por la inyeccion de p-
clorofenilalanina (PCPA), un inhibidor de la TPH, a hembras gestantes, resultd en el
incremento del nUmero de neuronas GnRHeérgicas ademas de una mayor incorporacion de 5-
bromo-2'-deoxiuridina (BrdU) por las mismas en el cerebro de fetos en diferentes etapas de
desarrollo (Pronina y col., 2010). Con base en estos resultados los autores sugieren que la
5-HT en la etapa fetal actia como un factor morfogenético.

En la linea GT1-7, linea celular de neuronas GnRHérgicas inmortalizadas se identificaron
los receptores 5-HT1a, 5-HT2c y 5-HT4. Cuando al medio de cultivo, en el que se mantienen
estas células, se le agrega 5-HT se inhibe o estimula la generacion del potencial de accién y
como resultado la liberacion de GnRH (Krsmanovic y cols., 2010).

Se observo que la activacion de los receptores 5-HTi1a, 5-HT2c y 5-HT4 por la adicion de
agonistas selectivos al medio donde se cultivan células GT1-7 estimula o inhibe diferentes
cascadas de sefalizacion. La adicion al medio de la metoxifenil piperazina (2-MPP), agonista
del receptor 5-HT1a acoplado a proteinas Gi, resultd en la inhibicion de la produccion de
AMPc, y la liberacion pulsatil de GnRH. Este efecto se revierte si estas células también son
cultivadas en presencia la toxina pertussis (PTX), la cual bloquea la actividad de las
proteinas Gi. En cambio, la estimulacion del receptor 5-HT2c, acoplado a proteinas Gq, con a-
metil 5-HT aumenta la concentracion de IPs, incrementa la amplitud y reduce la frecuencia de
los pulsos con los que se libera GnRH. Un efecto similar ocurre cuando se estimula el
receptor 5-HT4, acoplado a proteinas Gs, con SC 53116. Sin embargo, en este caso el
incremento en la liberacion de GnRH fue mas evidente y de mayor duracién en comparacion

con lo observado con el receptor 5-HTc (Wada y cols., 2006).
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Figura 6. Esteroidogenesis Ovarica. Enzimas que participan en la esteroidogénesis (StAR) proteina reguladora de la
esteroidogenésis aguda, (CYP11A) enzima de escision de la cadena lateral de colesterol, (CYP17)17-a-hidroxilasa/17,20-
liasa, (3-B-HSD)  3-B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa, @ (DHEA) dehidroepiandrosterona, (17-B-HSD) 17-B-
hidroxiesteroidedeshidrogensa, (CYP19) aromatasa (Modificado de Andersen y Ezcurra 2014).
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La inyeccion intraperitoneal de 5-HTP, precusor de la 5-HT, aumenta la concentracion
de 5-HT en el hipotdlamo lo que estimula la secrecion de GnRH, mientras que el mismo
tratamiento a ratas adultas tiene el efecto contrario (Moguilevsky y Wuttke, 2001). Gouveia y
Rodrigues (2004) mostraron que la microinyeccion de metiotepin, antagonista de los
receptores 5-HT1 en el area predptica medial (APM) de ratas hembras adultas, disminuye la
concentracion de LH en suero pero no la de FSH, mientras que cuando se inyecta por la
misma via ketanserina, antagonista de los receptores 5-HT2 disminuye la concentracién de
FSH pero no la de la LH. Otra de las estructuras hipotaldmicas en las que la 5-HT participa
en la regulacion de la secrecion de gonadotropinas es la zona incerta, donde la inyeccion de
8-OH-DPAT, agonista del receptor 5-HT7, inhibe la secrecién de LH (Siddiqui y col., 2004). A
partir de estos resultados los autores sugieren que la 5-HT ejerce un efecto inhibitorio o
estimulante en la regulacion de la secrecion de gonadotropinas y que este efecto es depende

del receptor al cual se une.

Serotonina y Regulacion de la Secreciéon de Gonadotropinas

A partir del dia 18 del desarrollo fetal de la rata se describe la presencia de 5-HT en el I6bulo
posterior de la hipodfisis. Entre los dias 19 y 20 el numero de fibras reactivas a 5-HT se
incrementa en esta zona, mientras que la aparicion de fibras serotoninérgicas en el I6bulo
intermedio se aprecian en la etapa postnatal. La aparicion diferencial de las fibras
serotoninérgicas en las etapas del desarrollo de la rata es el resultado de que la innervacion
proviene de diferentes zonas en el encéfalo (Szabat y col., 1998).

En los I6bulos posterior e intermedio de la hipdfisis de roedores se observé la expresion de
la TPH (Salad y col., 1993; Shannon y Moore, 1987 2 b). Asi mismo se mostré6 que los
gonadotropos, tienen la capacidad de recapturar 5-HT (Payette y col., 1985; Johns y col.,
1982). En estudios in vitro se ha observado que cuando las adenohipofis de murciélago son
cultivadas con 5-HT tritiada ([3H] 5-HT) los gonadotropos acumulan granulos con [3H] 5-HT,
mientras que cuando son cultivadas en presencia de la [?H] 5-HT mas FLX, disminuye la
acumulacion de [®H] 5-HT (Nunez y col., 1981).

En el ratdon los gonadotropos presentan granulos donde coexisten LH y 5-HT o FSH y 5-HT
(Payette y cols., 1987) y en agregados celulares de adenohipdfisis de rata se expresa los

ARNmM de los receptores 5-HT4, 5-HTs y 5-HTs (Papageorgiou y Denef, 2010). Por lo que se
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propone que la 5-HT actda en diferentes gonadotropos y como consecuencia regula de
forma diferencial la secrecion de las gonadotropinas via su unién a los receptores antes
mencionados.

La regulacion que ejerce la 5-HT sobre la secrecion de las gonadotropinas depende de la
edad del animal. El estimulo del sistema serotoninérgico por la inyeccion intraperitoneal del
precursor de este neurotransmisor, a ratas hembras prepuberes o adultas no modifica la
secrecion de FSH (Justo y col.,, 1989). En hembras de 14 dias el mismo tratamiento
incrementa la concentracion de LH en el suero, lo que no ocurre en animales de 30 dias
(Arias y col., 1990). La inyeccion de 5-HT a la rata en la etapa del estro incrementa la
concentracion de LH en el suero (Becu de Villalobos vy col., 1984). El bloqueo del receptor 5-
HTsa en células de la linea LBT2, linea celular derivada de los gonadotropos, disminuye la
secrecion de LH al medio de cultivo (Quirk y Siegel, 2005). En la mujer, la administracion por
via oral de ondansetron, antagonista del receptor 5-HT3, disminuye la concentracion de FSH
en el suero, pero no la de LH (Ulrich y col., 1994). Los resultados diferenciales antes
mencionados estan relacionados con diferentes mecanismos de regulacion que ejerce el
sistema serotoninérgico sobre la secrecion de gonadotropinas durante el desarrollo del

animal.

Serotonina y Funciones del Ovario

Algunos autores postulan que la 5-HT actua directamente en el ovario en la regulacién y el
mantenimiento de sus funciones

En el ovario, fluido folicular, oviducto y Utero se ha mostrado la presencia de la 5-HT (Jaurio
y col.,, 1989; Amenta y col., 1992; Bodis y col.,, 1992). Hasta el momento no se ha
caracterizado la innervacion serotoninérgica en estas estructuras. Segun Amenta y col.,
(1992) la mayor fuente de este neurotransmisor son las plaquetas y los mastocitos, sin
embargo, también se sintetiza en el ovario de diferentes especies (Zatylny vy col., 2000; Dubé
y Amireault 2007), especialmente en las células de complejo cumulus (Amireault y Dubé,
20059).

En el ovario de los mamiferos mediante estudios de inmunocitoquimica y biologia
molecular (Reverse transcription polymerase chain reaction, RT PCR) se ha mostrado la
expresion de los receptores 5-HT2a, 5-HT2s y 5-HT7 que se localizan en las ceélulas del

complejo cumulus y los del tipo 5-HTip y 5-HT7 en el ovocito (Dubé y Amireaul, 2007
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Amireault y Dubé 2005P; Vésela y col., 2003). En la mujer se han identificado los receptores
del tipo 5-HT> en el ovocito (Neilson y col., 2000) y el 5-HT7 en las células de la granulosa
(Graveleau y col., 2000).

Ademas, se postula que la 5-HT participa en la regulacion de la ovulacion y la sintesis de
hormonas esteroides (Batista y col., 1987). Ya que en el ovario de la rata, la concentracion
de 5-HT varia durante el ciclo estral y es mayor durante el estro (Clausell y Soliman, 1978).
En ovarios de rata in vitro el agregado de 5-HT al medio induce la ovulacion (Schmidt y col.,
1988), al estimular la contraccién del musculo liso que rodea a los foliculos preovulatorios
(Talbot y Schroeder, 1982). Mientras que, la administracion subcutanea de 5-HT a ratas
adultas en la tarde del diestro o proestro inhibe la ovulacion, efecto que es revertido por la
inyeccion previa de progesterona o benzoato de estradiol. Los autores proponen que la 5-HT
inyectada por via sistémica no actia en el SNC, sino que la inhibicion de la ovulacion resulta
de la vasoconstriccion que la 5-HT provoca en el ovario, y el bloqueo del paso de las
hormonas hacia la gonada (Wilson y McDonald, 1974).

A la 5-HT también se le relaciona con el aumento y disminucion del flujo sanguineo del
ovario, ya que se ha observado que cuando se mantiene la arteria ovarica de cerdo con un
flujo constante de sangre o con solucion fisiolégica en presencia de 5-HT, se estimula o
inhibe el flujo sanguineo. En la fase litea se presenta mayor sensibilidad de los vasos
sanguineos a la amina y en la fase periovulatoria disminuye. Los autores sugieren que la
respuesta de los vasos sanguineos del ovario depende del estado funcional de los mismos y
no esté relacionado con las hormonas presentes en la sangre (Dynarowicz y col., 1988).

El agregado de LH y 5-HT a células del cuerpo lateo de vaca en cultivo, estimula la
secrecion de P4, efecto que es revertido por el bloqueo de los receptores 5-HT1 y 5-HT> con
mianserina (Battista y Condon, 1986). Resultados similares fueron obtenidos por Koppan y
colaboradores (2004), cuando a células de la granulosa del ovario de mujer fueron
estimuladas con LH, FSH y 5-HT. Las células de la granulosa humanas luteinizadas
expresan el receptor 5-HT7 (Graveleau y col., 2000), el cual activa a la adenilato ciclasa (AC),
enzima que participa en la cascada de sefalizacion que interviene en la esteroidogénesis
(Bogan y Niswender, 2007; Amsterdam y col., 2003). La administracién por via oral a ratas
adultas de ketanserina, un antagonista de los receptores 5-HT,, se traduce en la menor
concentracion de P4, Ty E2 en el suero (Tanaka y col., 1993). Los efectos que la 5-HT ejerce

sobre la sintesis de hormonas esteroides dependen del tipo de receptor al cual se une.
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Planteamiento del Problema

La 5-HT participa en la regulacién de la conexion del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, dado
que modula la secrecion de GnRH, LH, FSH, P4, T, E2 y la ovulacién. Las acciones de la 5-
HT en sus 6rganos o células blanco son mediadas por su union a receptores de membrana,
qgue hasta el momento se clasifican en siete clases con 14 subtipos.

En el aparato reproductor de la hembra la 5-HT se localiza en el Utero, oviducto y ovario.
Este 6rgano posee la maquinaria enzimatica necesaria para la sintesis, liberacion y recaptura
de la 5-HT. La inyeccidén sistémica o en la bursa del ovario de 5-HTP incrementa la
concentracion de P4 y disminuye la de E2 en suero. En el ovario de ratas de 30 dias de edad
el bloqueo de los receptores 5-HT2a resulta en la disminucion en la concentracion de Eo.

Existen farmacos que permiten aumentar la concentracion de 5-HT en las células y
potenciar la actividad del sistema serotoninérgico, como son los ISRS. Dentro de ésta familia
de medicamentos se encuentra la FLX la cual es utilizada para el tratamiento de diversas
patologias mentales que ademas de inhibir la recaptura de 5-HT actda como antagonista de
algunos receptores serotoninérgicos y tiene una vida media larga en comparacion con la de
otros miembros de la familia de los ISRS.

Existe poca informacién sobre los efectos del incremento en la concentracion de serotonina
en el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario inducidos por la FLX, particularmente sobre las
funciones del ovario. Por lo anterior en el presente estudio se evaluaron los efectos de la
inyeccion de FLX, en ratas de 30 dias de edad sobre la secrecion de P4, T y E, la expresion
del gen que codifica para el receptor 5-HT1p, el crecimiento folicular, el inicio de la pubertad y
la primera ovulacion.

Los resultados que se generen en el presente estudio contribuiran al conocimiento de los
efectos del incremento en la concentracion de serotonina inducidos por los ISRS en el

aspecto reproductivo de la hembra.
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Hipétesis

Dado que la serotonina modula las funciones del eje reproductivo hipotalamo-hipdfisis-ovario,
entonces el aumento de la concentracion de 5-HT en el sistema hipotalamico-hipofisario-
ovarico provocado por la inyeccion de FLX, resultara en la alteracion del inicio de la pubertad,

de la ovulacion y de la secrecion de hormonas esteroides sexuales.
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Objetivo General

Objetivo General

Evaluar los efectos de la inyeccion de FLX en la rata hembra prepuber, sobre la actividad del
sistema serotonérgico del hipotalamo, hipofisis y ovario, en el inicio de la pubertad, la primera
ovulacion y la concentracion de Ps, Ty Eo.

Objetivos Particulares

Analizar los efectos de la inyeccion intraperitoneal de FLX sobre la concentracion de 5-HT y

su metabolito el 5-HIAA en el hipotalamo, la hipdfisis y los ovarios.

Analizar los efectos de la inyeccion intraperitoneal de FLX sobre la edad del inicio de la

pubertad, del primer estro vaginal y el nimero de ovocitos liberados por animal ovulante.

Evaluar los efectos de la inyeccion intraperitoneal de FLX sobre la secrecion de P4, Ty Eo.

Analizar los efectos de la inyeccion intraperitoneal de FLX sobre la diferenciacion del

foliculo ovarico.

Evaluar los efectos de la inyeccién intraperitoneal de FLX sobre la expresion del receptor 5-

HT1p por RT-PCR en el ovario.
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Materiales y Métodos

Animales. Se utilizaron ratas hembra de 30 dias de edad de la cepa ClIZ-V mantenidas en
condiciones controladas de iluminacion (14 horas luz y 10 horas oscuridad) con acceso libre
a la madre hasta el momento del destete (21 dias) y posteriormente al alimento y agua. Los
animales se dividieron al azar en los siguientes grupos experimentales: inyectados con
solucion salina (VH) o inyectados con 5 mg/kg de FLX (Sigma Chemical, St Louis, USA), la
dosis minima efectiva para modificar a la proteina SERT en SNC (Caccia y cols., 1990; Bouet

y cols., 2011). Como grupos de comparacién se emplearon animales inyectados con el VH.

Experimento 1 (Administracion aguda de FLX). Hembras de 30 dias de edad recibieron la
inyeccion de VH o de una dosis de 5 mg/kg FLX. Los animales fueron sacrificados a las 24,

48 0 72h posteriores al tratamiento.

Experimento 2 (Administracion sub-cronica de FLX). Animales de 30 dias de edad
fueron inyectados con VH o con 5 mg/kg de FLX a los 30, 31, 32 y 33 dias de edad y se

sacrificaron en el dia del primer estro vaginal.

Pubertad. A los animales de los diferentes grupos experimentales se les registré el dia de la
apertura vaginal, a partir de ese momento se tomaron frotis vaginales diariamente. Los
animales se sacrificaron cuando los frotis vaginales presentaron células cornificadas, entre

las 12:00 y la 13:00 h del dia del primer estro vaginal.

Procedimiento de Autopsia. Los animales de los diferentes grupos se sacrificaron por
decapitacién, se colectd la sangre del tronco, se dejé reposar durante 20 minutos a
temperatura ambiente, se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos, se colect6 el suero y se
almaceno a -20-C, hasta la posterior cuantificacion de LH, FSH, P4, T y E>. Al momento de la
autopsia se disecaron los oviductos y se conto el nimero de ovocitos con la ayuda de un
microscopio estereoscopico. Se disecaron los ovarios los cuales fueron utilizados para la
cuantificacion de 5-HT y sus metabolito el 5-HIAA, fijados en bouin para el analisis del
desarrollo folicular o bien fueron almacenados en tubos de polietileno estériles a -70 ° C para

evaluar la expresion del gen que codifican para el receptor 5-HT1p.
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Estudio del Desarrollo Folicular. Los ovarios de animales VH o tratados con FLX
sacrificados 72h o al primer estro fueron fijados en Bouin, se deshidrataron e incluyeron en
parafina, se realizaron cortes seriados de 10 pum los que se montaron en portaobjetos
cargados con albumina y se tifieron con hematoxilina-eosina para el andlisis de la poblacién
folicular, el cual se realiz6 con la ayuda de un microscopio y un ocular micrométrico, se midio
el diametro mayor y el perpendicular a este de los foliculos que presentaron el ovocito con su
nucleo y nucléolo definido, los foliculos fueron clasificados en cinco categorias: clase 1 (<100
pum), clase 2 (101-199 um), clase 3(200-349um), clase 4 (350-499 um) y clase 5 (>500 um)

(Osman, 1985). El calculo del diametro promedio se hizo de la siguiente forma:
Diametro promedio= (Diametro mayor + Diametro perpendicular)/2

Los foliculos también se clasificaron en sanos o atrésicos. Se considero un foliculo atrésico
cuando presentaban alguna de las siguientes caracteristicas: alteracion en la morfologia del
ovocito, engrosamiento de las células de la teca, picnosis en las células de la granulosa y

descamacion de células de la granulosa hacia el antro folicular (Hubbard y Oxberry, 1991)

Expresion del Receptor 5-HT1p por la Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR). El ARN de los ovarios VH o FLX fue aislado en tubos estériles de polietileno. El
ARNm fue aislado de acuerdo al protocolo de TRIzol® (Anexo 1). Los ARNs fueron
retrotranscritos usando el sistema de RT-PCR (GeneAmp®, USA) para ello 5ul de la reaccion
fueron sometidos a 42°C por 15min, 99°C por 5min y 5°C por 5min. La PCR se realiz6 con
25ul por 35 ciclos, 30 segundos a 95°C, alineamiento de oligonucleétidos 30 segundos a
57°C (cuadro 2) y la extension por 30 seg a 72°C. 5ul de cada reaccion fueron tenidos con
bromuro de etidio y se cargaron en un gel de agarosa al 1%. El andlisis densitométrico de

los geles se realizd con el programa Kodak 1D en el equipo Gel Logic 1500 Imaging S.
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Materiales y Método

Cuadro 2. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los genes: B-Actina y 5-
HT1p. Pares de bases (pb), Temperatura de alineamiento (Tm; melting temperature).

Gen Oligonucleétidos pb Tm Referencias
i F: 5-CGGAACCGCTCATTGCC-'3 . Kulikov y col.,
B-Actina | . o \CCCACACTGTGCCCATCTA-3 285 | 57°C 2005.
5.HT F: 5-CGACTACATTTACCAGGACTCCATC-3’ 215 | s8.7°C Jennings y col.,
'® | R: 5-CCAGCGAGGCGATCAGGTAGTTAG-3’ : 2004.

Cuantificacion de 5-HT y su metabolito, el 5-HIAA por Cromatografia de Liquidos
(HPLC). A la autopsia se extrajo el cerebro, se congel6 y se diseco el hipotalamo [(anterior
y medio) Paxinos y Watson, 1997], la hipdfisis y los ovarios. Todas las estructuras se
almacenaron a -70°C hasta la cuantificacion de 5-HT y su metabolito, el 5-HIAA. El
hipotdlamo anterior (HA) e hipotadlamo medio (HM), los ovarios y las hipdfisis se pesaron y
homogeneizaron en 300ul 6 150ul de acido perclérico (HCIO4) al 0.1 N, respectivamente, se
centrifugaron a 12,500 rpm a —4°C durante 30 min, el sobrenadante de las muestras de
hipotalamo y ovario se filtraron utilizando filtros de celulosa regenerada de tamafio de poro
de 0.45um, se inyectaron 100ul del filtrado al sistema de cromatografia de liquidos. El
sobrenadante de las muestras de hipdfisis no se filtré y se inyectaron 100pl al sistema de

cromatografia de liquidos para la evaluacion de las concentraciones de 5-HT y del 5-HIAA.

El equipo de HPLC consistié en una bomba isocratica (modelo L-250, Perkin Elmer), una
valvula de inyeccion (Reodine modelo 7125, una precolumna de silica (3.5 cm X 4.6 mm) 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). La concentracion de los neurotransmisores se expreso en ng/mg de tejido.
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Cuantificacion de Gonadotropinas y Hormonas Esteroides. La LH y FSH fueron
evaluadas por radioinmunoanalisis (RIA) usando la técnica del doble anticuerpo. El protocolo
y los reactivos utilizados fueron proporcionados por el National Hormone and Pituitary
Program (Baltimore, MD, USA). Los resultados se expresaron como ng/ml. La variacion del
coeficiente intra e interensayo fueron de 5.74 y 7.0% para FSH y de 6.82 y 9.32% para LH,
respectivamente.

Se tomaron 100ul de suero para cada hormona, a los cuales se les adicionaron 100ul de
sus respectivos anticuerpos y se incubaron durante 24h a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregaron 100ul del segundo anticuerpo y se incubaron durante 2 horas.
Se centrifugaron a -4°C a 3000 r.p.m. por 30 minutos. Se decantdé el sobrenadante, se
secaron las paredes de cada tubo y se colocaron en contador de centelleo para realizar el
conteo.

La cuantificacion de P4, Ty E2 en el suero se realizé por la técnica de ELISA para lo cual
se utilizaron kits AccuBind (Monobind Inc. Lake Forest, CA, USA). La concentracion de P4 se
expresd en nanogramos por mililitro (ng/ml), mientras que la de T y E> se expreso en

picogramos por mililitro (pg/ml). Las evaluaciones se realizaron por duplicado.

Para el andlisis de P4 y E> se tomaron 25ul y para T 10ul de suero de los grupos
experimentales, se colocaron en los pozos correspondientes de las placas para cada

hormona.

Para P4y T se agregaron 50ul de reactivo enzimatico de progesterona o testosterona en
cada pozo donde se encontraba el suero, las placas se colocaron en agitaciéon durante 10-20
seg (Ps4) o 20-30 seg (T). Se adicionaron 50ul de reactivo de biotina de progesterona o
testosterona se agitaron durante 10-20seg (P4) o 20-30seg (T) respectivamente. Se cubrieron

de la luz y se incubaron a temperatura ambiente durante 60min.

Para E> se agregaron 50ul de reactivo biotinilado de estradiol, se agitd durante 20-30seg,
se cubrio e incubo a temperatura ambiente durante 30 min. Se agregaron 50l de reactivo
enzimatico de estradiol se agito 20-30seg, se protegio de la luz y se incubd a temperatura
ambiente durante 90 min.
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Para todas las hormonas se elimind el liquido por aspiracion y se agregaron 350ul del

buffer de lavado. Este procedimiento se repitio en tres ocasiones.

Posteriormente se adicionaron 100ul de la solucion de substrato y se incubaron a
temperatura ambiente durante 20min (P4 y E2) y 15 min (T). Se adicionaron 50ul de la
solucion de paro y las placas se agitaron durante 15-20 segundos. Se leyé absorbancia de
cada pozo a 450nm. La sensibilidad del ensayo para P4 fue de 0.105 ng/ml, para T de 0.038
ng/mly para E>de 6.5 pg/ml (Cruz y col., 2012).

Analisis Estadistico de Resultados. Todos los datos fueron analizados con el programa
GraphPad Prism. Los resultados de concentracion de LH, FSH, P4, T y E2 en el suero, 5-HT,
5-HIAA y la expresion del receptor 5-HTip se evalué mediante la prueba de “t” de Student
cuando se realizé la comparacion entre dos grupos. La cantidad de ovocitos liberados vy el
namero de foliculos atrésicos fue evaluada por la prueba de U de Mann-Whitney. Todas las
pruebas se consideraron como diferencias significativas aquellas en las que la probabilidad

fue igual o menor al 5%.
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Resultados

Efecto de la inyecciéon aguda de FLX por via intraperitoneal en la etapa prepuberal.

Este experimento se disefi0 para analizar si en la rata hembra prepuber la inyeccién de una
dosis de FLX incrementa la concentracion de serotonina en el hipotalamo, la hipdfisis y los

ovarios, ademas de modificar la secrecién de hormonas esteroides sexuales.

Concentracion de 5-HT y del 5-HIAA.

En él HA de los animales inyectados con FLX, sacrificados a las 24, 48 o 72h postratamiento,
no se modifico la concentracion de 5-HT, mientras que en el HM de los animales sacrificados

a las 24h postratamiento la del 5-HIAA aument6 en comparacion con el grupo VH (Figuras 7
y 8).

En la hipdfisis de los animales a los que se les inyectd FLX, la concentracion de 5-HT o la
del 5-HIAA fue similar a la del grupo tratado con VH, mientras que en el ovario de los
animales que recibieron FLX y sacrificados a las 24h la concentracion del 5-HIAA fue mayor
(Figuras 9y 10).

Concentracion de hormonas esteroides.

En comparacion con el grupo con VH, en los animales inyectados con FLX y sacrificados en
los diferentes periodos evaluados, la concentracion de P4 y T fue similar al control, mientras
que la de E> fue mayor en los animales inyectados con FLX y sacrificados 48 o 72h

posteriores al tratamiento (Figura 11).
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Resultados

Estructura del ovario (crecimiento folicular).

En el ovario de los animales inyectados con FLX el nimero de foliculos totales de la clase 1
(<100 pm) fue mayor que en el grupo inyectado con VH (Figura 12-A). Cuando se analizé el
estado de los foliculos se observé que el nimero de foliculos sanos fue mayor en los de la

clase 1 (<100 um) (Figura 12-B) y menor el de los foliculos atrésicos.

41 |Péagina



120-

100-

80-

60+

Foliculos Totales

40+

20+

40-

Foliculos Sanos

20+

Resultados

( A) e VH
“ FLX
A
° A
O
LI A
A A
°
AA A
° A
N °
°® -
[ X J A o i
A, A
®e A
° —.—0—.. i e
AA _..._—H‘—
<100 101-199 200-349 350-499 > 500
(B)
°
A
[ )
A
A
A
—e
A hd Y
Y A
° A
A
°® ° A
A °
°
°
°® °
e R
o =t o A
A R ad A —“—"‘Ax‘r
<100 101-199 200-349 350-499 > 500
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Figura 12. Numero de foliculos totales (A) y sanos (B) de los ovarios de ratas
tratadas con solucion salina (VH) o fluoxetina (FLX) y sacrificadas a las 72h
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Resultados

Efecto de la inyeccién sub-crénica de FLX por via intraperitoneal en el Inicio de la
Pubertad.

Con el fin de analizar si la administracién consecutiva de cuatro dosis de FLX incrementa la
concentracion de 5-HT en los componentes del eje reproductivo hipotalamo-hipéfisis-ovario
en la etapa prepuberal, modifica el inicio de la pubertad y la primera ovulacion, se evaluaron

los efectos de la administracion sub-crénica de FLX.
Concentracion de 5-HT y del 5-HIAA.

En él HA y HM de los animales que recibieron FLX, sacrificados el dia del primer estro
vaginal la concentracion de 5-HT y la del 5-HIAA fue similar al grupo inyectado con VH
(Figura 13).

En la hipdfisis de los animales inyectados con FLX, sacrificados al primer estro la

concentracion de 5-HT fue mayor y la del 5-HIAA menor que en el grupo VH (Figura 14).

En el ovario de los animales inyectados con FLX sacrificados al primer estro, la

concentracion de 5-HT y la del 5-HIAA fue mayor que en el grupo VH (Figura 15).
Edad del inicio de la pubertad, la edad del primer estro vaginal y la ovulacion.

La edad de la apertura vaginal de los animales que se inyectaron con FLX fue similar al
grupo VH. La edad en que se presenté el primer estro vaginal fue mayor que en grupo de

animales inyectados con VH (Figura 16).

En comparacion con los animales VH, en el grupo de animales que se les inyectd la FLX no
se modificd la proporcién de los animales que ovularon en el dia del primer estro vaginal
(12/14 vs. 14/17, NS), pero el numero de ovocitos liberados por animal ovulante fue

significativamente menor (Figura 17).
Concentracion de hormonas esteroides y gonadotropinas

En el suero de los animales inyectados con FLX, sacrificados al primer estro la concentracion
de gonadotropinas (FSH, VH 6.6 £ 1.41 vs. FLX 4.4 +1.50; LH, VH 0.21 +0.07 vs. FLX 0.3 £
0.09, NS), P4, T y E2 fue similar al grupo de animales inyectados con VH (Figura 18).
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Figura 17. Namero de ovocitos liberados de ratas tratadas con solucién salina (VH)
o con fluoxetina (FLX) y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.
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Resultados

Estructura del ovario (crecimiento folicular).

El nimero de foliculos totales de las clases 2 (101-199 um) y 3 (200-349um) fue mayor en el
ovario de los animales inyectados con FLX que en el ovario de los animales inyectados con
VH (figura 19-A). Cuando se analiz6 el estado de los foliculos se observo que el nimero de
foliculos atrésicos en las clases 1 (<100 um), 2 (101-199 pm) y 3 (200-349um) fue mayor
(Figura 19-B). En la figura 20 se muestra el tipo de anormalidades que se presentaron con
mayor frecuencia en los foliculos de los ovarios de los animales tratados con FLX, las cuales
fueron picnosis de células de la granulosa, engrosamiento de las células de la teca, dos o
mas ovocitos en un mismo foliculo, fragmentacién del ovocito y ovocitos con dos nucleos y
nucléolos. En comparacion con el grupo VH, en los animales inyectados con FLX el nimero
de anormalidades fue mayor (particularmente la fragmentacién del ovocito y la presencia de

multiples ovocitos en un mismo foliculo) (Figura 21).
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jura 19. Promedio del numero de foliculos totales (A) y atrésicos (B) de los ovarios de
:as tratadas con solucion salina (VH) o fluoxetina (FLX) y sacrificadas en el dia del
imer estro vaginal.
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* p<0.05 vs. Control (prueba "U" Mann-Whitney).

Figura 20. Namero de anormalidades presentes en el ovario de ratas tratadas con
solucién salina (VH) o con fluoxetina (FLX) y sacrificadas en el dia del primer estro
vaainal.
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Resultados

Figura 21. Fotomicrografias de cortes histolégicos de ovario de ratas tratadas con
fluoxetina (FLX). Se observan distintas anormalidades. (A) Presencia de dos ndcleos y
nucléolos en un mismo ovocito, (B) fragmentacién del ovocito, (C) multiples ovocitos en un
mismo foliculo, y (D) ovocitos sin células del foliculo, sacrificadas en el dia del primer
estro vaginal, tefiidos mediante la técnica de Hematoxilina-Eosina donde se observan los
tipos de anormalidades que se presentan. Se observa el ovocito (O), las células de la
granulosa (G) y las células de la teca (T).
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Resultados

Expresion del receptor 5-HT1p

El analisis mediante RT-PCR mostré la presencia del ARNm para el receptor 5-HT1p en los
ovarios de las ratas de la cepa ClIZ-V. El tratamiento con FLX no modificé la expresion del

receptor 5-HT1p en el ovario de la rata prepuber (Figura 22)
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Figura 22. Expresion del ARNm para el receptor 5-HTip. Bandas amplificadas para el
control, la B-actina y para el receptor 5-HT1p RT-PCR medidas en ARNm extraido de
ovarios de ratas tratadas con solucién salina (VH) o con fluoxetina (FLX) sacrificadas el

dia del primer estro vaginal.
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Discusion

En nuestro estudio se mostr6 que la inyeccion de FLX estimulé el incremento de la
concentracion de 5-HT en el ovario. Se propone que el menor nimero de ovocitos liberados
que se observé el dia del primer estro vaginal, el mayor numero de foliculos pequefios y
medianos asi como la presencia de diferentes anormalidades en la gonada son el efecto del
estimulo del receptor 5-HT1p como resultado de la mayor concentracion de 5-HT.

La falta de cambios en la concentracion de serotonina en el hipotdlamo de los animales
inyectados con FLX, sacrificados a las 24, 48, 72h o en el dia del primer estro vaginal,
posiblemente son el resultado de la disminucién en la sintesis de serotonina en el nucleo del
rafé. Esta idea se basa en el hecho de que el NDR, es la estructura que posee mayor
namero de neuronas serotoninérgicas y cuyas proyecciones son la principal fuente de
serotonina del hipotdlamo (Harsing, 2006), donde la FLX ademés de inhibir la recaptura de
serotonina, disminuye la expresion de la TPH, enzima limitante en la sintesis de 5-HT.
(MacGillivray y col., 2010). Ademas la isoforma 2 de la TPH, presente en SNC tiene baja
afinidad por el Trp (McKinney y col., 2005). Conjuntamente nuestros resultados y los
reportados en la literatura nos permiten proponer que en los animales que se les administro
la FLX, disminuyo la sintesis de 5-HT.

El efecto farmacolégico de la FLX es el de incrementar la concentracion de 5-HT (Blier y
col. 1998). El hecho de que no se modificara la concentracion de 5-HT en hipofisis de los
animales a los que se les inyecto una dosis de FLX, sacrificados a las 24, 48 o 72h,
probablemente es el resultado de que una sola dosis no fue suficiente para estimular el
efecto farmacolégico.

La mayor concentracion de 5-HT que se observoé en la hipdéfisis de los animales tratados con
FLX, sacrificados al primer estro vaginal coincide con lo reportado en la literatura. Nunez y
colaboradores (1981) mostraron que al incubar adenohipéfisis de murciélago con FLX se
observa una mayor cantidad de granulos que contienen 5-HT en los gonadotropos. Ademas
de recapturarse en la hipdfisis (Johns y col., 1982), la 5-HT también se sintetiza. Cortés
(2009) mostré que la inyeccion intraperitoneal de 5-HTP, precusor de la 5-HT, a ratas
hembras de 30 dias de edad incrementa la concentracion de esta amina en la hipdfisis de los
animales tratados, donde la 5-HT sintetizada in situ es otra fuente de este neurotransmisor.
También, en estudios en previos de nuestro laboratorio, se mostré que en la rata hembra la
inyeccion consecutiva de sulfato de serotonina (S5-HT) por via sistémica estimula la
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acumulacion de la amina en la hipdfisis y en el ovario, y que ademas este evento esta
relacionado con la disminucion en la concentracion de gonadotropinas y de hormonas
esteroides sexuales (Gallegos, 2007; Romero, 2009). El bloqueo de la recaptura de 5-HT en
la hipdfisis mediante la administracién de cuatro dosis de FLX y el hecho de que la 5-HT
también se sintetiza in situ quizas explique el incremento en la concentracion de 5-HT.

En el ovario de la rata no se ha mostrado la presencia de la proteina SERT, mientras que
en el ratbn se ha observado que esta distribuida en los ovocitos y células del complejo
cumulus (Amireault y Dubé, 20052 b; Dubé y Amireault, 2007). A diferencia del SNC, en los
ovarios se expresa la isoforma TPH1 (Amireault y Dubé, 2005P), la cual tiene mayor afinidad
por el Trp lo que resulta en el aumento de la biotransformacion a 5-HT (McKinney y col.,
2005). Estas evidencias nos permiten plantear que el incremento en la concentracion de 5-
HT que se observé en el ovario de los animales inyectados con FLX se deba a la accion
directa del farmaco al inactivar a la SERT, la cual es blanco de la FLX (Wong y col., 2005) y
al aumento en la biotransformacion del Trp en 5-HT.

Una posible explicacion a la falta de cambios en la concentracion del 5-HIAA en ovario de
los animales tratados con FLX es la inhibicion de la enzima MAO-A ya que en SNC se ha
observado que la FLX actda como un inhibidor no competitivo de la misma (FiSar y col.,
2010), lo cual se traduce en la disminucion de la actividad de la enzima.

El mayor numero de foliculos primarios sanos (clase 1) que se observé en el ovario de
los animales que recibieron el tratamiento agudo coincide con el incremento en la
concentracion de E> en suero y la presencia de foliculos antrales sanos, que aunque no
aumentaron en namero, es en ellos en los cuales se sintetiza E>. Posiblemente el E2 estimuld
la proliferacion de las células de la granulosa de los foliculos primarios e incremento su
namero. Esta idea se basa en el hecho de que se ha observado la presencia de abundante
ARNm y proteina de receptores a estrogenos en células de la granulosa de foliculos en
diferentes etapas de desarrollo (Chronowska 2012) y que es esencial para la proliferaciéon y
estratificacion de estas células.

En el humano la exposicion prenatal a FLX estimula la expresion del receptor a IGF-1 en la
placenta (Davidson y col., 2009) y en las células de la granulosa bovinas en cultivo, el IGF-I
estimula la sintesis de E> ademas de la proliferacion de estas células (Rawan y col., 2015).
Asi, otra probable explicacion al incremento de la concentracion de E»> y al numero de
foliculos sanos es el aumento en la expresion del receptor a IGF-I, que en los ovarios de los
mamiferos estimula el crecimiento de los foliculos primordiales (Ojeda y Skinner, 2006).
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Segun Lister y colaboradores (2009), el tratamiento con FLX en peces reduce la expresion
del receptor a FSH, lo cual resulta en la disminucién de la concentracion de E2. En nuestro
estudio, observamos el efecto opuesto. Estas diferencias posiblemente son el resultado de
caracteristicas especificas de cada especie, asi como del tiempo de exposicion al farmaco.
Aunqgue no existe informacién del mecanismo de regulacién por el cual la administracion de
FLX modula el proceso esteroidogenico. El incremento en la concentracion de Ez en los
animales a los que se les inyectd una sola dosis de FLX y que fueron sacrificados 72h
después, posiblemente estad vinculada con la estimulacién del receptor 5-HT2a y como
resultado de una via de sefalizacién que culmina con la induccion de la expresion y actividad
de la aromatasa, ya que en lineas celulares de coriocarcinoma humanas, el estimulo del
receptor 5-HT2a con agonistas especificos incrementa la expresion de la aromatasa, asi como
su actividad catalitica (Klempan y col., 2011) y se sabe que este receptor esta presente en
las células de la granulosa del raton y rata, tipo celular donde se transforma la T en E»
(Amireault y Dube, 2005; Romero 2009).

En nuestro estudio se observo el retraso de la edad en la que se presento el primer
estro, es decir, la cornificacion o queratinizacion de las células de la vagina, la cual depende
de la actividad de los estrégenos (Miyagawa e lguchi, 2015; Liang y col., 2015), posiblemente
es el resultado de la acumulacion gradual de NFLX (metabolito activo de la FLX) en este
organo. Lupu y colaboradores (2015) mostraron que en el medio donde se cultiva la linea
celular de cancer de mama T47D-Kbluc, la adicion de NFLX resulta en el aumento de la
actividad de los receptores a estrégenos y que este efecto se potencia con el incremento en
la concentracion de NFLX. Asi, una posibilidad es que la NFLX se haya acumulado
gradualmente en el epitelio vaginal con lo que se estimulé la actividad de los receptores a
estrogenos presentes y la transformacion de las células.

Moran y colaboradores (2012) mostraron que la inyeccion intraperitoneal de S5-HT
disminuye la concentracion de LH en suero, lo cual se acompafia de la disminucion del
namero de animales ovulantes. Los autores postulan que este efecto es el resultado de que
la 5-HT en la hipofisis inhibe la secrecion de LH, lo cual se reflejé en la disminucion del
namero de ovocitos liberados. En contraste, en nuestro estudio no observamos la
disminucion de la concentracion de LH, pero si menor el nimero de ovocitos liberados por los
animales tratados con FLX. Una posibilidad es que la 5-HT estimulé la contraccion de los
vasos sanguineos que ingresan al ovario y de esta forma se redujo el aporte de LH a la
gonada. Ya que en la rata el estimulo de los receptores 5-HT2a, 5-HT2g y 5-HT7 distribuidos
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en venas inducen la contraccion de las mismas (Linder y col., 2010). También, algunas
aminas biogénicas como la 5-HT modulan la respuesta del ovario a las gonadotropinas.
Cuando en los ovarios de rata se elimina la inervacion catecolaminergica, el nimero de
receptores a LH disminuye (Marchetti y col., 1987). Otra posibilidad es que el menor nimero
de ovocitos liberados por los ovarios de los animales tratados con FLX es el resultado de que
la 5-HT inhibe la expresién de los receptores a gonadotropinas, en particular los de la LH. Sin
embargo, no existe informacion que muestre el posible mecanismo por el cual se lleve a cabo
este evento.

En los ovarios de los animales tratados con FLX, sacrificados al primer estro se presento
mayor numero de foliculos de las clases 1, 2 y 3 ademas de que se alter6 la estructura de los
mismos. Estos resultados coinciden con lo reportado por Moore y colaboradores (2015)
quienes mostraron que la administracion perinatal de FLX estimula el incremento del nUmero
de foliculos totales en el ovario de las crias en la edad adulta, y son particularmente los
foliculos preantrales y antrales los que se encuentran en mayor proporcion, ademas de que
presentan mayor namero de células del foliculo en apoptosis.

La 5-HT es un regulador de la proliferacion celular y de la neurogénesis en la zona
subgranular (SGZ) del giro dentado en el hipocampo de la rata adulta (Malberg y col., 2000),
mientras que en el ovario no se tienen datos de sus efectos vinculados con estos procesos
(proliferacién y diferenciacion celular). Sin embargo, una posible explicacién al aumento en el
namero de los foliculos de las clases 1, 2 y 3 puede ser el resultado de la induccion de la
proliferacion y diferenciacion de células madre de la linea germinal (GSC, por sus siglas en
inglés) por la accion de la 5-HT, cuya concentracion fue mayor en el ovario de los animales
tratados con FLX.

La idea de que en el ovario de la rata exista una poblacion de células troncales (stem cells)
capaces de desarrollarse en ovocitos, blanco de la accion de la 5-HT es apoyada por el
hecho de que en los ovarios del ratén y ser humano se ha identificado la presencia de la
proteina homéloga de ratbn VASA (MVH por sus siglas en inglés), la cual se expresa
principalmente en el ndcleo y citoplasma de células germinales (Johnson vy col., 2004; Noce
y col., 2001), y cuya funcion es la de transportar y ensamblar ARNm durante la ovogénesis
(Albamonte y col., 2008). Asi mismo se sabe que la 5-HT induce la expresion de Bcl-2 en el
ovario de la rata (Gallegos y col., 2007), gen que participa en la sobrevivencia celular y que
también esta presente en las células germinales del ovario de fetos humanos donde a su vez
se expresa la proteina VASA (Albamonte y col., 2008). Posiblemente la 5-HT estimulo la
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sobrevivencia de las células germinales al incrementar la expresion de Bcl-2, sin embargo,
para el caso de la rata no se ha mostrado esta relacion.

Otra de las formas mediante la cual la 5-HT posiblemente ejerce sus efectos sobre la
proliferacion y diferenciacion celular en el ovario esta relacionada con el tipo de receptor al
cual se une, ya que se ha observado que cuando en ratones hembra adultas se estimulan los
receptores a serotonina del tipo 5-HTia en el SGZ del giro dentado se favorece la
proliferacion celular del &rea, mientras que cuando en esta zona se estimulan los receptores
del tipo 5-HT> ademas de favorecer la proliferacién se estimula la diferenciacion celular
(Klempin y col., 2010). En el caso de la rata se ha mostrado la presencia de los receptores 5-
HT1a, 5-HT1p ¥y 5-HT2 en el ovario (Tanaka y col., 1993; Bahena, 2009; Romero, 2009; Moore
y col., 2015; Romero-Reyes y col., 2016).

Por otro lado, también se ha mostrado que en SNC la 5-HT induce la proliferacion celular
al incrementar la expresion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF). Asi mismo se
ha observado que cuando ratones son inyectados intraperitonealmente con FLX, se
incrementan los niveles de BDNF y la incorporaciéon de BrdU en diferentes regiones del
encéfalo (Hodes y col., 2010). EI BDNF se ha detectado en el ovario de los mamiferos,
particularmente en el ovocito y en células foliculares durante etapas tempranas del desarrollo
folicular (Linher-Melville y Li, 2013). En los ratones se ha mostrado que la menor expresion
de BDNF en los ovarios resulta en la disminucion del nimero de ovocitos liberados (Wu y
col., 2012), lo que concuerda con los animales tratados con FLX, sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

En nuestro estudio observamos el incremento de la fragmentacion de los ovocitos y la
presencia de multiples ovocitos en un mismo foliculo de los animales tratados con FLX, asi
como mayor concentracion de 5-HT en la gonada. Los efectos de esta amina en la
proliferacion celular en los ovarios de los mamiferos se desconocen, sin embargo, en otros
tejidos, se sabe que la 5-HT induce la proliferacion mediante la unidbn a sus propios
receptores, tal es el caso del 5-HTip (Cattaneo y col., 1994). El hecho de que no
incrementara significativamente el ARNm para el receptor 5-HTip el dia del primer estro
vaginal, probablemente como resultado de que el ARNm aument6 previamente al momento
en el que se evalu6 el mensajero y de que en el dia del primer estro vaginal habia una mayor
cantidad de la proteina y no de ARNm, ya que existen genes que codifican para proteinas
que se traducen a tasas muy bajas y cuya traduccion se incrementa como respuesta a
estimulos externos (Mata y col., 2005). Posiblemente la mayor concentracion de 5-HT en el
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ovario de los animales inyectados con FLX actué como un estimulante para inducir la
traduccion del ARNm a proteina .para el receptor 5-HT1p.

En este estudio se mostré que la administracion de FLX en la rata prepuber retrasa el
inicio de la pubertad, provoca anormalidades en el crecimiento folicular y la ovulacion. En el
animal adulto la administracion prolongada de FLX produce hiperprolactinemia, alarga la
duracion de las etapas del ciclo estral, entre otros efectos.

Dado que este farmaco se utiliza en pacientes prepuberes y puberes para el tratamiento de
algunas patologias mentales. Seria importante considerar los potenciales efectos del uso de

este tipo de medicamentos en edades tempranas sobre la salud reproductiva de los adultos.
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Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en este estudio concluimos que:

o La 5-HT estimula la sintesis de E2 por el ovario y como resultado aumenta el nimero

de foliculos primarios sanos.

o EIl bloqueo sub-crénico de la recaptura de 5-HT retrasa la edad en que se presenta el

primer estro vaginal.

o La inhibicion sub-cronica de la recaptura de 5-HT resulta en un menor nimero de
ovocitos liberados en el dia del primer estro vaginal.

o En el ovario de la rata prepuber, el bloqueo sub-crénico de la recaptura de 5-HT

incrementa la concentracion de 5-HT.
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Anexo

1.- Extraccion de RNA por TRIzol®.

Se obtuvieron los ovarios en condiciones estériles y se colocaron en tubos de
polipropileno. Las muestras se guardaron a -70°C hasta su procesamiento. Se agrego
1 ml de TRIzol® (Life Technologies Invitrogen, Carlsbad, CA) por cada 50-100 mg de
tejido y se homogeneizo completamente con un politron®. El volumen de la muestra
no debe exceder de un 10% el volumen del reactivo.

1.2.-Separacion de las Fases.

Las muestras homogeneizadas se incubaron por 5 min a temperatura ambiente (TA)
para permitir la disociacion del complejo de nucleoproteinas.

Se agregaron 200 pl de cloroformo por cada 1 ml de TRIzol® empleado y se agito
vigorosamente durante 15 seg. Se vertié el contenido en un tubo de microcentrifuga

de 1.5 ml (nuevo y estéril).

Se incubaron las muestras por tres 3 min a TA y se centrifugaron a 12000xg durante
15 min. Después de la centrifugacion la mezcla se separd en una fase inferior roja
(fenol/cloroformo), una interfase blanca (ADN/proteinas) y una fase superior incolora
(acuosa) donde permanece el ARN.

1.3.-Precipitacion del ARN.

Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo nuevo y estéril

Se agregaron 500 pul de isopropanol para precipitar el ARN, las muestras se incubaron
durante 24 horas a -20°C.

Las muestras se centrifugaron a 12000xg por 20 min. EI ARN precipitado forma una

masa algodonosa en el fondo y a un lado del tubo.

76|Pagina



Anexo 1

1.4.-Lavado del ARN.

» Se decant6 el liquido sobrenadante en un pedazo de papel absorbente. Se agregé 1ml
de etanol al 75% en agua con Di-Etil-Pirocarbonato (DEPC) al 1% (Sigma Chemical,
St Louis, USA). Se mezclo la muestra hasta que “volé el pellet”. Se centrifugd a
7500xg por 5 min.

1.5.-Resuspencion del ARN.

» Se decanto el liquido sobrenadante en papel absorbente y se dejé secar el exceso de
liquido con el tubo hacia abajo por 10 min.

» Se resuspendio el ARN en 50 pl de agua estéril con DEPC, pipeteando repetidamente.
Se guardd a -20°C o -70°C.

La concentracion del RNA extraido se evalué con el NanoDrop 2000 Spectrophotometer
usando 1.5 pl del ARN resuspendido en agua con DEPC. Para determinar la integridad del
ARN se hizo una electroforesis con un gel de agarosa al 1% en donde se colocé 1.5 pl del

ARN més 2.2 ul de bromuro de etidio con el buffer de carga.
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ABSTRACT

Fluoxetine (FLX), a selective serotonin reuptake inhibitor is an antidepressant in the treatment of
mood disorders. Its impact on reproductive processes is incompletely known. The present study ana-
lyzed the reproductive effects of FLX in prepubertal female rats. Two experiments were conducted.
First (acute administration), 30-day-old female rats were injected intraperitoneally with 5mg/kg of
fluoxetine-hydrochloride, and were terminated 24, 48 or 72 h after the treatment. Second (subchronic
administration), FLX was injected on days 30-33 of age, and the animals were terminated the day of first
estrus. In acute treatment estradiol concentration increased to 72 h. In subchronic treatment increased
serotonin concentration in ovaries and decreased the number of ova shed. An increase in number of
atretic follicles and oocyte fragmentation was observed in these animals. The results suggest that FLX
acts on the ovary or hypothalamus-pituitary axis resulting in modifications of the follicular development
and ovulation.

Qocyte
Follicle development

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

5-Hydroxytryptamine (5-HT) is a biogenic amine that par-
ticipates in the regulation of the hypothalamus-pituitary-ovary
axis. This amine is synthesised from the essential amino acid -
tryptophan by the action of tryptophan hydroxylase (TPH) and is
metabolized by monoamine oxidase (MAO) to 5-hydroxyindole-3-
acetic acid (5HIAA). These enzymes are the rate-limiting steps in
the pathways of 5-HT synthesis and metabolism, respectively. 5-
HT acts via 5-HT receptors, which are divided into classes 5-HT1 to
5-HT7 and are further subdivided into subtypes that range from A
toF|[1].The serotoninergic receptors have an extensive distribution
in the body, including the reproductive axis [2-6].

Within the central nervous system (CNS), the major sources
of 5-HT are the neurons located in the raphe nuclei, which send
serotoninergic fibres to various regions, including the hypothala-
mus | 2]. In the hypothalamus, 5-HT participates in the modulation
of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) secretion [5/]. In turn,
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0890-6238(/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

GnRH stimulates the secretion of the gonadotropins, follicle-
stimulating hormone (FSH) and luteinising hormone (LH), by the
pituitary. The binding of 5-HT to the 5-HT2 receptor stimulates the
secretion of GnRH and FSH, while LH secretion is modified when
the 5-HT1 and 5-HT2 receptors are activated |6].

Additionally, the serotonergic system in the pituitary is asso-
ciated with gonadotropin secretion. In some mammals, the
gonadotrophs exhibit granules formed from 5-HT and FSH or 5-
HT and LH [5]. Furthermore, these cells show the capacity for 5-HT
reuptake [7].

The potential involvement of 5-HT in the regulation of the repro-
ductive axis is not limited to the regulation of the hypothalamic or
pituitary function. 5-HT has been detected in the ovaries, oviducts
and uterus [8]. In the ovaries of mice, Amireault and Dube [4] iden-
tified a serotoninergic system that includes TPH, MAO, and the
serotonin transporter protein, SERT, along with 5-HTD1 [9] and 5-
HT7 in the oocytes. In addition, 5-HT2A and 5-HT2B receptors were
detected in cumulus cell complex [10].

Several findings in model species suggest an important role of
5-HT in the regulation of ovarian function. 5-HT levels fluctuate
during the estrus cycle, with the highest levels occurring during the
estrus stage, suggesting that the fluctuations in 5-HT are associated
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with ovulation [ 11]. In bovine females, 5-HT is associated with the
regulation of steroidogenesis. Culturing bovine corpus luteum due
to the cells in presence of 5-HT increased progesterone (P4) secre-
tion, perhaps due to the cells expressing serotonin receptor types
5-HT1 and 5-HT2 [12]. According to Moran et al. [13], in the rat
5-HT inhibits estradiol secretion and diminishes ovulation.

Also, during prepubertal development of female rats, 5-HT
acts on the hypothalamus-hypophyseal-gonadal axis [ 13-16], and
has been implicated in modulation of the secretion of GnRH,
gonadotropins and steroid hormones that regulate the onset of
puberty and ovarian functions. This idea is based on the observation
that elimination of serotoninergic innervation arising from the dor-
sal raphe nucleus in 30-day-old prepubertal female rats, delays the
timing of puberty, modifies LH release and blocks ovulation on the
day of the first vaginal estrus, and increases atresia in preovulatory
follicles [17].

Several substances enhance or inhibit serotonergic activity, and
are used in the treatment of psychological and physical disor-
ders; among these is FLX, Prozac®, a selective serotonin-reuptake
inhibitor (SSRI). The target of FLX is the SERT. Inhibition of SERT
results in an increase in the extracellular 5-HT concentration,
which increases the activity of the serotoninergic system in var-
ious regions of the forebrain, including the hypothalamus [ 18]. FLX
also acts as an antagonist of the 5-HT2 serotonin receptors [19].
FLX is prescribed in the treatment of mood disorders in the general
population, including children and adolescents [20-22].

Relatively few studies have investigated the effects of FLX
on reproductive functions in females, particularly in mammals.
In contrast, there are reports of toxic effects of FLX in the
hypothalamic-pituitary-gonadal axis in fish. In these organisms,
exposure to FLX decreases egg production and is considered an
endocrine disruptor [23].

In adult female rats of the Fischer strain with regular estrus
cycles, chronic FLX administration lengthened the estrus cycle [ 24].
When the treatment was applied to rats of the Sprague Dawley
strain, only 40% showed modifications of the estrus cycle [25]. The
effect of FLX on the estrus cycle can be related to the modification
of gonadal steroid hormone secretion because it has been shown
that estrogens regulate changes in the vaginal epithelium during
the estrus cycle stage.

Treatment of rats with FLX induces hyperprolactinaemia,
anovulation and decreased serum concentrations of P4 and estra-
diol (E2) [26,27]. These findings suggest that FLX affects the
serotonergic system of the hypothalamus, which results in the
modification of LH and prolactin (PRL) secretion. Moore et al. 28]
observed that female offspring have longer cycles after exposure to
FLX in utero until weaning, with increased numbers of ovarian folli-
cles and apoptotic ovarian cells. These results show that prolonged
ingestion of FLX during pregnancy induces adverse effects on the
sexual development of female rats and modifies some reproductive
parameters. According to the authors’ interpretation of the results,
these effects may be related to changes in follicular development.

Based on the knowledge that 5-HT is involved in the modula-
tion of secretion of hormones that regulate the sexual maturation
and onset of puberty in female rats, it is possible that the onset
of puberty and first ovulation can be vulnerable to changes in the
activity of serotoninergic system induced by the administration
of the FLX. To our knowledge, no study has been conducted to
analyze the effects of administration of FLX throughout the prepu-
bertal period on sexual maturation and ovarian functions in rats.
Therefore, the aim of present study was to analyze the effects of
FLX administration in onset of puberty and ovarian functions in
prepubertal rats. To accomplish this objective and following the
paradigm of the hypothalamus-pituitary-gonad axis, we first ana-
lyze the effects of FLX on serotoninergic system; then in circulating
gonadotropins and sexual hormones; then in the onset of puberty,

the ovary structure and function; then 5-HT1D receptor expres-
sion. We showed that FLX administration induced an increase in
5-HT in the ovaries. This increase resulted in an alteration of the
ovarian structure and a decrease in the number of ova shed. Thus,
our study may provide new insight to the knowledge of possible
consequences of FLX consumption during sexual maturation at the
onset of puberty, on ovarian function and reproduction.

2. Materials and methods
2.1. Animals

All experiments were performed following the guidelines estab-
lished by the Mexican Law of Animal Protection Guidelines
Treatment. The Committee of the Facultad de Estudios Superi-
ores Zaragoza, UNAM, approved the experimental protocols (Letter
03/01/2012).

Four-month-old healthy pregnant rats of the CII-ZV conven-
tional strain, no SPF, from our breeding stock, were housed
individually in polycarbonate cages with bedding materials. These
animals were maintained under standard room conditions, con-
trolled temperature at 21 °C, humidity between 37% and 40%, with
lights on from 05:00 to 19:00 h; with free access to food (Purina
chow pellets, México) and water previously purified with filters.
CII-ZV inbred strain is derived from Long-Evans and Wistar rats.
CII-ZV strain was bred in the biotherium of the Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza (UNAM, México). This strain was characterized
forvarious reproductive parameters, such as age of vaginal opening,
age of first vaginal estrus, length of estrus cycle, litter size at birth,
fecundity and litter size at parturition. These parameters are similar
among ClI-ZV, Long-Evans and Sprague-Dawley [29]. On postnatal
day 1, the number and gender of live offspring of each dam was
determined and the litter size was culled to 7 pups, comprised of
six females and one male. The excess of offspring were donated
to other experimental protocols. The pups had free access to their
dams and were weaned at 21 days of age after which they had free
access to food (Nutri-cubos, Purina S.A., México) and tap water.
At postnatal day 30, females were randomly allocated into dif-
ferent experimental groups: Untouched, injected intraperitoneally
with saline solution (0.9%) (Vehicle, VH) or with 5 mg/kg of fluox-
etine hydrochloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), the minimum
effective dose for the modification of the SERT protein in the CNS
[30-32]. The animals were euthanized by carbon dioxide inhalation
followed by being bled between 12:00 and 13:00 h.

At autopsy the pituitary, ovaries and brain were removed and
placed in a cold saline solution. After removal from the brain, the
anterior and medial hypothalami were sectioned following the
parameters of the stereotaxic atlas of Paxinos [33]. The issues were
stored at —70°C until the 5-HT and 5-HIAA concentrations were
measured using high-pressure liquid chromatography (HPLC) [34].

2.1.1. Experiment 1: effects of acute administration of FLX on the
serotoninergic system in the hypothalamus-pituitary-ovarian
axis and serum steroid levels

FLX is rapidly transformed to its major metabolite, norfluoxe-
tine (NFLX), but the retention times for these drugs in the serum
and particularly in tissues is long [32|. The prolonged retention
extends the effects of the drug on 5-HT reuptake in the tissues.
We also observed that variation of 5-HT concentration in ovaries
was associated with modifications in steroid secretion | 13]. There-
fore, we decided to monitor the effects of a single dose of FLX
on the levels of 5-HT and its metabolite, 5-hydroxyindole-3-acetic
acid (5-HIAA), in the anterior and medial hypothalami, pituitary
and ovaries and of progesterone (P4), testosterone (T) and 173-
estradiol (E2) in serum. Groups of rats of 30-days-old were injected
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Fig. 1. Experimental timeline. Acute treatment; 30-day-old rats were injected with
saline solution (VH) or fluoxetine (FLX) (one dose) and sacrificed 24, 48 or 72 h after
treatment. Subchronic treatment; 30-day-old female rats received treatment with
VH or FLX daily from the day 30 to 33 (four doses) and were terminated on the day
of the first vaginal estrus.

intraperitoneally with a single dose of 5 mg/kg of FLX (n=40) or VH
(n=21). An untreated control group (n=23)was also used. Animals
were terminated 24, 48 or 72 h after the treatment (Fig. 1).

2.1.2. Experiment 2: effects of subchronic administration of FLX
on puberty onset, the serotoninergic system in the
hypothalamus-pituitary-ovarian axis, ovulation and serum
hormone levels

To determine whether FLX treatment induces changes in the
onset of puberty, another group of rats was injected intraperi-
toneally daily with the same dose of FLX (n=17) used in the first
experiment or VH (n=14), from 30-days-old until day 33 (Fig. 1).
Also an untreated control group was included (n=17). The day
of vaginal opening (puberty) was recorded and thereafter vaginal
smears were taken daily between 10:00 and 11:00 h. The first estrus
was identified by the presence predominantly of cornified epithe-
lial cells in vaginal smears. The animals were euthanized by carbon
dioxide inhalation followed by being bled on the day of first vaginal
estrus. At autopsy, the oviducts were dissected, and the ova shed
were removed and counted with the aid of a dissecting microscope.
The ovulation rate was calculated with the following relationship:
number of ovulating animals/number of treated animals.

2.2. Quantification of 5-HT and 5-HIAA

The tissue samples were weighed and homogenizedin 0.1 N per-
chloric acid (150 .l was used for the pituitary and 300 .l for the
hypothalamus and ovaries). The homogenates were centrifuged at
12,500 rpm for 30 min at —4 °C. The supernatant was filtered using
0.2-pm regenerated cellulose filters. One hundred microliters of
this extract was injected into the HPLC system (PerkinElmer Co.,
USA, Model LC-250). The concentrations of 5-HT and 5-HIAA were
quantified electrochemically, using a LC-4C amperometric detector
and an LC-4A glassy carbon transducer cell at a potential of 850 mV.

The mobile phase consisted of previously filtered and degassed
0.1 M citrate buffer (pH 3.0) with 175 mg of 1-octane sulfonic acid.
Twenty millilitres of acetonitrile and 21.5ml of tetrahydrofuran
were added. The system was calibrated with a standard curve
obtained by injecting stock solutions with concentrations ranging
from 0.1 to 1 ng/ml, which were prepared in perchloric acid on the
day of the experiment. The amine and its metabolite were identified
by the retention times compared to the standards, and the 5-HT and
5-HIAA concentrations were determined by comparing the ratios
of the peak heights of the unknown samples with those of their
respective standards. The results are expressed as nanograms of
neurotransmitter per milligram of tissue (ng/mg).

2.3. Analysis of the serum concentrations of FSH, LH, P4, T and E2

After decapitation, blood from the trunk was collected, held
at room temperature for 20min and centrifuged at 3500 rpm for
15 min. The serum was stored at —20°C, until the FSH, LH, P4, T and
E2 concentrations were measured. FSH and LH were measured by
radioimmunoassay (RIA) using a double-antibody technique, with
the protocol and reagents supplied by the National Hormone and
Pituitary Program (Baltimore, MD, USA). The results are expressed
as ng/ml relative to the reference preparations NIH LH-RP2 and
FSH-RP2. The intra- and interassay coefficients of variation were
5.74 and 7.9% for FSH and 6.82 and 9.32% for LH, respectively.
The steroids were measured using enzyme-linked immunoassays
(ELISAs) with kits provided by AccuBind (Monobind Inc., Lake For-
est, CA, USA). The sensitivities of each assay were as follows: P4,
0.105 ng/ml; T, 0.038 ng/m!; and E2, 6.5 pg/ml [35].

2.4. Analysis of the follicular population

The ovaries of the animals euthanized on the day of the
first vaginal estrus were fixed in Bouin's fluid for 24h, after
which they were sequentially placed in ethanol 70% (180 min),
96% (90 min) 100% (90min) and chloroform for 2 h. The tissues
were then embedded in paraffin for 1h and sectioned serially at
10 pm. The sections were mounted on slides coated with albumin
and stained with haematoxylin-eosin following the methodology
described by Osman [36]. The follicular population was analyzed,
and the follicles were classified into five categories based on their
mean diameters: Class 1: <100 pum, Class 2: 101-199 p.m, Class 3:
200-349, Class 4: 350-499 pm and Class 5: >500 pm. Only folli-
cles with well-defined nuclei and nucleoli were included. Another
parameter studied was the percentage of atretic follicles: atretic
follicles were taken as those presenting pyknosis of granulosa cells,
ovocyte abnormalities, desquamation of the granulosa cells into the
follicular antrum and thickening of the theca cells [37].

2.5. Detection of expression of the 5-HT1D receptor by reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)

The ovaries were keptat —70 °C until mRNA isolation. The mRNA
from three ovaries was isolated according to the TRIzol® protocol
using sterile polyethylene tubes. The mRNA was reverse tran-
scribed using an RT-PCR System (GeneAmp®, USA) in a 5-ul reac-
tion volume at 42 °C for 15 min. The PCR analysis (25 pul) consisted
of 35 cycles of denaturation for 30s at 95°C, primer annealing for
30sat59°C and primer extension for 30 s at 72 °C. For [3-actin [38],
the primers used to produce amplicons of 285 bp were forward 5'-
CGGAACCGCTCATTGCC and reverse 5'-ACCCACACTGTGCCCATCTA.
For 5-HT1D [39], the primers used to produce amplicons of 558 bp
were forward 5'-TGACTGCCTGGTGAACACATCTCA and reverse 5'-
ACAAGCGTTTCAGAGAGTCGTCCT. Five microlitres of each reaction
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Fig. 2. Effects of acute treatment on estradiol concentrations. Mean concentrations
of estradiol (£5EM) in untreated control, vehicle (VH) or fluoxetine (FLX) groups.
Rats were terminated 24, 48 or 72 h after treatment. a, p=0.015; b, p=0.0001 com-
pared to untreated control group. d, p=0.033; e, p=0.004 compared to VH group.

was loaded onto an agarose gel and stained with ethidium bromide.
Both strands of all PCR products were sequenced.

2.6. Statistical analysis

All data were analysed using GraphPad Prism software. 5-HT
and its metabolite, the serum hormone concentrations and 5-HT1D
receptor expression were analyzed using Student’s t-test. The age
of vaginal opening, first vaginal estrus, the number of ova shed,
number of total follicles and atretic follicles were analyzed using
the Mann-Whitney U-test. The ovulation rate was analysed using
a Fisher exact probability test. All values are expressed as the
means £+ S.E.M. A probability of less than 5% was considered sig-
nificant.

3. Results

3.1. Experiment 1: effects of acute FLX administration on the
serotoninergic system in the hypothalamus-pituitary-ovarain
axis and serum steroid levels

There were no differences in progesterone, testosterone and
estradiol concentrations, in the serum of untreated control animals
and those injected with VH (Table 1, Fig. 2).

In the FLX-treated animals and euthanized 24, 48 or 72 h later,
treatment did not change the 5-HT and 5-HIAA concentrations in
the anterior or medial hypothalamus, pituitary or ovaries (data not
shown) and did not alter the serum P4 and T levels (Table 1). How-
ever, the E2 concentrations increased significantly in the animals
terminated 48 or 72 h after FLX administration (Fig. 2).

3.2. Experiment 2: effects of subchronic administration of FLX on
puberty onset, the serotoninergic system in the
hypothalamus-pituitary-ovarian axis, ovulation and serum
hormone levels

3.2.1. The serotoninergic system in the
hypothalamus-pituitary-ovarian axis

FLX exposure did not cause changes in the 5-HT and 5-HIAA
concentrations in the anterior or medial hypothalamus when mea-
sured on the day of the first vaginal estrus. However, in the pituitary
of the FLX-treated animals, the 5-HT concentrations were higher
than those treated with VH (0.24+0.02 vs. 0.29 +0.03 ng/mg
of tissue, p<0.05) while the 5-HIAA concentrations were lower
(0.40 £0.03 vs. 0.27 £0.03 ng/mg of tissue, p<0.05). In the ovaries
of the animals injected with FLX, the concentrations of this amine

Table 2

Mean (+SEM) body weight (BW) (gr), ages of vaginal opening (VO) and first vaginal
estrus (FVE) (days), ovulation rate {OR), concentration of follicular stimulant hor-
mone (FSH), luteinizing hormone (LH), progesterone (P4) (ng/ml), testosterone (T)
(pefml) and estradiol (E2) (pg/ml}, in untreated control rats or with acute admin-
istration of vehicle (VH) or fluoxetine (FLX) and terminated on the day of the first
vaginal estrus.

Groups
Parameters Untreated (n=17) VH(n=14) FLX (n=17)
BW 107.39+3.57 101.99+3.51 109.4+3.15
VO 38.124+045 38+ 0.63 394+ 0.67
FVE 39.11+£0.72 38.21+071 413408
OR 17117 1214 14/17
FSH 4.59+1.07 7.19+£1.73 4.44+1.49
LH 0.22+0.08 0.264+0.07 0.30+0.09
P4 18.61+1.58 19.83 +2.25 20.2+245
T 113+11.03 90+ 10 110+ 10
E2 2490+2.07 30.04+£2.15 31.34+1.98

and its metabolite were significantly greater than those treated
with VH (Fig. 3).

3.2.2. Puberty onset, number of ova shed and serum hormonal
levels

There were no differences in none of the parameters evaluated
between untreated and VH groups (Table 2, Fig. 3).

FLX administration did not alter body weight or puberty onset.
The ovulation rate was not modified (Table 2), but the number of
ova shed by the ovulating FLX-treated rats were significantly lower
than those untreated control animals or injected with VH (Fig. 3).

The serum concentrations of FSH, LH, P4, Tand E2 were similarin
the FLX-treated animals and untreated control animals or injected
with VH (Table 2).

3.2.3. Follicular population analysis

In comparison with the untreated control group or VH group,
the ovaries of the FLX-injected animals had increased numbers of
total follicles in classes two (101-199 um) and three (200-349 p.m)
(Fig.4A), although there were no changes in the total number of fol-
licles in classes 1, 4 or 5. However, the ovaries of the FLX-treated
animals had increased the numbers of atretic follicles in classes
one, two and three (Fig. 4B). Furthermore, structural abnormali-
ties, including oocyte fragmentation and the presence of multiple
oocytes in the same follicle, were observed in the follicles of the
various classes (Fig. 5).

3.2.4. Expression of the 5-HT1D receptor

RT-PCR analysis revealed the presence of mRNA for the 5-HT1D
receptor in the ovaries. FLX treatment did not alter 5-HT1D expres-
sion in the ovaries of the prepubertal rats (Fig. 6).

4. Discussion

In this study we showed that treatment with FLX increased the
levels of 5-HT in the ovaries, diminished the number of ova shed,
and do not change the onset of puberty. At follicular level, the
treatment with FLX increased number of small and medium fol-
licles, and induced abnormalities in the oocytes of these follicles.
These changes may be associated with the presence of the 5-HT1D
receptor in the ovaries [9].

Vaginal opening, first vaginal estrus and first ovulation are
endpoints for determining the onset of puberty [40]. In con-
trol animals the day of vaginal opening was accompanied by
the presence predominantly of cornified cells in vaginal smears
that characterize the first vaginal estrus and occurrence of the
first ovulation. In FLX-treated animals the period between vagi-
nal opening and the first vaginal estrus was two days. This event
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Table 1

Mean (+SEM) of progesterone (P4) (ng/ml) and testosterone (T) (pg/ml), in serum of untreated control rats or with acute administration of vehicle {(VH) or fluoxetine (FLX)
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and terminated 24, 48 or 72 h after the treatment.

Untreated VH FLX
24h (n=10) (n=8) (n=10)
P4 0.99+0.36 1.040.61 2514064
T 0.1+0 0.11+0.01 0140
48h (n=10) (n=9) (n=16)
P4 13.89+3.13 14.6+2.25 19.98 +2.47
T 0.089+0.009 0.13+£0.013 0.01+0.002
72h (n=8) (n=7) (n=14)
P4 10.8 +3.44 12.543.39 5.58+0.98
T 010 0.1+0 0.109 + 0.009
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Fig. 4. Effects of subchronic treatment on distribution of total (A) and atretic follicles (B). Number of follicles; class 1 (<100 pwm), class 2 (101-199 pm), class 3 (200-349 pm),
class 4(350-399 pm) and class 5 (>500 pwm) in untreated control, vehicle (VH) or fluoxetine (FLX) groups, Rats were terminated at the first vaginal estrus. a, p=0.016, p=0.026;
b, p=0.0085, p=0.0166; ¢, p=0.0017 compared to untreated control group. d, p=0.0085; e, p=0.007, p=0.0002 compared to VH group.

could be related to delayed E2 secretion. This idea is supported
because serum E2 levels increase to peak levels and activate the
hypothalamic-pituitary-ovarian axis promoting the first ovulation

[41] and the stratification and cornification of the epithelium of the
vagina [40].

Although acute FLX administration did not modify the 5-HT
concentration in the hypothalamus-pituitary-ovarian axis, this
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Fig. 3. Effects of subchronic treatment on 5-HT and 5-HIAA concentrations. Dis-
tribution of concentrations of 5-HT (A) or 5-HIAA (B) in untreated control, vehicle
(VH) or fluoxetine (FLX) groups (horizontal bars in boxes are median values, boxes
are 25-75% interquartile ranges, vertical lines indicate minimum and maximum
values). (C) Number of ova shed (mean + SE) in untreated control, vehicle (VH) or
fluoxetine (FLX) groups. Rats were terminated at the first vaginal estrus. a, p=0.005;
b, p=0.007; c, p=0.022 compared to untreated control group.d,p=0.018; e,p=0.017
compared to VH group.
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Fig. 5. Subchronic administration of FLX induces follicular abnormalities. FLX
induced a significant number of abnormalities in follicles (A), such as oocyte frag-
mentation (B) or multiple oocytes (C). Micrographs were taken at 400 . Rats were
terminated at the first vaginal estrus. a, p=0.017 compared to untreated control
group. d, p=0.047 compared to VH group.
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Fig. 6. Effect of subchronic FLX-treatment on expression of the 5-HT1D receptor
mRNA. RT-PCR for the 5-HT1D receptor and B-actin control measured in mRNA
extracted from the ovaries of vehicle (VH) or fluoxetine (FLX) groups. Rats were
terminated at the first vaginal estrus.

treatment did modify the E2 concentration in the animals ter-
minated 48 and 72h after treatment. This effect is related to
stimulation off 5-HT2A serotonin receptors in granulosa cells [42]
andinitiation of asignalling pathway that culminates with the stim-
ulation of aromatase expression [43], the enzyme that transform T
to E2; thus in the acute treatment, 5-HT2A is activated and the con-
centration of estradiol increased. There is little information related
to FLX and estradiol production; however, in fish treated with FLX
decrease the expression of FSH receptor and concentration of E2
[23]. In our study, we observed the opposite effect; these differ-
ences are likely the result of the specific characteristics of each
species and time of exposure to FLX.

In the subchronic treatment, a desensitization of the 5-HT2A
receptor could result in non-changes in estradiol levels. The desen-
sitization of 5-HT2A receptor induced by repeated exposure to
agonist or antidepressants has been previously suggest [44-46].
Also the differences in the sensibility of other serotonin receptors
to acute and chronic treatment with SSRIs has been proposed previ-
ously [47]. However, in mammals there is currently no information
regarding the mechanisms of regulation by which FLX modulates
steroidogenesis.

The 5-HT concentrations in the hypothalamus of the FLX-
injected animals terminated on the day of first vaginal estrus did
not change. This lack of change could be result of a reduction in the
biosynthesis of 5-HT in the dorsal raphe nucleus (DRN). It has been
observed that FLX inhibits SERT activity and, as a result, reduces
serotonin reuptake. However, this drug also diminishes the expres-

sion of TPH, the rate-limiting enzyme for 5-HT synthesis, in the
DRN [48]. The DRN is the structure that has the major number of
serotoninergic neurons, whose projections extend to various areas
of the brain, including the hypothalamus. The inhibition of this
enzyme was observed in animals that were treated for 28 days with
5mg/kg/day included in feed. Another possibility is that the trans-
formation of L-tryptophan to 5-HT is not sufficient to increase the
5-HT concentration in the hypothalamus of the FLX-treated ani-
mals. This possibility is supported by the observation that the TPH2
isoform identified in the CNS has a low affinity for L-tryptophan
[48,49].

The increased concentration of 5-HT observed in the pituitary of
the FLX-treated animals and the deceased levels of its metabolite 5-
HIAA are consistent with a preliminary report that showed that this
drug inhibits 5-HT reuptake | 7]. When the anterior pituitary of bats
were incubated with FLX, the number of granules that contained 5-
HT in the gonadotrophs increased, suggesting that these cells have
the capacity for 5-HT reuptake [50].

It is possible that the increase in the concentration of 5-HT
observed in the ovaries of the FLX-treated rats resulted from the
direct inhibition of SERT, the target protein for FLX, in this organ
|20]. In mice, SERT was detected in oocytes and cumulus cell
complexes [4,10,42]. These results support the idea that the 5-HT
accumulation in the ovaries is the result of the inhibition of SERT
activity. Additionally, unlike the CNS, the ovaries express the TPH1
isoform, which has a high affinity for L-tryptophan and therefore
increases the 5-HT concentration [51].

One possible explanation for the lack of changes in 5-HIAA lev-
els in the ovaries of FLX-treated animals is associated with the
FLX-mediated inhibition of MAO-A activity. In the CNS, it has been
observed that FLX acts as non-competitive inhibitor of this enzyme
[52].

In a previous study Moran et al. [13] showed that an
intraperitoneal injection of 5-HT sulphate diminished the serum
concentration of LH, which was accompanied by a decrease in the
number of ovulating animals. This effect is likely to be the result
of 5-HT-induced inhibition of LH release by the pituitary, which is
reflected in a decrease in the number of ova shed. However, in our
study, we did not observe a decrease in the gonadotropin concen-
trations on the day of vaginal estrus, but did observe a decrease in
the number of ova shed by the FLX-treated animals.

The diminution in the number of ova shed possibly reflect a
decrease in LH levels during the proestrus day preceding the vaginal
opening. Then, possibly the alterations in gonadotropins release,
induced by FLX, modify the follicular maturation before the first
vaginal estrus day. Thus, a full understanding of the effect of FLX on
gonadotropin secretion, in prepuberal female rats, awaits further
study. It is known that some neurotransmitters can modulate the
ovarian response to gonadotrophins. With respect to the results
described above, it has been observed that when the ovaries of
rats were deprived of catecholaminergic innervation, the number
of LH receptors in the ovaries decreased |53]. Thus, one possible
explanation for the lower number of ova shed by the ovaries of the
FLX-treated rats could be that 5-HT affected the expression of the
gonadotropin receptors, especially LH. However, there is insuffi-
cient information to confirm these possible mechanisms.

The FLX-treated animals demonstrated modifications in the
ovarian structure that included increased numbers of small and
medium follicles. Possibly these events are related with the 5-HT
stimulus on the cellular proliferation in these ovarian follicles.

The increase of 5-HT in the ovaries of FLX-treated animals
promotes the follicular development in the first stages of follicle
growth, which is reflected in the rise in the number of small (class
2)and medium (class 3) follicles. These changes are consistent with
previous data reported by other authors, who showed an increase
in secondary follicle number after exposure of female rats to FLX in
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utero |28]. In our study the increase of small and medium follicles
and can be related with the inhibition of follicular development
progression.

The mechanism underlying the increase of the number of
preantral follicles in the ovaries of FLX-treated animals is not under-
stood. However, it is possible that elevated 5-HT levels in the ovary
can directly affect the response of granulosa cells to gonadotropins.
Another possibility is that 5-HT modifies local production or action
of intraovarian growth factors that modulate the growth, differ-
entiation and survival of preantral follicles. In this regard, there is
evidence that follicular growth is controlled by gonadotropins and
locally produced factors, such as estradiol and insulin-like growth
factor. Also, it has been shown that development of primary and
secondary follicles is dependent of local regulators [54].

The observation that the 5-HT concentration was higher in the
gonads of these animals provides a possible explanation for the
increase in the follicle numbers in the ovaries of the FLX-treated
animals. Specifically, it is known that 5-HT regulates the cellular
proliferation in the sub-granular zone (SGZ) of the dentate gyrus of
the hippocampus in the adult rat [55]. The pathway by which 5-HT
induces proliferation in CNS may be through an increase in brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) expression. It was observed
thatwhen mice were injected intraperitoneally with FLX, BDNF lev-
els increased in multiple brain regions; bromodeoxyuridine (BrdU)
incorporation also increased [56]. BDNF has been detected in the
ovaries of mammals, particularly in the oocytes and follicular cells
during the early steps of the follicular development. In mice, it has
also been shown that a decrease in the levels of BDNF in the ovaries
diminishes the oocyte development potential [57].

In our study, we observed increased abnormalities of the oocytes
in the ovaries of the FLX-treated animals and high 5-HT concentra-
tions in the gonads. The effects of this amine on cell proliferation
in the ovaries of mammals are unknown, but in other tissues, it is
known that 5-HT can induce cell proliferation via action through
its receptors, including 5-HT1D [58].

Thus, the manner in which 5-HT affects cellular proliferation in
the ovary may be related to the receptor type to which it binds.
It has been observed that stimulation of the receptor type 5-HT1A
in the dentate gyrus of the SGZ of female rats stimulated cellular
proliferation in that zone. In the same zone, stimulation of the type
5-HT2 receptors promoted cellular differentiation and proliferation
[55]. Pharmacological studies in rats have demonstrated the pres-
ence of 5-HT1 and 5-HT2 receptors in the ovaries [59]. Previously,
various studies in mice identified a local serotoninergic network in
the ovaries [4-10]. In the present study, we used RT-PCR to show
that the 5-HT1D receptor is also expressed in the rat ovaries and
that its expression tended to increase after FLX injection. These
results suggest that the 5-HT in this organ could be associated with
the stimulation of cellular proliferation and the increased numbers
of small and medium follicles. The absence of any changes in the
concentrations of the gonadotropins or steroid hormones supports
this interpretation.

Finally, according to Turner et al. [60], the pharmacokinetics of
substances injected intraperitoneally by the oral route is similar.
However, these routes of administration may affect differentially
the levels, absorption and metabolism of FLX. The intraperitoneal
injection permits a rapid absorption and distribution of drugs [60],
as the FLX, which enters the portal vein and thus is metabolized
to norfluoxetine in the liver [30]. Meanwhile, when the drug is
administered orally, the gastrointestinal environments may limit
its absorption. Then we think that we cannot generalize present
result with the humans.

5. Conclusions

1. The sub-chronic administration of FLX induced increase in the
concentration of 5-HT in the ovaries, affecting the onset of
puberty, first ovulation, and follicular development.

2. 5-HT may acts locally in the ovary modulating the follicular
development. It is important to clarify the components of the
local serotoninergic system present in rat ovaries, the pathways
by which 5-HT can induce changes in follicular development,
and the role of FLX in these events.

3. The effects of FLX cannot to extrapolate to human and are
required more studies in superior species. However, it is impor-
tant consider its potential effects on human health care because
the mechanisms that are controlling the sexual maturation are
conserved across the species, including the humans.
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La Fluoxetina Retrasa el Inicio de la Pubertad en la Rata Hembra

Romero-Reyes Jessica (estudiante de posgrado), Aleman-Flores Jessica, Ayala-Escobar
Maria Elena, Aragon-Martinez Andrés, Dominguez Roberto. Unidad de Investigacion en
Biologia de la Reproduccion. Laboratorio de Pubertad. FES Zaragoza, Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM)

La fluoxetina (FLX) es uno de los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS)
mas utilizados para el tratamiento de la depresion en adolescentes. La administracion aguda
de FLX estimula el incremento en la concentracion de estradiol (E2). Sin embargo, se
desconocen sus efectos en parametros reproductivos a largo plazo. En el presente estudio
se analizaron los efectos de la administracion subcrénica de FLX, en la concentracion de
gonadotropinas [(hormona estimulante del foliculo (FSH) y luteinizante (LH)], de esteroides
sexuales progesterona (P4) y estradiol (Ez2), asi como en el inicio de la pubertad y estructura
del ovario.

Ratas hembra de la cepa CII-ZV de 30 dias de edad fueron inyectadas con 5 mg/kg de FLX o
solucion salina (VH) desde los 30 hasta los 37 dias de edad via intraperitoneal. Se
registraron las edades de la apertura vaginal (EAV) y del primer estro vaginal (EPEV),
momento en el cual los animales se autopsiaron. En el suero se evalué la concentracion
sérica de FSH, LH, P4 y E2. Asi como la estructura del ovario.

En comparacion con el grupo VH en los animales a los que se les inyectd FLX, se retraso la
EAV (43.39+1.02 vs. 39.0940.44 (VH), p<0.05) y del EPEV (43.29 + 1.02 vs 39.09+0.44 (VH),
p<0.05), disminuyo la concentracion de FSH (1.34+0.36 vs. 3.91+0.70 (VH), p<0.05). No se
modificoé la concentracion de LH, Pay Ez. En el ovario se incrementé el numero de foliculos
primordiales, primarios, preovulatorios, asi como la fragmentacion del ovocito y la presencia
de multiples ovocitos en un mismo foliculo.

Los resultados generados en este estudio muestran que el bloqueo de la recaptura de
serotonina retrasa el inicio de la pubertad y estimula la presencia de anormalidades en el
foliculo ovarico de la rata prepuber.

Investigacion realizada gracias al programa UNAM-DGAPA-PAPIIT-IN223714

LIX Congreso Nacional de Ciencias Fisiolégicas. 14 — 18 de agosto de 2016. Campeche, Camp.
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Fluoxetina: Efecto Sobre las Funciones del Ovario en la Rata Prepuber

Jessica Romero-Reyes' (estudiante de posgrado), Maria Elena Ayala-Escobar', Pablo
Gustavo Damian-Matzumura®, Roberto Dominguez’. 1. Unidad de Investigacion en Biologia
de la Reproduccion. Laboratorio de Pubertad. FES Zaragoza, Universidad Nacional
Autdbnoma de México (UNAM); 2. Departamento de Biologia de la Reproduccion. Universidad
Nacional Auténoma Metropolitana (UAM).

La fluoxetina (FLX) es un inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina (ISRS),
antagonista de los receptores serotoninérgicos, como el 5-HTp. Se utiliza para tratar
diferentes desordenes emocionales. Sin embargo, se desconocen sus efectos reproductivos,
como las funciones del ovario. En el presente estudio se analizaron los efectos de la
administracién subcronica de FLX en la ovulacion, la concentracion de serotonina (5-HT) y la
expresion del receptor 5-HT1p en el ovario y de estradiol en el suero de la rata.

A ratas hembras de 30 dias de edad se les inyect6 diariamente 5 mg/kg de fluoxetina
hidroclorada via intraperitoneal desde el dia 30 hasta el 33. Como grupo de comparacion se
utilizaron animales a los que se les administré solucion salina al 0.9 % (VH). Los animales se
sacrificaron en el dia del primer estro vaginal. Al momento de la autopsia se realizo la
diseccion de los oviductos y se contd el nimero de ovocitos liberados. En el ovario izquierdo
se cuantificé la concentracion de 5-HT por cromatografia de liquidos de alta precision y en el
derecho se realiz6 el analisis de la expresion del receptor 5-HT1p por reaccion inversa de la
cadena de la polimerasa (RT-PCR) usando el kit RT-PCR System (GeneAmp®, USA). La
concentracion de estradiol se evalué por ELISA.

En los animales tratados con FLX disminuyé el numero de ovocitos liberados en el dia del
primer estro vaginal (7.0£0.8 vs. 9.5+0.3, p<0.05) y en el ovario se incrementd la
concentracion de 5-HT (0.30 + 0.02 vs 0.22 + 0.02, p< 0.05), no se modificé la concentracion
de estradiol y se observd al tendencia al incremento en la expresion del receptor 5-HTp

Los resultados del presente estudio permiten sugerir que el bloqueo de la recaptura de
serotonina en el ovario modifica sus funciones.

Trabajo apoyado por DGPA, PAPIIT-IN223714
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The in vitro culture of preantral follicles to obtain a large number of mature oocytes for in vitro fertilization has been the subject of
intense research. The objective of this study was to compare the efficiency of an alginate three-dimensional in vitro culture system versus a
two-dimensional in vitro culture system for the production of caprine mature oocytes from preantral follicles. Preantral follicles with a diameter
of 150 to 250 pm were isolated by microdissection and cultured for 18 days in microdrops directly on a plastic surface (2D) or encapsulated in
an alginate-based matrix (3D). At the end of the culture period, the oocytes underwent in vitro maturation and fertilization to produce embryos.
Discrete valuables obtained by counting, such as follicular viability, recovery rate and meiotic resumption were analyzed by dispersion of
frequency using the Chi-square test, and the results were expressed as percentages. Hormone assays were assessed using the Kruskal-Wallis
test. Compared to the 2D culture system, the 3D alginate system showed higher rates (P < 0.05) of follicle survival after 18 days of culture (2D
culture system: 51%; 3D culture system: 75%) and a greater number of recovered oocytes for in vitro maturation (2D culture system: 51%; 3D
culture system: 75%; P < 0.05). In both 2D and 3D culture, the preantral follicles cultured in vitro produced MII oocytes (2D, n = 5 and 3D
alginate, n = 1) and 2-cell (n=4), and 8 cell (n = 1) embryos, respectively. The concentrations of estradiol increased from Day 2 to Day 6 of
culture in both 2D and 3D culture systems (P < 0.05). Conversely, progesterone concentrations were lower in 3D alginate-cultured follicles
than in 2D-cultured follicles, with differences on Days 2 and 6 of culture (P < 0.05). The 3D alginate culture system showed higher follicle
survival, resulting in higher oocyte recovery for IVM. We provide compelling evidence that a 3D alginate in vitro culture system offers a
promising approach to achieving full in vitro development of caprine preantral follicles to produce mature oocytes capable of fertilization and
viable embryos. This work was supported by CNPq (RENORBIO: grant number 554812/2006-1).

549. A Novel Topoisomerase-II Inhibitor Increases Follicle Activation in the Neonatal Mouse Ovary in Vitro.
Agnes Stefansdottir', Richard Anderson', lan Adams', Nicola Powles-Glover®, Norah Spears'.
'University of Edinburgh, Edinburgh, United Kingdom; zAstraZeneca, Alderley Park, Chesire, United Kingdom

In almost all mammals, oocytes enter meiosis during fetal life. By birth, they have entered the diplotene stage of prophase I of
meiosis, shortly after which the process arrests. At this point, primordial follicle formation commences as they become surrounded by flattened
granulosa cells. The pool of primordial follicles is non-regenerating and serves as the future source of developing follicles. From birth, cohorts
of follicles from this pool are continually drawn into the growth phase, as their surrounding granulosa cells become cuboidal and proliferate.
Follicle growth and development relies on a complex oocyte-granulosa cell interactive loop, necessary for follicle growth and oocyte
maturation. /n vitro studies using explanted rodent ovaries provide a good research tool for identifying if a particular chemical has potentially
damaging effects on the primordial follicle pool as well as providing potential for studying mechanisms of action at a cellular and molecular
level. Topoisomerase-II is required for winding and unwinding of DNA during meiotic and mitotic replication. The aim of this work was to
investigate the role of toposiomerase-1I on ovary development, by culturing ovaries in the presence of a novel topoisomerase-11 inhibitor.
Firstly, immunohistochemistry was carried out on pre- and post-natal mouse ovary sections using a topoisomerase-II o antibody (Abcam,
ab52934). Topoisomerase-II expression was found to shift from within the germ cells before follicle formation, to the surrounding somatic cells
after follicle formation. We then used a neonatal mouse ovary culture system to assess the effects of the topoisomerase-11 inhibitor on the
follicular pool. Exposure of the cultured explanted newbom mouse ovaries (n=6) to the inhibitor for 6 days in vitro resulted in a dose
dependent increase in the level of follicle activation, with a 30.4% decrease in the number of primordial follicles (p<0.001) and a 22.7%
increase in the number of growing follicles (p<0.0001) in ovaries exposed to the highest concentration of the topoisomerase-II inhibitor
(100uM). In addition, there was a 7.8% increase in the number of follicles with unhealthy oocytes in the exposed ovaries when compared to
controls (p<0.01), although the granulosa cells in these follicles were not obviously apoptotic. The inhibitor might have been expected to
depress follicle growth due to its interference with DNA replication, but overall results show an agonistic effect on follicle growth, resulting in
an increase in the primordial-to-primary follicle transition with increasing dose of inhibitor. Furthermore, since follicle development relies on
bi-directional signals between oocytes and granulosa cells, an initial effect on granulosa cells expressing topoisomerase-II could be resulting in
a secondary effect on oocyte health, which at that point are no longer expressing topoisomerase-11. We are now extending the study to the pre-
natal ovary, currently using an embryonic ovary culture to explore the in vitro effects of the compound on meiosis and primordial follicle
formation.

550. Acute and Sub-Chronic Effects of Fluoxetine on Reproductive Parameters in the Prepubertal Rat.
Jessica Romero-Reyes', Maria Elena Ayala-Escobar', Pablo G. Damian-Matsumura®, Arturo Salame-Méndez?, Roberto Dominguez'.
!Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Mexico City, Mexico; 2Universidad Auténoma Metropolitana (UAM), Mexico City,
Mexico

Fluoxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRIs), is use as an antidepressant in the treatment of mood disorders. It has
been extensively employed in toddlers; however, their impact on reproductive processes has been poorly studied. The objective of this study
was to analyze the effects of acute or sub-chronic administration of fluoxetine in prepubertal rats, on the ovarian follicles, estradiol
concentration and the expression of the ovarian serotonin receptors 5-HT, and 5-HT,. Thirty days old female rats were injected
intraperitoneally with 5 mg/kg of fluoxetine hydrochloride or saline solution (vehicle) (acute) or from days 30 to 33 of age (sub-chronic). A
non-treated control group was also used. In the acute study, animals were sacrificed seventy-two hours after the vehicle or fluoxetine
administration. In the second study, animals were sacrificed at the vaginal opening day (puberty) after four vehicle or fluoxetine
administrations. Serum estradiol levels were measured by the ELISA. Rat ovaries were kept in polypropylene sterile tube at -70°C until
analysis of the serotonin receptors (5-HTp, and 5-HT,y) expression by Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) using the
Access RT-PCR System kit (Promega). Fluoxetine decreased the number of ova shed by ovulating animals compared to vehicle-treated animals
(7.0+0.8 vs. 9.5+0.3, p<0.05) and significantly increased the incidence of atretic follicles and oocyte fragmentation. In order to determine the
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ovary functionality, serum estradiol concentration was measured. Compared to the vehicle group, estradiol concentration increased (50%) after
a single dosage of fluoxetine; surprisingly, in those animals treated with four doses of fluoxetine, estradiol levels were not modified. Since it
has been reported that serotonin induce changes in the estradiol levels, by acting through the interaction of its receptor 5-HT, and 5-HT,p,
their expression was measured. We observed that fluoxetine increased 5-HT,, expression and decrease of 5-HT,5. The results presented herein
suggest that the blockade of serotonin reuptake modifies the ovarian functions and follicular development. We propose that such effects should
be taken in account when fluoxetine is prescribed to girls.

551. Alginate-Encapsulated Domestic Dog Follicle Growth In Vitro Affected by Initial Follicle Size and Presence of Activin.
Jennifer Nagashima', Alexander Travis®, David Wildt}, Nucharin Songsasen®.
!Smithsonian-Cornell JGTP, Front Royal, VA, USA; “Baker Institute / Cornell University, Ithaca, NY, USA; *Smithsonian Conservation
Biology Institute, Front Royal, VA, USA

The ability to grow immature pre- and early antral follicles to the advanced antral stage to produce competent oocytes offers
enormous opportunities for preserving human fertility and the genotypes of rare species. We previously have determined that physical (i.e.,
alginate concentration) and hormonal (presence of follicle stimulating hormone [FSH]) microenvironments influence in vitro development of
pre- and early antral dog follicles. However, variations in response to culture conditions also may be due to different stage-specific
requirements for the in vitro microenvironment during folliculogenesis. In the present study, we assessed the influence of follicle diameter at
the onset of culture on growth under various hormonal conditions in vitro. Domestic dog follicles were divided into three classes based on size:
(1) small, <200 um in diameter, n = 33; (2) medium, 201 um to <300 pm, n = 194 and (3) large, 301 to <500 pm, n = 50, and encapsulated in
0.5% alginate. In Experiment 1, follicles were cultured for 10 days in a medium supplemented with FSH (0, 1, 10 or 100 pg/ml) and luteinizing
hormone [LH] (0, 1 or 10 ng/ml) in a 4 x 3 factorial design. FSH was essential (P < 0.05) for in vitro follicle growth. However, there was no
influence (P > 0.05) of LH and no interaction between the two gonadotropins. A higher (P < 0.05) percentage of growth occurred in the small
(45.6 + 5.6%) and medium (38.9 + 1.6%) compared to the large (25.9 + 2.3%) cohort (mean = SEM). Nevertheless, mean follicle diameter on
Day 10 was higher ( < 0.05) in the large (436.6 + 8.7 um) compared to the small (236.3 + 8.6 um) or medium (336.3 + 4.6) size groups. In
Experiment 2, preantral and early antral follicles were divided into the three size classes and cultured in medium containing 10 pg/ml FSH and
+/- 100 ng/ml activin. Although activin presence promoted improved (P < 0.05) follicle growth in all groups, the small follicles experienced the
most marked (P < 0.05) overall increase in diameter. On average, follicles cultured in FSH plus activin increased 72.6 + 28.5% in size over 10
days compared to only 35.0 = 21.0% for those in FSH alone. Overall, these findings reveal that dog follicles of smaller size have the capacity to
grow more rapidly than their larger counterparts. Although the larger follicles also increase significantly in size, more advanced growth may be
restricted by a physical expansion barrier presented by the rigidity imposed by alginate. Activin clearly offers an enhancement benefit
regardless of initial follicle size. Next steps should focus on exploring a physical microenviroment that allows more expansive follicle growth,
including formation of the critical antral cavity.

552. Androgens Stimulate Follicle Development in Isolated Mouse Preantral Follicles in Culture.
Mhairi Laird', Kate Hardy', Stephen Franks'.
Imperial College London, London, Greater London, United Kingdom

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the commonest endocrine disorder in women of reproductive age and is a major cause of
anovulatory infertility. The most common characteristics of PCOS are hypersecretion of ovarian androgens and abnormal follicle development.
Abnormalities in antral follicle development are well recognized but less is known about preantral follicle development and the role of
androgen exposure at these stages has still to be fully defined. One plausible androgen target protein is anti-Miillerian hormone (AMH), which
is known to have a role in follicle activation. However, studies on the effects of hyperandrogenism on follicular AMH have yielded conflicting
results. The aim of this study was to investigate the effects of androgens, and their interaction with key growth factors, on preantral follicular
growth, survival and steroidogenesis, using culture of isolated follicles from the mouse ovary. Ovaries were collected from juvenile C57BL/6
mice at PND 15. Preantral follicles were mechanically isolated using acupuncture needles and cultured individually in 96 well plates for 72
hours. Follicles were grown in the presence or absence of DHT (a non-aromatisable androgen), testosterone (an aromatisable androgen) or
flutamide (androgen receptor (AR) inhibitor). Subsequent experiments were then conducted with follicles grown in the presence or absence of
DHT, follicle stimulating hormone (FSH) or a combination of DHT and FSH. Follicle diameters were measured at 0, 24, 48 and 72 hours using
Imagel and at the end of culture follicles were either fixed for immunohistochemical localisation of AMH, AR, Ki67 (a proliferation marker) or
caspase 3 (a marker of apoptosis), or snap frozen for gene expression studies. DHT and testosterone (10nM) significantly increased follicular
growth compared to control medium (P<0.0001), while the addition of flutamide reversed this effect. Immunohistochemical studies detected
AMH, AR, Ki67 and occasional caspase 3 in granulosa cells of all preantral follicle treatment groups. Treatment with androgen caused an
increase in the number of AR positive cells compared to control and a gradient of AMH staining was observed. AMH staining was confined to
granulosa cells adjacent to the oocyte in DHT treated follicles, while AMH was observed in the majority of granulosa cells in controls. The
proportion of Ki67 positive cells significantly increased in follicles cultured in the presence of androgen compared to control (P<0.02) while
there were no observable differences in caspase 3 staining. Addition of DHT to preantral follicles decreased gene expression of AMH and
CYP11A but significantly increased expression of follicle stimulating hormone receptor (FSHR) and steroid acute regulatory protein (StAR).
The addition of flutamide ablated these effects of DHT treatment. A similar pattern of gene expression was observed with testosterone
treatment. As expected, treatment with FSH significantly increased follicular growth, Moreover, treatment with a combination of DHT and
FSH significantly increased follicular growth compared to DHT or FSH treatment alone (P<0.0001). In conclusion, this study provides strong
evidence that androgens have a direct role in the aberrant growth of preantral follicles in PCOS by mechanisms which include down-regulation
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¢LA SEROTONINA REGULA DIRECTAMENTE LAS FUNCIONES DEL OVARIO EN LA
RATA PREPUBER?

Romero-Reyes J1, Ayala-Escobar ME1, Damian-Matzumura PG2, Salame-Méndez A2,
Dominguez R1

(marayalamx@yahoo.com.mx)

UIBR. Laboratorio de Pubertad. FES-Zaragoza, TUNAM. México. 2. Universidad Auténoma
Metropolitana lztapalapa, UAM-I.

La serotonina (5-HT) participa en la modulacion de la secrecion de la hormona liberadora de
las gonadotropinas (GnRH) y de las gonadotropinas (hormona luteinizante (LH) y hormona
estimulante del foliculo (FSH), esenciales para el mantenimiento de las funciones del ovario.
En la actualidad se ha incrementado el uso de farmacos que modifican al sistema
serotoninérgico y que son ampliamente utilizados en el tratamiento clinico de diversos
desordenes emocionales, sin embargo, no se han considerado los efectos que estas
sustancias puedan tener en el aspecto reproductivo, especialmente sobre las funciones del
ovario. Por ello, en el presente estudio se evaluaron los efectos de la administracion de un
inhibidor selectivo de la recaptura de 5-HT, la fluoxetina hidroclorada via sistémica sobre la
ovulacion, asi como la sintesis de progesterona y estradiol en la rata.

Ratas hembras de 30 dias de edad de la cepa CIIZ-V se les administro fluoxetina (FLX) en
una dosis de 5 mg/kg de p.c. por via intraperitoneal (ip) disuelta en solucion salina (0.9%)
desde el dia 30 hasta el 33. Como grupo de comparacién se utilizaron animales testigo
absoluto (TA) y aquellos que recibieron solucion salina (VH) ip. A todos los animales se les
registro el dia de la apertura vaginal, a partir de ese momento se tomaron frotis vaginales
diariamente y los animales se sacrificaron el dia que presentaron el primer estro vaginal, al
momento de la autopsia se realizo la diseccion de los oviductos en donde se contd el nimero
de ovocitos con ayuda de un microscopio estereoscopico. Se disecaron el hipotalamo
anterior (HA) y medio (HM), la hipofisis y los ovarios para la evaluacion de 5-HT por
cromatografia de liquidos. En suero se realizd la cuantificacion de progesterona (P4) y
estradiol (E2) por ELISA.

En comparacioén con el grupo TA y VH en los animales que recibieron FLX y sacrificados en
el dia del primer estro vaginal, no se maodificd la concentracion de 5-HT en HA (FLX:
1.35+£0.10 vs. TA: 1.37£0.13; VH: 1.39+0.05, ns) e HM (FLX: 1.05+£0.11 vs. TA: 1.02+0.09,
VH: 1.25+0.12, ns), o hipdfisis (FLX: 0.28+0.036 vs. TA: 0.19+£0.02, VH: 0.24+0.016, ns),
mientras que, en el ovario se increment6 (FLX: 0.30+£0.05 vs TA: 0.204+0.03; VH: 0.19+£0.03,
p<0.05). La concentracion de P4 en el suero no se modifico y la de E2 se incremento en los animales
tratados con FLX (Fig 1) y el numero de ovocitos fue menor (FLX: 7.16+0.79 vs. TA: 9.13+0.35,
VH: 9.45+0.28, p<0.05).



Con base en estos resultados es posible sugerir que el incremento en la concentracion de
5-HT en el ovario inducido por la administracion de FLX ejerce un efecto estimulante sobre la
sintesis de estradiol.
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ABSTRACTS

molecule were upregulated in heifer follicles (ACPS, SLC26A11, ASPM, APLNR).
Analysis of granulosa DEGs identificd one important network comprising gencs
involved in the functions of Cellular Assembly, Organization and Carbohydrate
Metabolism. Here, HNF4A served as a hub molecule, having direct interactions with
several granulosa genes upregulated in heifer follicles (PHTF1. TMEMI28. SRP19,
LAPTM4A, C9ORF64, NUFIP1, RABL0, CPT1A). In summary, follicular fluid P4
concentration and mENA expression for theca and granulosa cell genes involved in
lipid and carbohydrate metabolism, cell-to-cell signalling, cellular assembly and
steroid production were higher in preovulatory follicles from heifers than from cows.
This suggests that dairy heifer follicles are further advanced in luteinization after the
LH surge than cow follicles, which may be beneficial for vocylie maturation, future
CL formation and function, and fertility. Funded by Science Foundation Ircland (07/
SRC/B1156).

cryopreservation of bovine females PE, Itis recommended to work with DMSO, SAC
and [0 TOC mM thawed in MEM, and DMSO.SAC thawed in MEM or SAC 10
eryopreserve the morphology of preantral follicles.

634. Superovalatory Response According to the Status of Various
“ollicular Classes on Day of Initiation of the Superovulatory Treatment in
Cattle. Iraj Ashrafi, Hamid Kohram, and Mchdi Poothamdollah. University of
Tehran, Karaj, lran

Intrinsic factors related to ovanman status at the time of initiation of the
superovulatory treatment can account for a lurge portion of the variability in
superovulatory response, The aim of this swdy was o investigate follicular and
ovulatory responses and responses in terms of fertilized structures and unfertilized
ova in superovulated cows according to the status of various follicular classes on day
0 {day of nitigtion of the superovulatory treatment), on the day of estrus during

632.  Effects of the Inhibition of the Ser Uptake on Sp
Ovulation. Jessica Romero-Reyes, Daniel Bahena-Alvarez, Maria Elena Ayala-
Escobar, Pablo G. Damian-Matsumura, and Roberto Dominguez. Universidad

It ulation, and on the day of embryonic collection. 102 superovulation cycles
were selected. Animal were superstimulated between days 8 and 12 of estrous cycle
\»llh -mﬂlng folltropin-v given in decreasing doses over 4d period and lutcolysis was

Nacional Auwtonoma de Mexico, Mexico City, Mexico: Universidad A
Metropolitana Lztapalapa, Mexico City, Mexico
Serotonin participates in the regulation of ovarian functions (steroidogenesis and
ovulation). Several drugs enhancing or inhibiting serotonergic system are widely used
on the treatment of diverse affective disorders, There is scarce information about the
ul'feu\ of those tlluu on the ovarian functions. anul)lnlwd results si!u“ i!ul the
: P

j of fl hy hloride, @ selective
results in a significant increase in serotonin le\‘ch in the ovaries. Pmu:n! study was
designed to analyze the effects i induced by fl ina in

prepubertal rats, on the first spontaneous ovulation. Thirty-days old female rats
were injected inraperitoneally with 5 mg/kg of fluoxetine hydrochloride or saline
solution (0.9%) (vehicle) from 30 to 33 day. A non-treated control group was also
used. The day of vaginal opening (puberty) was recorded and vaginal smears taken
thereafter. All animals were sacrificed on the day of first vaginal estrus. At autopsy,
ova were counted and serotonin levels in the ovaries of 15 rats (treated and untouched
control) were measured by high-pressure liquid chromatography. The ovaries of
another groups of mis were fixed in Bouin’s fluid, embedded in paraffin wax,
sectioned serially at 10 pm, and stained with hacmatoxylin-cosin;  follicular
population was analyzed and the follicles were classified into three categories based
on their mean diameter: Class 1: <275 pm, Class 2: 275-450 pm and Class 3: =450
pm, The incidence of follicular atresia was recorded. There were no differences in the
age of vaginal opening, between control group and treated with fluoxetine, In
comparison with the control group and vehicle, the concentration of serotonin was
higher in the ovary of animals inj 1 with {1 ine hydrochloride, the ovulation
rate in rats treated was similar to control animals. The number of ova shed by
ovolatnng animals was lower in those animals treated with fluoxetine. An increase in
the number of class 1 and 2 follicles was observed, without changes in the
preovulatory follicles. The incidence of atretic follicles (2 1o 4 vocytes in one follicle,
or oocyte fragmentation was higher in rats treated with fuoxetine. The results
presented herein suggest that in the prepubertal-pubertal animal serotonin increases at
the ovaries plays an inhibitory role on the isms regulating the development
and differentiation of the follicles and the first ovulation, This work was supported by
DGAPA-PAPIT-IN219408,

633. Morphology of Bovine Ovarian Preantral Follicles Vitrified with
Dimethylsulfoxide and Sucrose Plus Alpha-Tocopherol. Caroling Rodriguez
Jimenez, Ciro Alexandre Alves Torres, Amanda de Mattos Medeiros, Leandro Swerts
da Silva, Eduardo Paulino da Costa, Rafael Jose Otero Aroyo, and Giancarlos
Magalhaes dos Samtos, Federal University of Vicosa, Vicosa, Brazil

The manipulation of oocytes from ovarian preantral follicles (MOEPF) help to
know the mechanisms of the | folliculogenesis and in the animal reproduction
by isolating thousands of cocyts from preantral follicles from cne ovary and theirs in
vitro culture until the maturation stage. These oocytes from preantral follicles (PF) are
less suscetible 10 cryoinjuries than the mature ones, with better chances of been
cryopreserved in situ o isolated from the ovarian microenvironment. The objective of
the study was to vitrify the ovarian PF of cows with dimethylsulfoxide (DMSO) and
sucrose (SAC) plus a-tocopherol (TOC), by ion of the phology of PF in
situ. The study was conducted in the Laboratory of Animal Science, University
Federal of Vicosa. Ovaries were collected from slaughtered cows, with indefined
breed and age at different stages of the estous cycle. Qualitative variables o
morphology of the PF were analised by non parametric test Kruskal-wallis, at 5%
probability, Sixl} six ovanies of bovine females were used, were cutled with 5 mm3
approximately. Fr were loml igned 10 nine represented by
control (fixed in fresh) and four vitrification solutions (VS) with two thawing types
each, represented as follows: SVIm: DMSO, with thawing in minimum essential
medium (MEM); $V1s: DMSO, with thawing in SAC: 5V2m: DMSO + SAC, with
thawing in MEM; SV2s: DMSO + SAC, with thawing in SAC: SV3im: DMSO +
SAC + TOC 5 mM, with thawing in MEM; 8V 3s: DMSO + SAC + TOC 5 mM, with
thawing in SAC; SVdm DMSO + SAC + TOC 10 mM, with thawing in MEM; SVds:
DMSO + SAC + TOC 10 Mm, with thawing in SAC. Each cut, after thawing, was
fized for histology classical and stained with hematoaylin and cosin and observed
under 400x optical microscope. Thirteen thousand and five hundred PF were
analyzed, 6,238 pnmordial, 6,812 primary and 450 secondary, which were classified
as good, regulate and bad, with evaluating morphology of granulosa cells and nucleus
in PE. It was concluded that DMSO, SAC and TOC may be used in the
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luced with 2 im injections of cloprostenol (Estrumate, Coopers Agropharm Inc.,
Ontario). The ovaries of all cows were ined by ul ygraphy with a real-ti
linear ing ultrasound diagnostic system (Ls-300-A: Tokyo Keiki Co., Tokyo,
Japan; 7.5 MHz Transducer) on day 0, on the day of estrus during superovulation and
on the day of embryonic collection to identify all visible follicles (=3 mm in
diameter) and the CL, respectively. All follicles larger than 3 mm were counted and
classified according to their diameter in one of the following classes: 4 10 6 mm, 7 1o
10 mm, = 11 mm and > 7 mm. Subsequently, each of these four classes was divided
in two subgroup (low, high) based on the number of follicles observed by
ultrasonography on day (). For the analysis of superovulatory response, the general
model included variation due o follicle subgroup (low vs high) for each of the four
classes of follicles (ic., 4 1o 6 mm 7 to [0 mm, =11 mm or =7 mm). For these
analyses, least square memns (= SEM) were used. The results showed that the
follicular and ovulatory responses were higher (p < (L01) in cows that were
superovilated in the presence of a high (> 6) than in the presence of a low (< 5)
number of follicles 4 to 6 mm in diameter. Follicular and ovulatory responses did not
differ (p > 0.1} according 10 the status of the three other follicular classes studied.
The mean numbers of fertilized structures and unfertilized ova also were not
influenced (p > 0.1) by the status of any of the follicular classes studied, In
Conclusions, on the day of initiation of superstimulation, the presence of a high
number (= 6) of recruitable follicles (4 1o 6 mm) is associated with increases in mean
follicular and ovulivtory responses,

635. Regulation of Anti-Miillerian Hormone Receptor Type 11
(AMHR2) Is Mediated by Oocyte-Specific Factors. Daniel H. Poole, Olga M.
Ocon-Grove, and Alan L. Johnson. Pennsylvania State University, Umiversity Park,
PA. USA

Anti-Mullerian hormone (AMH) produced by granulosa cells may play a pivotal
role in granulosa cell differentiation and follicle selection. In catile, it has bcn.n
recently shown that FSH inhibits AMH expressi b bore ph
proteins (e.g. BMP4 and &) enhance AMH expression. Anti-Miillerian hormane
receptor type Il (AMHR2) receptor dimerizes with a type | receplor o perpetuate
AMH signaling. Wilm’s tumor prowin (WT1) is an essential vanscription factor for
AMIR2 expression. We have previously demonstrated that AMIR2 expression in
bovine granulosa cells (bGC) is highest in unselected follicles (small; 5-8 mm) and
expression decreases as follicles grow in size and undergo selection (large; 13-24
mim). Furthermore, AMH signaling in small antral follicles suppresses CYPI9AT
expression and bGC proliferation, thus serving to maintain bGC in un undifferen-
tiated state, To date, regulation of AMHR2 expression in granulosa cells and its role
in follicle selection is poorly understood. It is hyp ized thm the ion of
AMHR2 m bGC is regulated by oocyte specific factors and that AMH signaling can
regulate bGC function. The objectives of the present study were to: 1) compare
AMHR2 expression with additional TGFR super family members in mural and
cumulus bGC and oocytes: 2) determine the factors that regulate AMHR2 expression
in small follicle bGC and 3) examine the role of AMH slg_nnlmg in bGC
differentiation. Bovine mural GC and Docyle pl were isolated from
small (5-8 mm) antral follicles obtained from dairy cattle ovaries. Following isolation,
nocyles were letely denuded from cells with 0.3% hyaluronidase, and
then both cell types were frozen for RNA analysis. BMPI5. GDF9, and BMPo
mRNA was solely expressed in the denuded oocytes wheress BMP2 mRNA was
amplified from both cumulus bGC and oocytes. Further analyses revealed greater
expression of AMH and AMHR2 in lus cells pared 1o denuded oocytes.
Mural bGC from 5-8 mm follickes were cultured in media containing 2.5% FCS for
either 3 or 24 hrs with BMP2 (50 ng/ml). BMP6 (25 and 50 ng/ml). or BMPI5 (10
ng/mi). Treamment of bGC cells with BMP6 and BMPLS, but not BMP2, significantly
increased AMHR2 expression after 24 lws in vitre when compared to controls
(p=(.03). By comparison, expression of AMH mRNA was greater when bGC were
cultured for 24 hrs with BMP2 and BMP6, but not BMP15, when compared to
controls (p<<(L05). Furthermore, CYPIY9AT expression was suppressed m hGC after
24 hrs in culture with BMPI13. Shor-term treatment of BMP1S increased WTI
expression in bGC after 3 hes (p<0.05). Finally, bGC were cultured with 0, 10, 25, or
lUU ng.l'ml thAMH to cevaluate & potential role for AMH in bGC differentiation.

of AMH reduced CYPI9AT expression in cultured bGC
ip=(, (!5} It is concluded that oocyte specific factors, such as BMP6 and BMPIS,
upregulate AMHR2 and WT/ expression and thus serve to inhibit differentiation in
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INHIBICION DE LA RECAPTURA DE SEROTONINA EN EL OVARIO DE
LA RATA Y SUS EFECTOS EN LA OVULACION

Romero J, Bahena D, Ayala ME, Dominguez R.
(marayalamx@yahoo.com.mx)

UIBR. Laboratorio de Pubertad. FES-Zaragoza, UNAM. México.

La serotonina (5-HT) participa en la regulacién de la secrecion de la hormona
liberadora de las gonadotropinas y de las gonadotropinas, y se sugiere que
participa en la modulacién de las funciones del ovario. Actualmente se ha
incrementado el uso de farmacos que modifican al sistema serotoninérgico y que
son ampliamente utilizados en el tratamiento clinico de diversos desordenes
emocionales, sin embargo, no se han considerado los efectos que estas
sustancias puedan tener en el aspecto reproductivo, especialmente sobre las
funciones del ovario. Por ello en el presente estudio se evaluaron los efectos de la
administracion de un inhibidor selectivo de la recaptura de 5-HT, la fluoxetina

hidroclorada via sistemica sobre la primera ovulacion en la rata.

Ratas hembras de 30 dias de edad de la cepa CIIZ-V se les inyectoé fluoxetina
hidroclorada (FLX) en una dosis de 5mg/kg de p.c. por via intraperitoneal (ip)
disuelta en solucion salina (0.9%) desde el dia 30 hasta el 33. Como grupo de
comparacion se utilizaron animales testigo absoluto (TA) y aquellos que recibieron
solucién salina (VH) ip. A todos los animales se les registré el dia de la apertura
vaginal, a partir de ese momento se tomaron frotis vaginales diariamente y los
animales se sacrificaron el dia que presentaron el primer estro vaginal, al
momento de la autopsia se realizé la diseccién de los oviductos en donde se contd
el nimero de ovocitos con ayuda de un microscopio estereoscopico. Se disecaron
el hipotalamo anterior (HA) y medio (HM), asi como los ovarios para la evaluacién
de 5-HT por cromatografia de liquidos.
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