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RESUMEN

El presente estudio analizo el papel del receptor dopaminérgico DA-2 sobre la funcién ovarica
mediante su bloqueo farmacolégico local con un antagonista dopaminérgico especifico
(sulpiride), administrado en la bursa ovarica. El objetivo principal fue analizar los efectos de la
inhibicién de la senalizacion dopaminérgica ovarica sobre la ciclicidad estral, la ovulacién, la
secrecidon sistémica de hormonas gonadotrépicas y esteroideas, asi como la expresion de
proteinas clave involucradas en la regulacion de la funcién ovarica en ratas adultas de la cepa

Long-Evans.

Para llevar a cabo el estudio, ratas adultas fueron asignadas a grupos control, vehiculo y tratados
con sulpiride administrado directamente en la bursa ovarica. Los animales fueron evaluados al
siguiente estro vaginal observado (SPD1) y también cuatro ciclos estrales posteriores a la
administracion (SPD2). Se analizd la ciclicidad estral y la ovulacion, asi como las concentraciones
séricas de LH, FSH, estradiol, progesterona y testosterona. Asimismo, se determiné la expresion
de aromatasa (P450), y de los receptores ovdricos de LH (LHR) y FSH (FSHR). Los resultados
mostraron que el bloqueo dopaminérgico ovarico alteré la ciclicidad estral, caracterizada por un
alargamiento de la etapa de diestro y una disminucién en la tasa de ovulacidén. A nivel sistémico,
se observd un aumento significativo en la concentracién de LH y una disminucidn significativa en
FSH, estradiol y testosterona. En cuanto a los receptores de LH (LHR), se detecté un incremento
en su expresion durante la etapa de estro, asi como una disminucion en la expresion del receptor
de FSH (FSHR) durante el diestro, cambios que fueron particularmente evidentes en el grupo
sacrificado cuatro ciclos estrales posteriores. En conjunto, estos resultados sugieren una

alteracion en la sensibilidad ovarica a las gonadotropinas.

En conjunto, estos hallazgos indican que la sefalizacion dopaminérgica a través del receptor DA-
2 en el ovario desempefia un papel relevante en la regulacién de la funcidn ovarica, modulando
la secrecion hormonal sistémica, la esteroidogénesis, la expresion de receptores gonadotrdpicos

y la ovulacién, con efectos que pueden persistir durante varios ciclos estrales.
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sulpiride

1. INTRODUCCION

1.1 Ovario

Es un érgano endocrino intraperitoneal bilateral pareado que se encuentra tipicamente en los
cuadrantes inferiores izquierdo y derecho del abdomen en roedores, mientras que en humanos
se encuentra en la zona de la pelvis. Esta ligado al mesovarium por el ligamento superior ancho
desde el Utero hasta la pared de la cavidad pélvica (Gougeon, 2003). Constituye la unidad
estructural y funcional del sistema reproductor en hembras, cuyas funciones son reguladas por

las gonadotropinas hipofisiarias (Chedrese, 2003).

Los ovarios son los encargados fundamentalmente de la secrecién de hormonas esteroideas,
como estrégenos, progesterona y andrégenos, asi como de hormonas peptidicas, entre las que
se incluyen inhibinas, activinas, hormona antimdlleriana, asi como del desarrollo folicular, la
maduraciéon y liberacion de los ovocitos para su posible fertilizacion (Beltz & Moser, 2020).
Anatdmicamente, consisten en tres regiones: una corteza externa que contiene al epitelio
germinal que origina a los foliculos, una médula central constituida por un estroma de tejido
conectivo laxo y fibroso, y el hilio, que se encuentra alrededor de la zona de unién del ovario al
mesovario, y es por la cual se insertan las fibras nerviosas y los vasos sanguineos en la génada

(Straus & William, 2009) (Fig.1).
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Figura 1. Esquema de la estructura interna del ovario de mamifero. Se muestra las tres
regiones, la corteza, la médula y el hilio que contiene vasos sanguineos y linfaticos. Adaptada
de Yen and Jaffe’s “Endocrinology of Reproduction” (p.156), por J.F. Strauss, R.L. Barbieri,
(2009), Saunders/Elsevier.

El ovario es una glandula con funciones gametogénicas y endocrinas, que se encuentran
reguladas a través del eje hipotdlamo-hipodfisis-ovario. Este eje esta constituido por neuronas
neurosecretoras localizadas en el hipotalamo, la glandula hipéfisis y tejido ovarico. Debido a su
estructura y funcion, este eje representa la conexién entre dos sistemas de control homeostatico:
el sistema nervioso y el sistema endocrino (Somoza, 2020). Este eje coordina un circuito de
retroalimentacién regulado por la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) producida por
el hipotdlamo; la hormona foliculoestimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) sintetizadas
y secretadas en la adenohipdfisis y los esteroides sexuales, producidos por el ovario, el cuerpo

luteo y las glandulas suprarrenales (Gordon-Elliot et al., 2017) (Fig 2).



Hormona
Hipotalamica

Hormonas
Hipofisiarias

| Fs

| [

(Gonadotropinas)

Glandula

Pituitaria Anterior

Degeneracién de

Cuerpo Lit=o

( Cuerpo Albicans)
[ +-)
\'\

Vazocs @ Cuerpo Liteo

Sanguineocs

4 \ Cuerpo
Foliculo L .C Lc:e:
Primanio % Tempeano
_ Felizuls b ‘,\e Ruptura del
Secundaric - foliculo
\ ."-.\ & 7 Ovocito
N Nt e 3
Foliculo o R . . <
Terziars e L ]
® g0s €
Ficlicuio o @
Preovulatoeio Progesterona| (T _ . ,
Estradiol |

Figura 2. Eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario. El hipotdlamo es el encargado de producir de
manera pulsatil GnRH y a través del sistema porta viajan hacia el [6bulo anterior de la
hipdfisis, posteriormente esta, libera dos hormonas glicoproteicas, que son FSH y LH, las
cuales actiian directamente en el ovario para que este pueda llevar a cabo el desarrollo
folicular, la liberacién periddica del ovocito y la formacion del cuerpo IUteo, el ovario regula
estas hormonas liberando hormonas esteroideas (estrégenos) y no esteroideas (inhibina).
Adaptada de Yen and Jaffe’s “Endocrinology of Reproduction” (p.140), por J.F. Strauss, R.L.
Barbieri, (2009), Saunders/Elsevier.

1.2 Eje Hipotalamo-Adenohipofisis-Ovario en mamiferos

La maduracién y liberacién de ovocitos en los ovarios de mamiferos adultos se producen en
intervalos regulares y predecibles que son especificos de cada especie. En este proceso interviene
el hipotdlamo, centro nervioso que coordina numerosas actividades del resto del organismo
(Filipiak et al., 2016). En el caso particular de la reproduccién femenina, el hipotalamo estimula
a la glandula hipdfisis a liberar hormonas gonadotrépicas (FSH y LH), las cuales acttan

directamente en el ovario para poder llevar a cabo la ovulacién, la sintesis y secrecion de



hormonas esteroides, y asi de esta manera regular la reproduccion a través del eje hipotalamo-
hipdéfisis-gdnadas (Tanriverdi et al., 2003).

La regulacién neuroendocrina de la reproduccion en los vertebrados establece que el eje
hipotdlamo-hipofisis-gdnadas involucra una interaccion ciclica entre la secrecién pulsatil de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por parte de las neuronas parvocelulares
neurosecretoras localizadas en el nucleo arcuato, el nlcleo paraventricular y el drea predptica
del hipotalamo. La GnRH es transportada a la eminencia media y liberada al sistema porta
hipotaldmico-hipofisiario, por donde viaja hasta alcanzar a la adenohipdfisis, donde actua sobre
los gonadotropos estimulando la liberacién LH y FSH al torrente sanguineo. Las gonadotropinas
tienen acciones directas sobre las génadas femeninas (Gémez-Torres et al., 2014).

La secreciéon de LH y FSH por la hipdfisis es regular y periddica en la mayoria de los mamiferos;
este componente ritmico depende de la integridad del area predptico-supraquiasmatica del
hipotdlamo (Campbell & Turek,1981). Las hormonas esteroides ovaricas actuan solas y en
sinergia en complejas relaciones de retroalimentacién positiva y negativa para asegurar la
liberacion periddica de gonadotropinas (Arroyo et al., 2006).

El estradiol modula la frecuencia de los pulsos de GnRH, asi como la progesterona disminuye la
pulsatilidad de esta hormona (Haisenleder et al.,1991; Magendzo, 2010). La sefial estrogénica a
nivel de las neuronas es critica tanto para suprimir la secrecion de FSH y LH, asi como para
coordinar el pico de LH que ocurre antes de la ovulacién (Petersen et al., 2016). La pulsatilidad
de GnRH también es modulada por la accion local de otros neuropéptidos. Es asi como la
noradrenalina estimula su secrecién y la dopamina, B-Endorfina y opioides la inhiben (Gindoff et

al., 1987; Magendzo, 2010).

Regulacion del eje H-H-G en el ciclo estral de ratas

La regulacion del eje HHG en ratas hembras se realiza a través de las neuronas de GnRH, las cuales
estadn presentes en el area predptica y ventral del hipotalamo. Los axones de estas neuronas se
extienden hacia la eminencia mediana (ME), donde el GnRH se libera en un vaso sanguineo portal

hipofisario (Moore et al., 2018)



En el hipotalamo, multiples poblaciones neuronales afectan la liberacién de GnRH como las
neuronas liberadoras de kisspeptina localizadas en el AVPV (area periventricular). Estas neuronas
proyectan y activan las neuronas productoras de GnRH (a través del receptor de kisspeptina,
Kiss1r) en el hipotdlamo, especificamente en el area predptica (POA), estimulando la secreciéon
de GnRH (Clarkson & Robinson, 2006).

También las neuronas KNDy (Kisspeptina, Neuroquinina y Dinorfina) del nucleo arcuato (ARC)
interactdan con las neuronas de GnRH a nivel terminal en la ME y desempenan un papel esencial
en la generacion del pulso de GnRH (Prashar et al., 2023). Las poblaciones neuronales del nucleo
supraquiasmatico (SNC), neuronas VIP (péptido intestinal vasoactivo) y AVP (Arginina
vasopresina) interactian con las neuronas de GnRH y de kisspeptina en el AVPV en las regiones
hipotaldmicas y desempefian un papel esencial en la oleada de GnRH/LH la cual es necesaria para
la ovulacion (Gotlieb et al.,, 2020). Durante la oleada de LH las neuronas AVP, mediante la
activacion de las neuronas de kisspeptina, coordinan en la retroalimentacién positiva y eliminan
la retroalimentacién negativa de estradiol suprimiendo a las neuronas RF-amida péptido-3 (RFRP-
3) (Khan & Kauffman, 2012). Durante la oleada de LH las neuronas VIP pueden activar
directamente las neuronas de GnRH, al interactuar con sus cuerpos celulares y también suprimen
la actividad de las neuronas RFRP-3, las cuales estan localizadas en el hipotadlamo dorso medial
(DMH). Las neuronas que expresan la enzima éxido nitrico sintasa neuronal (Nnos) localizadas en
el érgano vascular de la ldmina terminal (OVLT) transmiten sefiales hormonales y neuronales a
las neuronas de GnRH necesarias para la generacion de la oleada de GnRH/LH (Prashar et al.,
2021). Las hormonas esteroides sexuales proporcionan retroalimentacion positiva y negativa a
estas poblaciones neuronales del cerebro durante las diversas fases del ciclo reproductivo (Fig.3).
La sefal esteroidea dirigida a las neuronas de GnRH es proporcionada por las neuronas
kisspeptina y KNDy que expresan el receptor de estrégeno alfa (ERa) (Lehman et al., 2010).
Inicialmente, la retroalimentacidn negativa provoca la supresién de FSH y la seleccién del
foliculo, seguida de una retroalimentacién positiva necesaria para la ovulaciéon y la liberacion de

LH (Knobil et al., 1980).
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Figura 3. Esquema de la regulacion del eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal (HPG) en ratas.
Las neuronas GnRH estan presentes en las areas predptica y ventral del cerebro. Sus proyecciones se
extienden hacia la eminencia media (ME), donde la GnRH es liberada en los vasos sanguineos del sistema
portal hipofisario. En el hipotalamo, multiples poblaciones neuronales modulan la liberacién de GnRH.
Adaptado de “The Role of Kisspeptin in the Control of the Hypothalamic-Pituitary-Gonadal Axis and
Reproduction”, por Q. Xie y Y. Kang, 2022, Frontiers in Endocrinology.

A través de esta regulacidn, el eje HHG lleva a cabo los ciclos reproductivos en las ratas hembra,
los cuales son llamados ciclos estrales, los cuales tienen una duracion aproximada de 4-5 dias;
con ovulacién espontanea (McMillan, 1998; Freeman, 2006; Goldman, 2007). Las fases del ciclo
estral son: Proestro (duracién 12-14 horas), Estro (al final del cual ocurre la ovulacion, duracion
25-27 horas), Diestro-1 y Diestro-2 (duracién 55-72 horas) (Martin, 1979; Gorbman et al., 1983;
Hebel y Stromberg, 1986).

El ciclo estral se divide en dos fases, la fase folicular y la fase lutea. En la fase folicular se da la
formacidn y desarrollo de los foliculos hasta la ovulacién, mientras que la fase litea se da la

formacion del cuerpo luteo (Byers, et al., 2012).



El progreso del ciclo estd relacionado con cambios en el contenido citoldgico del epitelio de la
vagina, por tanto, la toma de muestras continuas se utiliza como indicador biolégico de las
oscilaciones en la liberacién de hormonas ovaricas (Fig. 4) y a su vez de las gonadotropinas

(Hartman, 1944; Goldman et al., 2007).

La etapa del Diestro-1 o Metaestro se caracteriza por ser la etapa de recuperacidon post-
ovulacidn. Las concentraciones plasmaticas de FSH y LH son basales, aumenta la concentracion
de progesterona secretada por el cuerpo liteo recién formado, y la concentracién de estrégenos
comienza a elevarse (Klein & Schwartz, 1999; Freeman, 2006). El epitelio vaginal estd formando
la membrana basal y 2-3 capas de células epiteliales estan unidas a esta, y en cuanto al frotis
vaginal se observan células escamosas y presencia de leucocitos (Goldman et al.,, 2007;

Westwood, 2008).

En la etapa del Diestro-2 (también llamado Diestro) los préximos foliculos a ovular ya presentan
la etapa antral, la cual se caracteriza por tener una cavidad llamada antro que contiene liquido
folicular, hormonas y factores de crecimiento. Lo cual da como resultado un aumento continuo
en la secrecion de estrégenos, pero no asi de FSH y LH, que siguen el mismo patrdn de secrecion
gue en Diestro-1 (Freeman, 2006). Contintua la presencia de leucocitos en las muestras del
epitelio vaginal y ocasionalmente hay presencia de células basdfilas nucleadas, mientras que el
cuerpo lateo llega a su tamafio maximo y comienza su regresién (Klein y Schwartz, 1999;
Goldman, et al., 2007; Westwood, 2008).

Durante la etapa del proestro, los estréogenos contindan aumentando gradualmente hasta
alcanzar su maxima concentracién, hasta que posteriormente se produce su disminucidn por la
tarde. Por su parte, durante la mafiana del proestro, las concentraciones de FSH, LH y prolactina
se mantienen bajas y cuando se produce la caida brusca de estrégenos, las concentraciones
plasmaticas de prolactina y progesterona se incrementan rapidamente hasta alcanzar un
maximo, seguidas de una disminucién que alcanza un minimo en las primeras horas del dia del

estro (Goldman et al., 2007; Westwood, 2008; Venegas et al., 2015).



En la tarde del Proestro la concentracion plasmatica de LH empieza a aumentar y alcanza su nivel
maximo entre las 17:00 y 19:00 h de ese dia. El rapido aumento de LH induce la ruptura folicular
y la ovulacién. En cuanto a la FSH, su secrecion es semejante a la LH, ya que también inicia su
incremento desde la tarde de esta fase y, aunque las concentraciones de FSH y LH declinan a sus
niveles basales al mismo tiempo, durante la madrugada del estro se produce un aumento
secundario de FSH que culmina en la mafana del estro (Freeman, 2006; Goldman, 2007). En esta
etapa se observa una gran cantidad de células epiteliales visiblemente nucleadas vy
distintivamente redondas, las cuales pueden o no aparecer agrupadas, ocasionalmente también
se puede observar una pequeiia cantidad de células epiteliales escamosas cornificadas
(Hubscher, 2005).

Durante las primeras horas del estro se produce la ovulacién, las concentraciones plasmaticas de
estrégenos, progesterona, LH y prolactina disminuyen al minimo (niveles hormonales basales),
pero no la de FSH, que alcanza un segundo “pico” en la manana de este dia, esta etapa se
caracteriza por la presencia de células epiteliales escamosas cornificadas, generalmente se
observan agrupadas, sin un nucleo observable y con una forma irregular, el citoplasma es

altamente granular (Hubscher, 2005) (Fig. 4).
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Figura 4. Concentracion de hormonas gonadotrdpicas y esteroideas durante los cuatro dias del
ciclo estral de la rata. Las barras negras representan los intervalos de oscuridad. Adaptado de
“Neuroendocrine Control of the Ovarian Cycle of the Rat”, en Knobil and Neill’s Physiology of
Reproduction (3.2 ed., cap. 43, p. 2334), por J. D. Neill, 2006, Elsevier.

1.3 Desarrollo Folicular

Después de la secrecion ciclica de las gonadotropinas hipofisarias LH y FSH, se produce la
ovulacidn, proceso mediante el cual el ovocito es liberado de manera periddica desde el ovario.
El ovocito se encuentra contenido dentro del foliculo ovarico, el cual constituye la unidad
estructural y funcional basica del ovario en los mamiferos (McGee et al., 2000). El foliculo ovarico

es una estructura tisular compleja, conformada por el ovocito y las células somaticas que lo
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rodean, principalmente las células de la granulosa y la teca, cuya organizacion permite no solo
brindar proteccion fisica al ovocito, sino también proporcionar soporte metabdlico y nutricional
necesario para su crecimiento y maduracién. Asimismo, el foliculo actia como una unidad
endocrina dinamica, responsable de la sintesis y secrecidon de hormonas esteroideas, incluyendo
estrégenos, progesterona y andrégenos, (Hawkins & Matzuk, 2008). El tamafo del foliculo
cambia drasticamente a medida que avanza el desarrollo del foliculo, el tamafio final del foliculo
preovulatorio es proporcional al tamafio del animal y, por lo tanto, es muy variable. En el caso de
ratas, durante el proestro los foliculos preovulatorios pueden medir 0.9 mm en comparacién con
los de las mujeres que pueden medir de 12 a 18 mm de diametro. Estos foliculos distribuyen en

la superficie de la corteza ovarica (Yoshida et al., 2009).

La maduracién de los foliculos ovaricos es un proceso complejo que involucra sefializacion intra
y extraovarica; si bien los componentes y mecanismos de la sefalizacion intraovdrica se
desconocen en gran medida, la participacion de FSH y LH en el proceso esta bien documentada
(Harlow & Hillier, 2002).

La funcién de la FSH es estimular la maduraciéon del foliculo ovérico, lo logra iniciando el
crecimiento de las células de la granulosa y promoviendo la transicion de los foliculos primarios
a los foliculos secundarios y de Graaf en preparacién para la ovulacidn. La funcién principal de la
LH ocurre en el pico del estro. La LH se libera de forma pulsatil en concentraciones bajas durante
la foliculogénesis y aumenta para promover la ovulacién (Howles, 2000).

Para su estudio el desarrollo folicular se puede clasificar en las siguientes tres fases segun su
etapa de desarrollo y dependencia de gonadotropinas (Orisaka et al., 2009): (a) crecimiento
folicular a través de las etapas primordial, primaria y secundaria, que es completamente
independiente de FSH y LH (fase independiente de gonadotropinas); (b) transicion folicular desde
la etapa preantral hasta la etapa antral temprana, que, aunque controlada principalmente por
reguladores intraovaricos, puede ser estimulada por FSH (fase sensible a gonadotropinas); y (c)
crecimiento y maduracién folicular mas alla de la etapa antral temprana, que incluye
reclutamiento folicular, seleccion y ovulacién, y depende de FSH y LH (fase dependiente de

gonadotropinas).
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El proceso de desarrollo de los foliculos primordiales, primarios y secundarios no depende de las
gonadotropinas hipofisarias y esta controlado por reguladores intraovaricos (Cattanach et al,,
1977). Después del nacimiento, los foliculos primordiales permanecen inactivos en los ovarios;
sin embargo, eventualmente, un grupo de ellos comienza a crecer y convertirse en foliculos
primarios (activacion de foliculos primordiales) (Orisaka et al., 2021). Segun estudios en murinos
la activacién de la via de sefializacién del fosfatidilinositol 3-cinasa/proteina quinasa B (PI13K/Akt)
(Hsueh et al., 2015), la inhibicion de la hormona antimilleriana (AMH) (Durlinger et al., 2002) y
factores de crecimiento se han implicado en la activacion de foliculos primordiales. La via
PI3K/Akt es un sistema de transduccion de sefales intracelular que induce la proliferaciéon y
supervivencia de varias células y se cree que esta involucrado en la activacion de foliculos
primordiales en el ovario; sin embargo, aun no se ha esclarecido con claridad cdmo se da esta

activacion para su posterior desarrollo (Pangas & Rajkovic, 2015).

Durante la transicion del estadio preantral al antral, los foliculos ovaricos adquieren
progresivamente dependencia a FSH, lo que representa un punto critico en su desarrollo. En esta
etapa, el control del crecimiento folicular cambia de una regulacién predominantemente
intraovarica, mediada por factores locales, a un control endocrino dependiente de la FSH. La
adquisicidn de la dependencia constituye un evento determinante para el destino folicular, ya
gue aquellos foliculos capaces de responder adecuadamente a la estimulacién por FSH contintan
su crecimiento y maduracién, mientras que aquellos con una respuesta insuficiente son dirigidos

hacia la atresia (Kumar et al., 1997) (Fig. 5).

Foliculo primordial

Histolégicamente, un foliculo primordial contiene un pequefio ovocito primario (~ 25 um de
didmetro) con una sola capa de células de la granulosa aplanadas o escamosas estrechamente
unidas al ovocito y una lamina basal. En virtud de la [dmina basal, las células de la granulosa y el

ovocito existen dentro de un microambiente en el que no se produce contacto directo con otras
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células. Los foliculos primordiales y primarios carecen de un suministro de sangre independiente

y, por tanto, tienen un acceso limitado al sistema endocrino (Williams et al., 2015).

Foliculo Primario

Constan de un ovocito rodeado por una capa de células granulosas que adquieren forma cuboidal
(Hirshfield, 1991). El foliculo aumenta su tamafio a 40-80 um, rodeado por 10 a 40 células de la
granulosa. Los principales eventos de desarrollo que ocurren en el foliculo primario incluyen la
formacién de los receptores a FSH, el crecimiento y diferenciacion de los ovocitos (Fortune,

2003).

Foliculo Secundario o Preantral

Los principales cambios que ocurren durante el desarrollo del foliculo secundario incluyen la
acumulacién de un mayor nimero de células de la granulosa, que forman multiples capas
alrededor del ovocito, y la adquisicién de una teca. El desarrollo de un foliculo primario a uno
secundario completamente desarrollado es el resultado de un proceso regulador
autocrino/paracrino activo que involucra factores de crecimiento producidos por el ovocito

(Williams et al., 2015)

Foliculo Antral

El foliculo antral se caracteriza por la presencia de una cavidad denominada “antro” la cual
contiene un liqguido denominado liquido folicular. Este liquido folicular corresponde a un exudado
plasmatico y esta constituido por productos secretados por el ovocito y las células de la granulosa
(Fortune, 2003). Ademas, representa el medio en el que se encuentran inmersos tanto el ovocito
como las células de la granulosa, y a través del cual deben difundirse las moléculas reguladoras

gue participan en la comunicacién bidireccional dentro de este microambiente. El inicio de la
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formacién del antro se distingue por la aparicién de una cavidad llena de liquido en uno de los

polos del ovocito (Gougeon, 2004).
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Figura 5. Desarrollo folicular en el ovario. Procesos de activacion, seleccién y ovulacion de acuerdo a la
dependencia a gonadotropinas. Adaptada de “The role of pituitary gonadotropins and intraovarian regulators in
follicle development: A mini-review” (p. 170). Por M. Orisaka, Y. Miyazaki, (2021), Reproductive Medicine and
Biology.

Receptores de FSH y LH

En la fase del ciclo estral folicular temprana, los niveles séricos de LH son relativamente bajos vy,
por lo general, se consideran suficientes para mediar la sintesis de androstenediona en las células
de la teca (Casarini et al., 2018). Ademas, se observan concentraciones relativamente altas de los

receptores a la hormona foliculoestimulante (FSHR) en la superficie de las células de la granulosa,
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gue también expresan niveles bajos de receptores de la hormona luteinizante (LHR) (Jeppesen et
al., 2012); esto sugiere que la interaccién entre estos dos receptores modula las sefales de las
gonadotropinas (Jones, et al., 2018). Asi, en las células de la granulosa se requiere una accion
sinérgica, dependiente de la FSH y la LH, para asegurar un crecimiento folicular adecuado. A lo
largo de este proceso, las células de la teca siguen proporcionando un sustrato de
androstenediona para la produccién de estrégeno en las células de la granulosa, sustentando asi
el crecimiento folicular y la maduracidn/el metabolismo del ovocito (Speroff et al., 2020).

Conforme se reduce la secrecidn de FSH en la hipodfisis y la expresién folicular de FSHR, los niveles
de LH aumentan progresivamente, junto con el desarrollo folicular, para pasar a la etapa antral
avanzada. En la dltima parte de esta etapa, el crecimiento folicular depende de las
gonadotropinas y del estradiol. Sin embargo, la produccién de FSH y LH continda, induciendo asi
sefiales proliferativas y apoptdticas en los foliculos dominantes y atrésicos, respectivamente
(Casarini et al., 2018). En la fase folicular tardia, los LHR reemplazan por completo a los FSHR en
las células de la granulosa del foliculo dominante e inducen tanto la ovulacién como los cambios
de estado metabdlico necesarios para la luteinizacidén, es decir, una produccion masiva de
progesterona dirigida exclusivamente por la LH (Speroff et al., 1989). Durante la fase lUtea, la LH
mantiene la actividad esteroidogénica y al cuerpo lUteo. La LH induce especificamente una
regulacién por aumento de los factores de crecimiento que participan en la angiogénesis |Utea,
como el factor de crecimiento epidérmico vascular EGF-A, asi como la regulacién por aumento
de los ligandos del factor de crecimiento epidérmico (anfirregulina y epirregulina) que, a su vez,
modulan la apoptosis en las células de la granulosa luteinizadas y respaldan la supervivencia del

cuerpo luteo (Wang et al., 2002).

OVULACION

En las hembras de los mamiferos, la ovulacion es un proceso sincronizado e inducido por un
aumento brusco en la secrecidn de LH por la hipdfisis, el cual es estimulado por GnRH
(Bakos,1993; Choi & Smitz, 2014). La LH y la FSH actuan de forma complementaria como

inductores de la ovulaciéon, debido a que las dos hormonas son liberadas en el mismo lapso en
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respuesta a la GnRH, ademas de que la FSH es requerida para sensibilizar al foliculo a la accién
de la LH (Kaiser et al., 1997).

Este proceso es dinamico, ya que conlleva cambios en la integridad de la superficie del foliculo,
inicia con un pico de LH en la etapa preovulatoria, que desencadena diversas vias de sefializacidon
y la interaccion de diferentes tipos de células, y compartimentos celulares (Duffy et al., 2019).
Las funciones principales de estas vias son promover la permeabilidad y aumento del flujo
sanguineo, acelerar la remodelacidn de la matriz extracelular que conduce a la degradacién del
apice folicular y la reestructuracion del foliculo a cuerpo luteo, modificar la esteroidogénesis en
las células de la granulosa y de la teca para secretar progesterona, y para mantener una presion
intrafolicular positiva. La pared folicular finalmente se rompe y el ovocito es expulsado
acompafado de células granulosas (corona radiata) (Carrel & Peterson, 2010).

Cerca de la mitad del ciclo, ocurre un considerable aumento en los niveles de estrégenos sobre
el umbral, con el fin de estimular por retroalimentacidn positiva un pico de gonadotropinas
principalmente de LH y en menor medida de FSH. El pico de LH es el estimulo dominante para
que el foliculo ovule y dé origen al cuerpo luteo. Después del pico preovulatorio de LH, la sintesis
de estradiol disminuye mientras que se produce un incremento en la produccion de progesterona
gue es estimulado por la misma LH (Bosch et al., 2021). También desaparecen uniones estrechas,
gue mantenian unidas las células de la granulosa y la [dmina basal. Estas uniones no se ven
afectadas en las células que forman parte de la corona radiada. En este fendmeno existe también,
un componente mecanico por el rapido incremento en el tamafio del foliculo ovarico, luego del
cual, el foliculo emerge desde la corteza (Leonardi et al., 2012). Luego de la ovulacidn, el foliculo
ovarico se transforma en cuerpo lUteo. En este proceso, el ovocito que estaba detenido en

profase |, reasume la meiosis y es ovulado en el estadio de metafase Il (Xue Jing et al., 2016).

1.4 Esteroidogénesis

Las hormonas esteroideas se producen en diversos tejidos, las como células testiculares, la
corteza adrenal, los ovarios y la placenta; son sintetizadas a partir de moléculas de colesterol. El
resultado final depende de las diferentes enzimas que se sintetizan en el tejido especifico,

generandose asi los diversos tipos de esteroides identificados como glucocorticoides,
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mineralocorticoides, andrégenos y estrogenos (Morales et al., 2007). Especificamente en las
hembras los estrogenos (E2) y la progesterona (P4), influyen en la secrecion de LH/ FSH mediante
mecanismos de retroalimentacion negativos y positivo que modifican la frecuencia de secreciéon
de estas gonadotropinas que influyen en la misma secrecion de estos esteroides (Franco et al.,

2006).

La via esteroidogénica en los ovarios ha sido descrita por la teoria de dos células, dos
gonadotropinas. Primero, el colesterol actia como el precursor principal en el proceso de
sintesis; este obteniendo de los capilares sanguineos, luego se recluta en las células de la teca a
través de receptores de lipoproteinas. La proteina reguladora esteroidogénica aguda (StAR)
transporta al colesterol a las mitocondrias, donde la clivacidon de la cadena lateral del colesterol
por el citocromo P450 (CYP11al) resulta en su conversidon a pregnenolona (Kahsar-Miller et al.,
2001). Posteriormente, la 17a-hidroxilasa, 20-desmolasa (CYP17al o CYP45017a) cataliza la
conversién de pregnenolona a dehidroepiandrosterona (DHEA) y la 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (HSD3B) a progesterona. La DHEA vy la progesterona se convierten
posteriormente en androstenediona por HSD3B y CYP17al, respectivamente. Es pertinente
mencionar aqui que la actividad enzimatica de CYP17al depende de la estimulacion de LH de
manera dependiente de la dosis (Penning, 1997). Ademas, la androstenediona es el precursor
principal de la sintesis de testosterona y estrégenos en los ovarios (Rosenfield & Ehrmann, 2016).
Se convierte en testosterona a través de la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD17B) en las
células de la teca o se difunde a las células de la granulosa, donde se convierte directamente en
estrona por aromatasa (CYP19A1) o, nuevamente, en testosterona por HSD17B, de la cual
finalmente se convierte en estradiol, principalmente por la aromatasa (Simpson et al., 1994). La
sintesis de andrdgenos y su conversion a estrégenos deben coordinarse para la funcion ovarica

adecuada (Fig. 6).
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Figura 6. Esquema que representa la esteroidogénesis. Las células de la teca producen andrégenos en
respuesta a LH que luego se convierten en estrogenos en las células de la granulosa célula bajo la accién
de la FSH, regido diversas enzimas. La sintesis y conversion a los estrégenos debe ser adecuadamente
coordinado para una funcién ovarica normal. Adaptada de “Molecular Mechanisms in the Etiology of
Polycystic Ovary Syndrome (PCOS): A Multifaceted Hypothesis Toward the Disease with Potential
Therapeutics” (p.20), K. Nisa, N. Tarfeen (2023), Indian Journal of Clinical Biochemistry.

1.5 Inervacion Ovarica

Desde hace muchos afios se sabe que el ovario de los mamiferos esta inervado por neuronas
extrinsecas a la glandula. En el caso especifico de la rata, varios estudios histoldgicos han revelado
la distribucidn e inervacion de los nervios simpaticos (esplacnicos) y parasimpaticos (vagales) (Fig.
7), incluidos tanto los aferentes como los eferentes (Burden et al., 1983; Gerendai et al., 2000;

Uchida & Kagitani, 2014).
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Los nervios simpaticos que inervan el ovario se originan principalmente en los segmentos
tordcicos inferiores de la médula espinal (T9-T10), y sus fibras descienden a través de la region
lumbar, principalmente a nivel de L1-L2, formando el plexo ovarico, mientras que los nervios
vagales se originan en las neuronas medulares del nucleo del tracto solitario, el complejo vagal
dorsal, el nucleo ambiguo y el drea postrema (Burden et al., 1983; Gerendai et al., 1998). Estos
nervios extrinsecos llegan al ovario por dos rutas: el nervio del plexo ovarico (NPO) a lo largo de
la arteria ovarica y el nervio ovérico superior (NOS) en el ligamento suspensorio (Fig.7) (Baljet et
al., 1979; Lawrence et al., 1980).

El NPO viaja junto a los vasos sanguineos, lleva la mayoria de las fibras sensoriales, los nervios
con neuropéptido Y (NPY) y el grueso de la inervacién noradrenérgica que controla la vasculatura
(Baljet & Drukker, 1979; Lawrence y Burden 1980; Dees, et al., 1986; McDonald et al., 1987). La
inervacion ovarica de tipo simpatico por el NOS viaja a través del ligamento suspensorio y entra
al ovario por el hilio; inervando foliculos, vasos sanguineos, células intersticiales y células de la
teca interna (Araya, 2004). Sin embargo, en algunas especies las fibras nerviosas llegan a los
foliculos primordiales en desarrollo, pero no penetran en la ldmina basal ni en las células
granulosas (D'Albora y Barcia, 1996; D'Albora et al., 2000).

La seccion uni- o bilateral del NOS modifica la respuesta del ovario a las gonadotropinas
(Dominguez et al., 2003), por lo que se postula que la informacion nerviosa juega un papel

importante en la regulacién de la secrecidon hormonal y la ovulacion.
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Figura 7. Ilustracion esquemdtica de innervacién ovdrica en rata. Nervio Ovarico Superior (NOS)
y el Nervio del Plexo Ovarico (NPO). Adaptada de “Autonomic nervous regulation of ovarian
function by noxious somatic afferent stimulation” (p.2) por S. Uchida F. Kagitani (2014). J.
Physiol. Sci.

La inervacién ovarica se establece inicialmente con estructuras foliculares tempranas y se
mantiene a lo largo del tiempo, acompafiando a los foliculos durante todo el proceso de
maduracién (Hernandez et al.,, 1988). Una vez que ocurre la ovulacién, la inervacién simpdtica
continla asociada a las células tecales de los foliculos, aunque éstas se transforman en células
intersticiales secundarias, las cuales mantienen la capacidad de sintetizar andrégenos ovaricos.
Se ha comprobado que la pérdida permanente de la inervacién simpatica lleva a un desarrollo
folicular retardado, una respuesta a gonadotrofinas disminuida y marcadas irregularidades en el
ciclo estral (McDonald & Ojeda, 1990).

En cuanto a la inervacion intrinseca y su participacion en el funcionamiento se ha demostrado en
diversos organos (Anetsberger et al., 2018; Hao et al., 2020). La inervacién intrinseca del ovario
se ha descrito en varias especies (Gilbert 1969; Madekurozwa 2008). Varios estudios han
demostrado inequivocamente la presencia de neuronas intrinsecas ovdricas en varias especies

de mamiferos, incluidas ratas, monos y humanos (D’Albora et al., 2002), en cerdos, se han
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identificado estructuras nerviosas, como células neuronales y fibras nerviosas, dentro del ovario
(Jana et al. 2015). La inervacidn intrinseca del ovario es provista por neuronas con soma
multipolar alojadas principalmente en la médula ovarica; mientras que las localizadas en la
corteza estdn inmersas en la capa de células de la teca, pero no atraviesan la membrana basal v,
por lo tanto, no ingresan al interior del foliculo ni del cuerpo luteo (D"Albora et al., 2002; Bravo,
etal., 2021).

Cada foliculo individualmente esta inervado principalmente por una fibra neuronal. Incluso en el
transcurso de 48 h de una superovulaciéon, la velocidad de crecimiento de un nervio es
directamente proporcional al desarrollo de un foliculo maduro y las terminaciones nerviosas
estan concentradas mayormente en la superficie del foliculo en desarrollo. Esto sugiere que el
desarrollo folicular y la ovulacidn necesitan no solo un suministro sanguineo abundante,
nutricion y suministro hormonal, sino también un nervio intrinseco, que puede desempefiar un
papel en estimular la sensibilidad del inicio del desarrollo folicular y guiar las arteriolas hacia la
membrana folicular (Tong et al., 2020).

Respecto a la naturaleza bioguimica de las neuronas intrinsecas del ovario, se ha mostrado que
producen neuropéptido Y (NPY), aunque no se ha determinado si también producen otros
péptidos (D’Albora et al., 2002). Algunos resultados muestran que en los ovarios de la rata
hembra adulta de la cepa Long Evans, existe una inervacidon intrinseca abundante v,
especificamente en la corteza del ovario, cada foliculo esta asociado a un grupo de neuronas que
pudiera influir en su desarrollo. También se han identificado al interior del CL, células que
muestran inmunoreactividad a enzimas involucradas en la sintesis de catecolaminas (TH), que
seguramente tienen la capacidad de influenciar la regulacién y sintesis de progesterona en el CL
(Bravo-Benitez et al., 2022).

Al ovario estas fibras nerviosas tanto intrinsecas como extrinsecas aportan neurotransmisores
vitales para los ovarios que se originan de neuronas localizadas en el cerebro o en la médula
espinal (Burden 1978; Dissen et al., 2004). La presencia de neurotransmisores en el ovario se
debe a la existencia de una comunicacidon neuroanatémica directa entre el sistema nervioso
central (SNC) y las génadas, establecida a través de la inervacién periférica auténoma. Esta

comunicacion se lleva a cabo mediante estructuras como el plexo celiaco, el nervio ovarico
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superior, el plexo nervioso ovarico y el nervio vago, los cuales permiten la transmisidn de sefiales
nerviosas desde el SNC hacia el ovario (Gerendai et al., 1998). En particular, el nervio vago
derecho forma un plexo vagal con microganglios que presentan reactividad a tirosina hidroxilasa,
lo que sugiere la participacién de neuronas con capacidad catecolaminérgica y colinérgica. A
través de estas vias, neurotransmisores como la acetilcolina pueden ser transportados por
mecanismos de conduccion axonal hasta el ovario, donde actian como moduladores locales de
la funcién ovarica (Rivera-Castro et al, 2023). Una vez en el tejido ovdrico, estos
neurotransmisores funcionan como sefiales intrinsecas que regulan procesos clave como el
desarrollo folicular, la funciéon del cuerpo Iuteo y la ovulacion, evidenciando asi el papel
fundamental de la inervacién periférica en la regulacién neuroendocrina del ovario (Urra et al.,

2016).

Las fibras nerviosas catecolaminérgicas estan involucradas en el control de la funcién ovarica
(Lara et al., 2002) y, en éstas, la noradrenalina (NA) es el principal neurotransmisor y estimula la
liberacion de progesterona de las células de la teca. Las fibras noradrenérgicas no sdélo alcanzan
los vasos sanguineos y el tejido intersticial, sino que llegan hasta la teca externa de los foliculos
en desarrollo (Mayerhofer & Fritz, 2002), sin alcanzar las células de la granulosa (Lara et al.,

2001).

1.6 Catecolaminas en el Ovario

Las catecolaminas, como la adrenalina y la noradrenalina son hormonas que desempefan un
papel fundamental en la respuesta de "lucha o huida" del cuerpo, que es la respuesta fisioldgica
al estrés (Maestroni et al.,, 2020). Actuan sobre las células diana uniéndose y activando
receptores acoplados a proteina G (GPCR), incluidos los receptores a-adrenérgicos (subdivididos
en subtipos al vy a2), los receptores B -adrenérgicos (subdivididos en los subtipos B1, B2y B3) y
receptores de dopamina. La activacién de estos receptores por las catecolaminas inicia una

cascada de seializacién que implica la activacién de proteinas G, sistemas de segundos
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mensajeros, y, en ultima instancia, conduce a cambios en la expresion génica y en funcion celular
(Dutt et al., 2022; Akinaga et al., 2019).

Las catecolaminas se encuentran presentes en el ovario de los mamiferos y estas estdn
implicadas en muchos aspectos de las funciones ovdricas, incluidos el crecimiento folicular, la
esteroidogénesis, pero también en estados patoldgicos (Greiner et al., 2008). Estas
catecolaminas derivan de la inervacion extrinseca del ovario, participan en la regulacion del

desarrollo ovarico y de la funcién gonadal madura (Spicer et al., 1986).

Diversos enfoques experimentales han demostrado que la NA, reconocida por receptores
especificos del subtipo B2-adrenérgico, estimula la esteroidogénesis ovdrica por si sola y facilita
el efecto estimulante de las gonadotropinas sobre la produccién de esteroides (Aguado et al.,
1982; Hernandez et al., 1982). La NA también promueve el desarrollo folicular (Lara et al.,1990;
Mayerhofer et al.,1997). En contraste con este conjunto de informacién, se sabe muy poco sobre
las posibles contribuciones de la DA a la fisiologia ovarica, pero se ha demostrado la presencia de
dopamina y sus receptores en diferentes tejidos del ovario (Mayerhofer, et al., 2000; Gay et al,
2004; King, et al, 2005; Rey-Ares et al., 2007). Los estudios han demostrado la presencia de ARNm
para receptores DAl y receptores DA2 en la corteza ovarica de yeguas, humanos, monos y ratas
(Mayerhofer et al., 1999; King, et al., 2005; Rey-Ares et al., 2007). La presencia de receptores a
la dopamina en diferentes compartimentos ovaricos sugiere que puede desempefiar un rol
importante en la regulacién de las funciones del ovario. Dentro del mismo ovario, la DA puede
ejercer diferentes funciones dependiendo de su unién a receptores tipo D1 o tipo D2. Ambos
tipos de receptores se han descrito en estructuras ovdricas de diferentes especies (Mori et al.,
1994; Mayerhofer et al., 1999).

Comunmente se supone que las catecolaminas llegan al ovario exclusivamente a través de su
inervacién simpatica extrinseca (Mohsin et al.,1979). Sin embargo, en 1980 Lawrence y Burden,
encontraron que la denervacién ovarica reduce, pero no elimina el contenido de noradrenalina,
lo que sugiere la existencia de una fuente intrinseca de catecolaminas. Posteriormente, Ben-
Jonathan y colaboradores (1984), postularon que una fuente mds de noradrenalina es producida

in situ por el ovario. Se encontrd que las células foliculares son las encargadas de la sintesis de
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catecolaminas ya que se encontraron altos niveles de éstas en fluido folicular pero no en suero
(Bahr & Ben-Jonathan, 1985). Ademas, se encontré que las células tecales producen mads
catecolaminas que las células de la granulosa. Esta teoria fue reafirmada al identificar la presencia
de la enzima limitante de la sintesis de catecolaminas: tirosina hidroxilasa (TH) en ovarios de ratas
(D'Albora et al., 2000), monos (Dees et al., 1995) y humanos (Anesetti et al., 2001). Las neuronas
intraovdricas contienen TH y dopamina B-hidroxilasa (DBH) (Mayerhofer et al., 1998). Existen
evidencias que sugieren que los nervios adrenérgicos podrian participar en: 1) ovulaciéon
(Jacobowitz & Wallach, 1967), 2), la secrecién de gonadotropinas y actividad del ciclo estral y 3)
influir en la secrecién de hormonas esteroides y el desarrollo de los foliculos ovaricos (Burden et

al., 1985).

1.7 El sulpiride como antagonista especifico para receptores dopaminérgicos DA- 2.

Los antagonistas D2 bloquean los receptores dopaminérgicos tipo 2 (DA-2); por lo tanto, reducen
la actividad dopaminérgica. El mecanismo de accién de los antagonistas de los receptores DA-2
varia segun el tipo especifico de medicamento, pero generalmente actian bloqueando
competitivamente los receptores DA-2, impidiendo que la dopamina se una y ejerza su efecto
(Martel et al., 2020). Al reducir la actividad dopaminérgica, estos farmacos pueden tener efectos
terapéuticos en diversas condiciones como en la hiperprolactinemia y en desérdenes de
ovulacidn, y también para realizar investigaciones acerca de ciertas patologias donde estos
receptores estan involucrados como el sindrome de ovario poliquistico, anovulacion o disfuncién

[Utea (Taketa, 2022)

Uno de los antagonistas que ha sido de gran utilidad para realizar ciertas investigaciones de la
fisiologia ovarica es el Sulpiride, el cual es un farmaco neuroléptico, que pertenece al grupo de
las benzamidas sustituidas, donde se incluyen también farmacos como la sultoprida, tiaprida o
metoclopramida (Jenner & Marsden, 1979). Es un antagonista especifico de los receptores
dopaminérgicos D2, debido a su escasa liposolubilidad, y por tanto a su dificultad para atravesar
la barrera hematoencefalica, esté farmaco suele administrarse en dosis altas (Gerlach, 1991). A

diferencia de otros neurolépticos como la clozapina o el haloperidol, el sulpiride no interactua
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significativamente con receptores de otros neurotransmisores, por lo que su perfil atipico no
parece relacionarse con el bloqueo serotoninérgico, muscarinico o alfa-adrenérgico (Palomo,
1991).

Los antecedentes que muestran los efectos del bloqueo especifico de los receptores
dopaminérgicos DA-2 utilizando antagonistas sobre el funcionamiento del eje hipotdlamo-
hipdfisis-ovario, ayudan a esclarecer el papel critico que desempefia la dopamina en la funcién
reproductiva de la hembra en relacién con las vias de comunicacion endocrina, neuroendocrina

y neurocrina (Dominguez et al., 1987; Moran & Dominguez, 1995; Venegas et al, 2015).

2. ANTECEDENTES

Tradicionalmente se acepta que los principales controladores de la funcion gonadal son diversos
mecanismos endocrinos/paracrinos que involucran el eje hipotalamico-pituitario-gonadal. Sin
embargo, una creciente coleccién de evidencia apunta a un mecanismo adicional que controla la
funcién gonadal involucra actividad neuronal auténoma (catecolaminérgica) y posiblemente
efectos endocrinos producidos por sustancias quimicas neurotransmisoras secretadas por células
ovaricas no neuronales (Clement, 2016).

Para saber un poco mas sobre el efecto de las catecolaminas ovaricas, Dominguez vy
colaboradores (1985) evaluaron sus efectos fisiolégicos mediante el uso de antagonistas de sus
receptores en los diferentes dias del ciclo estral de la rata a distintas horas. Demostraron que el
bloqueo farmacoldgico del receptor de DA (RDA) promueve una falla ovulatoria, que depende
del dia del ciclo estral y la hora en el que se realiza el bloqueo (Dominguez, et al 1987, Venegas,
et al.,, 2015), ademas de interrumpir el desarrollo folicular e incrementar la atresia folicular
(Ramirez-Avila, 2001)

En el ovario ademas de la inervacion extrinseca, también tiene inervacioén intrinseca, en el mono
Rhesus la presencia de inervacion intrinseca que proviene de células con apariencia similar a la
de una neurona, la presencia de inervacion intrinseca también se ha demostrado en la rata Wistar
(D’Albora y Barcia, 1996; D’Albora et al., 2000). Aunado a esto, algunas de estas células fueron
positivas a la tirosina hidroxilasa, lo que indica que son catecolaminérgicas (Dees et al., 1995).
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Posteriormente se demostréd que en estas células expresa el gen que codifica para la enzima
dopamina-B-hidroxilasa, que transforma la dopamina en noradrenalina (Mayerhofer et al., 1998).
En cuanto a la inervacidn intrinseca, Benitez y colaboradores (2022) caracterizaron bioquimica y
morfométricamente a las neuronas intrinsecas en ovario de ratas Long Evans ClI-ZV adultas
jévenes, de mediana edad y senescentes. Sus resultados confirman que las neuronas estan
asociadas con las células internas de la teca y la lamina basal. También, sus resultados aportan
gue la mayoria de las neuronas intrinsecas estan asociadas en grupos a todas las estructuras de
la corteza ovarica (teca folicular, alrededor del cuerpo lateo y alrededor de quistes), por lo que
se sugiere la participacion en la regulacién del desarrollo de los foliculos y la ovulacion asociadas
a la morfologia y el nimero de estas neuronas intrinsecas, que varian de acuerdo con la edad,
estos cambios se notaron mas en las ratas senescentes. En cuanto a los receptores
dopaminérgicos Rey-Ares en 2007, encontraron a través de ARNm la presencia de receptores
dopaminérgicos D1y D2 en células de la granulosa de la teca de los foliculos ovaricos y del cuerpo
luteo en el ovario de rata.

En los resultados de Greiner y colaboradores (2008), se encontraron transportadores de DAy de
NA en células de la granulosa de foliculos ovaricos de rata, su funcionalidad se confirmé en células
de la granulosa aisladas y cultivadas in vitro bajo condiciones controladas su capacidad de captar,
almacenar y liberar estas catecolaminas. Sus resultados en ratas pueden ser relevantes para el
ovario humano porque el transportador de dopamina y de NA se encuentran en foliculos ovaricos
humanos y/o células de la granulosa aisladas. Por tanto, las células de la granulosa no neuronales
del ovario, después de absorber catecolaminas, pueden servir como compartimento intraovarico
de almacenamiento de catecolaminas, liberandolas de forma regulada. Esto sugiere una
implicacion mas compleja de las catecolaminas en las funciones ovdricas como se esta
sospechando actualmente (Saller et al., 2014).

Es por ello que Venegas y colaboradores (2015), mostraron la existencia de un sistema
dopaminérgico local en el ovario de la rata adulta que participa de modo critico en la regulacién
del ciclo estral y la ovulacion espontanea, con papeles variables a lo largo del ciclo estral e incluso
de acuerdo con la hora del dia en que se analiza su funcién, sus resultados son altamente

concordantes con las observaciones de Dominguez y colaboradores (1987) y muestran los efectos
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claros, de que el antagonismo local de los receptores a DA en el ovario inciden directamente
sobre el ciclo estral, es decir, la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas por una via de
comunicacion que no es exclusivamente hormonal, sino que es muy probable que existan sefiales
nerviosas que se generan desde el ovario y que alcanzan sitios al nivel central que coordinan y
controlan el ciclo estral con la ovulacidn.

Se ha observado que la dopamina también puede desempeiar un papel en el control de la
foliculogénesis en yeguas. La administracion de antagonistas de DA, incluida flufenazina (Nequin,
et al., 1993), perfenazina (Bennett et al., 1998), sulpiride (Besognet et al., 1997) y domperidona
(Brendemuehl et al., 2000) causd la estimulacion de la foliculogénesis en invierno de manera
transitoria en las yeguas en anestro, pero con sulpiride no tuvo efecto en yeguas en anestro
profundo (Donadeu et al., 2002). Estos efectos potencialmente podrian deberse a la(s) accidén(es)
de la dopamina en los tejidos ovaricos o la hipdfisis. Alternativamente, la administraciéon del
agonista DA, bromaocriptina, resultd en un significativo retraso en el desarrollo estacional de los
foliculos ovéricos y en la ciclicidad (Bennett, et al., 1998).

A pesar de que los receptores de DA se encuentran en el ovario, principalmente en las células de
la granulosa, no existe suficiente informacidn sobre el significado funcional de la unién de la DA
a sus receptores DA-1 y DA-2 en la regulacién de las funciones del ovario (Mayerhofer et al.,

2000).

3. JUSTIFICACION

Existe un creciente interés por esclarecer las causas de diferentes sindromes y patologias ovaricas
qgue producen infertilidad o cuadros de anovulacién crénica causados por desdrdenes periféricos
o disfunciones del eje hipotalamo-adenohipodfisis-ovario (Gerendai, et al., 2009).

En estudios recientes se ha demostrado que la DAy sus receptores (DA-1y DA-2) juegan un papel
muy importante en la regulacidn y secrecién de hormonas gonadotrdpicas y esteroideas. Se sabe
gue el bloqueo de estos receptores desencadena una alteracion significativa en la ovulacién y en
el desarrollo folicular, esto debido a un desajuste en la secrecién y regulacién de las hormonas
gue llevan a cabo estos procesos (progesterona, testosterona, estradiol, FSH y LH). De acuerdo a

algunos resultados obtenidos por Venegas et al., 2015 el bloqueo de receptores dopaminérgicos
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DA-1 y DA-2 en las bursas ovaricas de ratas en diferentes dias y horas del ciclo estral sugieren
que en la primera mitad del ciclo estral, la unién de la DA a sus receptores dopaminérgicos
ovdricos, generan sefiales neuroendocrinas que se requieren en la regulacién de la liberacion
espontanea de GnRH y de la sintesis de estradiol, lo cual depende del tipo de receptor
dopaminérgico activado.

Por ello, el papel fisiolégico de la DA y sus receptores en el ovario pueden participar en los
mecanismos reguladores de la funcion reproductiva, por lo tanto, hace falta profundizar en el
papel que tiene la DA en la regulacion de la sintesis de hormonas esteroideas y gonadotrdpicas.
Por lo anterior, el presente estudio tiene como finalidad analizar el efecto del bloqueo de los
receptores DA-2 sobre la concentracidon de las hormonas esteroides: progesterona, testosterona

y estradiol, asi como las hormonas gonadotrdpicas y sus receptores en el ovario de rata adulta.

4. HIPOTESIS
El bloqueo del receptor dopaminérgico DA-2 modifica la ovulacién y la concentraciéon de las
hormonas esteroideas y gonadotrdpicas en suero sanguineo sistémico de hembras adultas de

rata de la cepa Long Evans.

5. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del bloqueo local del receptor DA-2 en el ovario sobre la secrecion de
hormonas esteroideas y gonadotrépicas en el suero sanguineo sistémico de hembras adultas de

rata de la cepa Long Evans.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

I.  Analizar la ciclicidad y la tasa de animales ovulantes con bloqueo local de los receptores

DA-2 ovaricos.

II.  Cuantificar la concentracion de las hormonas esteroides testosterona, progesterona y

estradiol sistémico en el suero sanguineo de ratas con bloqueo local de los receptores DA-
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2 ovaricos.

lll.  Medir la concentracion de hormonas gonadotrépicas FSH y LH sistémicas en el suero

sanguineo de ratas con bloqueo local de los receptores DA-2 ovdricos.

V. Cuantificar los receptores a FSH y LH ovaricos en ratas con bloqueo local de los receptores

DA-2 ovdricos a lo largo del ciclo estral.

V. Determinar la expresion de la enzima P450 aromatasa en el ovario con bloqueo local de

los receptores DA-2 ovaricos en los diferentes dias del ciclo estral.

7. METODOLOGIA

Sujetos de Experimentacion

Todos los procedimientos descritos en el presente estudio fueron desarrollados de acuerdo con
la Ley Mexicana de Proteccién Animal para el Uso de Animales de Experimentacion (NOM-062-
Z00-1999, Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio) y fueron aprobados por el Comité del Bioterio “Claude Bernard” y el Comité
Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (Clave del proyecto 100527253-UALVIEP-24/3).

Se utilizaron ratas hembra adultas de la cepa Long Evans de 200-250 g de peso, las cuales fueron
mantenidas en condiciones controladas de iluminacion con 14 h de luz por 10 h de oscuridad
(luces encendidas de las 05:00 a las 19:00) y temperatura (22 + 2 °C) con acceso a agua y alimento

ad libitum. Los animales fueron colocados en grupos de cinco en cajas de acrilico.

Control y Seguimiento de Ciclo Estral

Con el fin de monitorear las fases del ciclo reproductor, se realizaron registros del ciclo estral por

medio de la citologia vaginal, los cuales se tomaron diariamente a entre las 9:00 y 10:00 h. Una
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vez que los animales presentaron tres ciclos consecutivos de cuatro dias de duracion (diestro-1,

diestro-2, proestro y estro) se dividieron en los diferentes grupos experimentales.

Grupos experimentales

Grupo Control (n = 20): Procedimiento de laparotomia sin inyeccién de antagonista en los
diferentes dias del ciclo estral: diestro-1 (n=5), diestro—2 (n=5), proestro (n=5) y estro (n=5). Los

animales fueron sacrificados al siguiente estro vaginal observado.

Grupo Vehiculo (n = 20): Inyeccion de acido ascérbico al 0.1% en los diferentes dias del ciclo
estral: diestro-1 (n =5), diestro-2 (n=5), proestro (n=5) y estro (n = 5). Posteriormente los animales

se sacrificaron al siguiente estro vaginal observado.

Grupo Experimental SPD1 (n = 20): Laparotomia e inyeccidn de sulpiride antagonista especifico
de los receptores dopaminérgicos DA-2 en los diferentes dias del ciclo estral: diestro-1 (n=5),
diestro-2 (n=5), proestro (n=5) y estro (n=5). Los animales seran sacrificados al siguiente estro

vaginal observado.

Grupo Experimental SPD2 (n = 20): Laparotomia e inyeccién de sulpiride antagonista especifico
de los receptores dopaminérgicos DA-2 en los diferentes dias del ciclo estral: diestro-1 (n = 5),
diestro-2 (n=5), proestro (n=5) y estro (n=5). Los animales fueron sacrificados cuatro ciclos

estrales posteriores a la inyeccidn en el estro vaginal observado.

Preparacion del farmaco

El sulpiride (SPD) ((RS)-(x)-Sulpiride; TOCRIS, Bio-Techne), antagonista selectivo de los receptores
DA-2, se preparo a una concentracién de 10 mg/mL. Para su dilucién se empled una solucidon de
acido ascérbico al 0.1% como vehiculo, afladiendo una gota de acido acético glacial con pipeta

Pasteur para facilitar su completa disolucion.

Procedimiento Quirurgico

Las cirugias se realizaron en animales anestesiados con isoflurano inhalado. Una vez anestesiados
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los animales, se les realizd una incisidn dorsal en el lado izquierdo y derecho que abarque piel y
musculo, posteriormente se exteriorizo el ovario respectivo y se localizé la bolsa que lo recubre
(bursa ovarica), en donde se introdujo una jeringa Hamilton de 25 uL (Hamilton, USA) con una
aguja de 29 mm, y con ayuda de una bomba de infusién nanomolar Nano-Injector, Stepper
Motorized (Stolting Co., USA), calibrada se administré [200 pg/20 uL] en 20 segundos, de
sulpiride (antagonista de los receptores dopaminérgicos DA-2) de acuerdo al grupo experimental
a trabajar. Esta microinyeccion se realizd a las 13:00 h de cada dia del ciclo estral.

Para poder tener un indice de comparacién, se realizé un grupo con cirugia simulada (Grupo
Control) en el cual Unicamente se realizd una incisién de piel y musculo en la parte dorsal del lado
izquierdo y derecho, exteriorizando el ovario. Respecto al grupo vehiculo, se le administraron
20pL de acido ascérbico al 0.1% en la bursa ovarica y se procedio a suturar (Venegas et al., 2015).
Posterior a la cirugia, la herida se traté con clorhexidina al 2% y los animales fueron devueltos a
su caja correspondiente. Al dia siguiente de la cirugia se retomod la toma del frotis vaginal hasta
el momento del sacrificio correspondiente. Los animales fueron sacrificados al proestro y estro

vaginal dependiendo del grupo experimental.

Autopsia

Los animales que presentaron un estro en la citologia vaginal fueron pesados en una balanza
granataria para posteriormente ser sacrificados entre las 9:00 y 11:00 h por decapitacion previo
a anestesia con isoflurano. Se obtuvo la sangre del tronco y se centrifugd a 3000 rpm durante 15
minutos, posteriormente se obtuvo el suero y este se almacend a -20°C hasta el momento de la
cuantificacién de hormonas esteroides y gonadotrdpicas. Se disecd al animal y se obtuvieron los
organos siguientes: ovarios, oviductos, adrenales, Utero, hip&fisis y cerebro, los cuales fueron
pesados y almacenados a -80 °C, hasta el momento de su analisis. La ovulacidn fue analizada en
los oviductos en fresco.

Las hormonas esteroides y gonadotrdpicas se cuantificaron en suero sanguineo mediante la
técnica de quimioluminiscencia. Para el andlisis estadistico se tomd en consideracidn la
determinacion de hormonas esteroides y gonadotrdpicas de un grupo intacto (n = 7). Los ovarios

de los animales de cada grupo experimental fueron almacenados a -80°C para su posterior
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cuantificacidon de los receptores a LH y FSH, asi como la P450 aromatasa por la técnica de Western

blot.

Determinacion de la expresidon de la P450 aromatasa y de los receptores LH y FSH por la técnica

de Western blot.

Para el analisis de la P450 aromatasa y los receptores de LH, FSH por Western blot se coloco el
ovario izquierdo con 750 uL de solucion buffer RIPA para su lisis (50 mM de Tris-HCI pH 8, 0.5%
de deoxicolato de sodio, 150 mM de NaCl, 2 mM de EDTA, 0.1% de SDS, 1% de Tritdn X100).
Después de 5 min de incubacién sobre hielo, la muestra se lisé con un homogeneizador (DAIHAN-
brand ® Homogenizing Stirrer, “HS-30E”) durante 1 minuto, posterior a ello, las muestras se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 min a 4°C. (Eppendorf Centrifuge 5420). Se recolect6 el
sobrenadante y se cuantificé la concentracién total de proteinas utilizando el método de

Bradford.

Las muestras fueron incubadas a 95 °C en un thermoblock (UVITEC CAMBRIDGE) durante 5
minutos, posteriormente, se colocaron en frio. Después, las muestras fueron cargadas en gel de
poliacrilamida al 10% para su separacion por SDS-Page. Se colocaron 30 mg de proteina por carril
y se realizd un corrimiento electroforético utilizando una cdmara de electréforesis vertical
(BioRad). Las proteinas se separaron a 100 V durante 120 minutos en buffer de corrimiento.
Posteriormente, se realizd la electrotransferencia, donde las proteinas se transfirieron a una
membrana PVDF (Immobilon-P) en un transblot (BioRad) durante 1 hora a 100 V. La membrana
fue tratada con una solucion de Tris Buffer Salino (TBS-T) y con albumina sérica bovina (BSA) al
5% durante 2 horas, transcurrido ese tiempo se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 10 minutos
cada uno, para después realizar la inmunodeteccidn con los respectivos anticuerpos.

La membrana se incubd con el anticuerpo primario con una concentracién de 0.25 pg/mL para
anti-LHR rabbit (Thermo Fisher Scientific, PA5-79598) y 1:2000 para anti-FSHR rabbit (Thermo
Fisher Scientific, PA5-50963), los anticuerpos fueron diluidos en TBS-T y se dejaron incubar
durante la noche en refrigeracion. Después se realizaron tres lavados con PBS 1X durante 10
minutos, para posteriormente incubar con el anticuerpo secundario IgG anti-rabbit durante 1
hora a temperatura ambiente, luego se realizaron lavados a la membrana nuevamente 3 veces
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con TBS-T durante 10 minutos. Por ultimo, para el revelado de las bandas se utilizdé luminol y un
fotodocumentador (UVitec Ltd.Cambrige-Alliance Q9 Advanced), la sefal fue capturada
directamente desde la membrana de Western blot mediante una cdmara CCD de alta sensibilidad
para revelar las bandas de proteinas inmunorreactivas. La inmunoreactividad se cuantificé por
densitometria con el software Imagel (National Institutes of Health versidn).

La actina (43 kDa), una proteina que se expresa constitutivamente, y fue tomada como referencia

en las mismas membranas para la comparacidn con los grupos.

Andlisis Estadistico

Los datos analizados se presentan como la media + el error estandar. Los datos del nimero de
ovocitos se analizaron por pruebas de normalidad y un analisis de varianza (ANOVA) de 2 vias
comparando el dia del ciclo estral respecto al grupo control y vehiculo una prueba post hoc de
comparaciones multiples de Tukey, mientras que para la comparacién de los pesos de los érganos
extraidos se realiz6 mediante una prueba t-Student. Los datos de la concentraciéon de hormonas
gonadotrdpicas y esteroideas fueron analizados mediante una ANOVA de una via seguido de una
prueba post hoc de Tukey — Kramer. Las diferencias cuya probabilidad es menor o igual a 0.05
fueron consideradas estadisticamente significativas. Los analisis estadisticos se realizaron en el

programa GraphPad Prism Version 8.

8. RESULTADOS

8.1 El bloqueo de los receptores DA-2 ovaricos afecta la ciclicidad, la tasa de animales ovulantes

y el nimero de ovocitos en ratas adultas.

La figura 8 muestra el seguimiento del ciclo estral en los cuatro grupos experimentales. Los

animales del grupo control y vehiculo mantuvieron un ciclo estral regular de cuatro dias tanto
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antes como después de la intervencion quirdrgica, independientemente del dia del ciclo estral
en que se realizo la cirugia.

Se observé que el 100% de los animales a los que se les administré SPD en las bursas ovaricas
durante el diestro-1 y fueron sacrificados al siguiente estro vaginal (grupo SPD1), mostraron un
ciclo estral prolongado de cinco dias, caracterizado por un dia adicional de diestro (Fig. 8A). En
contraste, la inyeccion de SPD durante las fases de diestro-2, proestro o estro no indujo
alteraciones significativas en la ciclicidad de los animales (Fig. 8A, 8B, 8Cy 8D).

Para los animales inyectados con SPD en el diestro-1 y sacrificados después de completar cuatro
ciclos estrales después de la administracion (grupo SPD2), el 100% de los organismos presento
inicialmente dos ciclos regulares de cuatro dias, seguidos de dos ciclos irregulares con una
duracidn aproximada de seis dias. Esta irregularidad se manifestd por la presencia de dos dias
mas de diestro, lo cual es indicativo de aciclicidad (Fig. 8A). Cuando la administracién de SPD se
realizd en el diestro-2 o proestro, el 60% y 20% de los animales presentaron un primer ciclo
irregular, principalmente por una extension de la fase de diestro; sin embargo, los tres ciclos
subsiguientes se regularon a una duracién de cuatro dias (Fig. 8B y 8C). Finalmente, no se
detectaron cambios en la ciclicidad de los animales a los que se les administré SPD durante el

estro y que fueron evaluados a lo largo de cuatro ciclos estrales postinyeccién (Fig. 8D).
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Figura 8. Ciclicidad registrada de los diferentes grupos después del procedimiento quirdrgico y administracion del vehiculo o de Sulpiride durante las diferentes

etapas del ciclo estral.
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En los grupos control (animales sometidos a laparotomia bilateral) y vehiculo (tratados con acido
ascorbico al 0.1% en las bursas ovaricas), la tasa de animales ovulantes (TAO) fue
consistentemente del 100% en todas las etapas del ciclo estral evaluadas (D1: 5/5; D2: 5/5; P:
5/5; E: 5/5) (Fig. 9).

Al evaluar la ovulacién en el ciclo estral posterior a la inyeccion de SPD, se observd que los
animales a los que se les administré el antagonista durante el proestro o el estro vaginal
mantuvieron una TAO del 100%. Sin embargo, la inyeccién de SPD en las fases de diestro 1y
diestro 2 resultd en una TAO del 60% y 40% respectivamente, presentando una diferencia
significativa respecto al grupo control y vehiculo (p < 0.0001 con una prueba exacta de Fisher)
(Fig. 9).

La evaluacion de la ovulacién en animales que recibieron SPD y fueron sacrificados cuatro ciclos
estrales posteriores a la inyeccién mostré una disminucién en la TAO del 40 y 60% en aquellos
animales tratados durante el diestro 1 y diestro 2 (D1: 3/5, D2: 4/5). El grupo tratado en diestro-
1 presentd una diferencia significativa respecto al grupo control y vehiculo (p < 0.0001 con una
prueba exacta de Fisher). Por el contrario, la administracién de SPD en proestro y estro no afecté

la TAO (P: 5/5, E: 5/5) (Fig. 9).
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Figura 9. Porcentaje de animales ovulantes de los diferentes grupos en las diferentes etapas del ciclo estral, después
del procedimiento quirurgico, y la inyeccion del vehiculo y del antagonista de los receptores dopaminérgicos DA-2.
*p < 0.05 con una prueba exacta de Fisher

El andlisis del numero de ovocitos liberados en el grupo control revelé que la laparotomia
bilateral no alterd significativamente este pardmetro, independientemente del dia del ciclo en
gue serealizé la cirugia (D1:9.75+1.49; D2:12.25+1.10; P: 12.75 £ 0.85; E: 14.75 + 0.47 ovocitos;
analisis ANOVA seguido de una prueba post hoc de Tukey).

En el grupo que recibié la administraciéon del vehiculo, el diestro-2 se asocié con un numero
significativamente mayor de ovocitos en comparacion con las fases de proestro y estro (D2: 14.8
+1.57vs. P:9.43 +1.04 y E: 8.50 + 1.50 ovocitos; andlisis ANOVA seguido de un test post hoc de
Tukey post hoc p < 0.05). Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en el nimero
de ovocitos cuando la administracién se realizé en diestro-1 (12.5 + 1.78 ovocitos) con respecto
a los tratados en diestro-2, proestro y estro (D2: 14.8 + 1.57 vs. P: 9.43 + 1.04 y E: 8.50 + 1.50
ovocitos; p > 0.05). Adicionalmente, el nimero de ovocitos no varié en los animales tratados en
el proestro (P: 9.43 +1.04 ovocitos) y el estro (E: 8.50 + 1.50 ovocitos, andlisis ANOVA seguido de
un test post hoc de Tukey, p > 0.05; Fig. 10).

En el contexto de la administracién de SPD, los animales inyectados durante la fase de diestro-1
y que ovularon, mostraron un nimero de ovocitos significativamente reducido tanto cuando
fueron sacrificados al siguiente estro vaginal (SPD1: 2.80 + 1.20 ovocitos), como cuatro ciclos
estrales después de la administracion (SPD2: 4.80 + 2.58 ovocitos) en comparacién con el grupo
vehiculo correspondiente (12.50 + 1.78 ovocitos). Es importante destacar que estas cantidades
no presentaron diferencias significativas respecto al grupo control (9.75 + 1.49 ovocitos; andlisis
ANOVA con un test post hoc de Tukey, p < 0.01; Fig. 10).

Para la inyeccién de SPD en la fase de diestro-2, los animales ovulantes evidenciaron una
disminucidn significativa en el nimero de ovocitos cuando el sacrificio se realizé en el siguiente
estro vaginal (SPD1: 1.80 * 1.2 ovocitos) en comparacién con los grupos vehiculo (14.0 + 1.57
ovocitos) y control (12.25 + 1.11 ovocitos) (ANOVA seguido de un test post hoc de Tukey p <
0.01). En contraste, el numero de ovocitos en los animales sacrificados cuatro ciclos estrales

después de la administracion (8.80 + 2.63 ovocitos) no mostré diferencias significativas con el
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vehiculo y control (ANOVA seguido de un test post hoc de Tukey p > 0.05). Ademas, se encontrd
una diferencia significativa en el nUmero de ovocitos al comparar los animales sacrificados al
siguiente ciclo estral con aquellos sacrificados cuatro ciclos estrales posteriores a la inyeccion.
En los animales que recibieron SPD durante la fase de proestro, se observd una disminucion
significativa en el nimero de ovocitos liberados cuando el sacrificio se realizé en el siguiente estro
vaginal (SPD1: 4.60 * 1.33 ovocitos) en comparacién con el grupo control (14.12 + 0.85 ovocitos;
ANOVA seguido de un test post hoc de Tukey p < 0.05). Sin embargo, no se identificaron
diferencias significativas en este parametro al comparar el grupo SPD1 con el grupo vehiculo
(9.43 £ 2.40 ovocitos) ni con el grupo SPD sacrificados cuatro ciclos estrales después de la
administracion (SPD2: 9.40 + 2.40 ovocitos; Fig. 10).

El analisis del numero de ovocitos en el grupo administrado con SPD durante la fase de estro
vaginal reveld una disminucién estadisticamente significativa en los animales sacrificados tanto
al siguiente estro vaginal (SPD1: 6.20 £ 1.43 ovocitos), como cuatro ciclos estrales posteriores a
la administracién (SPD2: 7.00 + 2.81 ovocitos), en comparacién con el grupo control (14.75 + 0.48
ovocitos). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas al comparar estos grupos de
SPD con el grupo vehiculo (8.50 £ 1.50 ovocitos; analisis ANOVA seguido de una prueba post hoc
de Tukey p < 0.05; Fig. 10). En el contexto de la administracidon de SPD, se determiné que no
existen diferencias significativas en el niUmero de ovocitos liberados, independientemente del dia

del ciclo estral en que se realizé la inyeccién.
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Figura 10. La grdfica muestra la media + EEM del nimero de ovocitos totales liberados (A) asi como también el
numero de ovocitos liberados del ovario derecho (B) e izquierdo (C) de los grupos experimentales inyectados en los
diferentes dias del ciclo estral y sacrificados en el estro vaginal observado. ANOVA de 2 vias, y una prueba post hoc
de comparaciones multiples de Tukey. **p<0.01 ***p<0.001

Se analizé el numero de ovocitos liberados por cada ovario. Respecto al ovario derecho (OD), se
observd que la laparotomia bilateral no modificd el nimero de ovocitos liberados en el grupo
control (D1: 5.0 + 1.22; D2: 7.25 + 1.10; P: 6.0 £ 0.91; E: 6.75 * 1.10 ovocitos), ni en el grupo
vehiculo (D1: 5.66 + 0.88; D2: 7.00 + 1.02; P: 4.71 + 0.56; E: 3.75 % 0.85 ovocitos). En el grupo
inyectado con SPD vy sacrificado al ciclo estral siguiente (SPD1), se registré una disminucion
estadisticamente significativa en el nimero de ovocitos liberados. Esta disminucidn se presentd
al inyectar en el diestro 1, en comparacién con el grupo vehiculo (Vh: 5.66 + 0.88 vs. SPD1: 1.40
+ 0.60 ovocitos; p=0.0419), y al inyectar en el diestro 2, en comparacion con el grupo control
(7.25 % 1.10 ovocitos; p=0.0135) y con el grupo vehiculo (7.00 * 1.02 ovocitos; p<0.0001). Por
otro lado, no se encontraron diferencias significativas en el nimero de ovocitos liberados por el
OD cuando la inyeccion se realizé en el proestro (Control: 6.00 + 0.91; Vehiculo: 4.71 + 0.56 vs.
SPD1:2.40 + 0.74 ovocitos) y el estro vaginal (Control: 6.75 + 1.10; Vehiculo: 3.75 + 0.85 vs. SPD1:

3.60 + 1.36 ovocitos). Al analizar los animales inyectados con SPD en el diestro 2 y sacrificados
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cuatro ciclos estrales posteriores (SPD2), se observd un aumento estadisticamente significativo
en el nimero de ovocitos liberados con respecto al grupo SPD1 (SPD1: 1.20 + 0.73 vs. SPD2: 5.00
+ 1.51 ovocitos; p=0.0055). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el nimero de ovocitos liberados por el OD en el grupo SPD2 cuando la inyeccién
se realizé en el diestro 1, proestro y estro, en comparacién con los grupos control, vehiculo y
SPD1 (Tabla 1).

En el caso del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo (Ol), no se mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control (D1: 4.75+ 1.49; D2:5.25 +0.25;
P: 6.25 + 0.47; E: 8.00 + 1.22 ovocitos) y el grupo vehiculo (D1: 6.83 + 1.01; D2: 7.00 + 0.90; P:
4.71+0.86; E: 4.75 + 1.81 ovocitos), independientemente del dia del ciclo estral en que se realizé
la inyeccion. En los grupos inyectados con SPD y sacrificados al ciclo estral siguiente (SPD1), se
encontrd una disminucidn estadisticamente significativa del nUmero de ovocitos liberados por el
Ol de los animales inyectados en el diestro 1 respecto al grupo vehiculo (Vehiculo: 6.83 + 1.01 vs.
SPD1:1.80 + 1.11 ovocitos; p = 0.0135), y los inyectados en el estro con respecto al grupo control
(Control: 8.00 £ 1.22 vs. SPD1: 2.20 £ 1.74 ovocitos; p = 0.0369). Al analizar los animales
inyectados con SPD en el diestro 2 y sacrificados cuatro ciclos estrales posteriores (SPD2), se
encontrd una disminucién en el niumero de ovocitos liberados por el Ol (SPD2: 1.20 + 0.73
ovocitos) respecto al grupo vehiculo (7.00 + 0.90 ovocitos; p = 0.0003) y control (5.25 + 0.25
ovocitos; p = 0.0174). Cuando el SPD se inyectd en el diestro 1 y los animales se sacrificaron
cuatro ciclos estrales posteriores, también se observd una disminucidn significativa del numero
de ovocitos liberados por el Ol (SPD2: 1.40 + 0.60 ovocitos) con respecto al grupo vehiculo (6.83
+ 1.01 ovocitos; p = 0.0073). De igual manera, si la inyeccion se realizé en el proestro, hubo una
disminucion significativa del nimero de ovocitos liberados por el Ol (SPD2: 2.20 + 0.80 ovocitos)
respecto al grupo control (6.25 + 0.47 ovocitos; p = 0.0462). Finalmente, no se detectd6 diferencia
significativa en el niumero de ovocitos liberados cuando el SPD se inyectd en el estro y los
animales se sacrificaron a los cuatro ciclos estrales posteriores.

Al analizar el nimero de ovocitos liberados del ovario derecho respecto al ovario izquierdo se
observd que la microinyeccién en las etapas de diestro 1, proestro y estro no modificd la

liberacion de ovocitos entre el ovario izquierdo y el derecho. Sin embargo, en la etapa de diestro
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2, se detectd una disminucién significativa en el nimero de ovocitos liberados del ovario
izquierdo respecto al ovario derecho en el grupo con inyeccién de SPD sacrificado cuatro ciclos
posteriores (SPD2: OD =5.00+1.51 vs Ol =1.20+0.73; p = 0.02) (Tabla 1). Los andlisis estadisticos

se realizaron mediante ANOVA seguido de una prueba post hoc de Tukey.

(%]

Tabla 1. NiUmero de ovocitos liberados + e.e.m en el ovario derecho (OD) e izquierdo (OD) y totale
(OD+0l) en los animales de los diferentes grupos experimentales (n=5). Los datos presentados
corresponden a la mafana del siguiente estro vaginal observado.

Ovocitos liberados (OD y Ol)

CONTROL VEHIiCULO SPD1 SPD2
Dia del
. oD ol oD ol oD ol oD ol
ciclo
5.00 4.75 5.66 6.83 1.40 1.80 3.00 1.40
Diestro 1 + + + + + t t t
1.22 1.49 0.88° 1.01° 0.60° 1.11° 1.67 0.60°
7.25 5.25 7.00 7.00 1.20 3.80 5.00 1.20
Diestro 2 + + + + + + + +
1.10°¢ 0.25f 1.02¢ 0.908 0.73 9 1.31 1.51¢ 0.73%&*
6.00 6.25 4.71 4.71 2.4 3.60 5.80 2.20
Proestro + + + + + + + +
0.91 0.47" 0.56 0.86 0.74 0.98 1.80 0.80"
6.75 8.00 3.75 4.75 3.60 2.20 5.20 2.60
Estro + + + + + + + +
1.10 1.22 0.85 1.81 1.36 1.74 1.82 1.07

Letras iguales se consideran estadisticamente significativas p < 0.05.
*p<0.05 respecto al ovario derecho vs. Ovario izquierdo

p < 0.05 comparando el peso del ovario derecho e izquierdo respecto al dia del ciclo estral en que fueron tratados los animales (ANOVA de dos
vias seguida de la prueba pos-hoc de Tukey)

El peso de los ovarios también fue analizado en los diferentes grupos experimentales. Se observé
gue la laparotomia bilateral no afecté el peso del ovario derecho (OD) de los animales en las
distintas etapas del ciclo estral. Al inyectar el vehiculo (acido ascérbico al 0.1%) en las fases de
diestro 1, diestro 2 y proestro, no se encontré diferencia significativa en el peso del ovario

derecho. No obstante, si se detectdé que el OD presentd un menor peso en los animales
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inyectados con el vehiculo en el diestro 2 (11.69 + 0.77 mg) con respecto a aquellos inyectados
en el estro vaginal (16.04 + 0.39 mg; p = 0.0484). Los analisis estadisticos se realizaron mediante
ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de Tukey (Tabla 2).

Se observd que la administracion de SPD no indujo efectos sobre el peso del ovario derecho (OD)
e izquierdo (Ol) respecto al grupo control y vehiculo en los animales sacrificados al ciclo estral
siguiente, independientemente del dia del ciclo estral en que se realizd la inyeccién. Al evaluar a
los animales tratados con SPD vy sacrificados cuatro ciclos estrales posteriores a la inyeccidon
(SPD2), no hubo diferencias estadisticamente significativas en el peso del ovario derecho de los
animales inyectados en diestro 1, diestro 2 y proestro. No obstante, se observé una disminucién
estadisticamente significativa en el peso del ovario derecho en la etapa de estro (10.36 + 1.27
mg), en comparacion con el peso del ovario derecho del grupo vehiculo (acido ascorbico al 0.1%)
(16.04 £ 0.39 mg; p = 0.0259). En el caso del ovario izquierdo de los animales tratados con SPD y
sacrificados cuatro ciclos estrales posteriores a la inyeccién, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo control y vehiculo, independientemente del dia
del ciclo en que se realizé la inyeccidn. Al realizar la inyeccion de SPD en el estro vaginal, se
observé una disminucion estadisticamente significativa en el peso del ovario derecho e izquierdo
al comparar los animales sacrificados cuatro ciclos estrales posteriores con aquellos sacrificados
al siguiente ciclo estral posterior a la inyeccién (OD SPD1: 15.54 + 0.99 mg vs. SPD2: 10.36 + 1.27
mg; p = 0.0153; Ol SPD1: 16.11 + 1.13 mg vs. SPD2: 9.905 + 1.1 mg; p = 0.0249). Los analisis
estadisticos se realizaron mediante un ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de Tukey
(Tabla 2).

La laparotomia no afecté el peso del utero al compararlo con el grupo control,
independientemente del dia del ciclo en que se realizd la cirugia (Tabla 2). La inyeccién de SPD
en los diferentes dias del ciclo estral en los animales sacrificados al ciclo estral siguiente no afecto
el peso del Utero al compararlo con los grupos control y vehiculo. En cuanto a los animales
inyectados con SPD en diestro 1, diestro 2 y proestro y sacrificados cuatro ciclos estrales
posteriores, no presentaron diferencias estadisticamente significativas en el peso del Utero. Sin
embargo, se observo que los animales inyectados con SPD en el estro vaginal y sacrificados cuatro

ciclos posteriores (SPD2) presentaron una disminucion estadisticamente significativa en el peso
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del utero (107.2 + 9.1 mg) al compararlo con los grupos control (167.6 + 8.10 mg; p = 0.0006),
vehiculo (163.2 £ 9.40 mg; p = 0.0017) y con el grupo SPD sacrificado al siguiente estro vaginal
observado (146.7 + 6.0 mg; p = 0.0282). El andlisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de

dos vias, seguido de una prueba post hoc de Tukey (Tabla 2).
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Tabla 2. Peso relativo de los ovarios (mg/100 g de peso corporal) y peso relativo del utero
(mg/100 g de peso corporal) £ e.e.m en los animales de los diferentes grupos experimentales
(n=5). Los datos presentados corresponden a la mafana del siguiente estro vaginal observado.

PESO OVARIO
CONTROL VEHicuLO SPD1 SPD2
Ovario Ovario Ovario Ovario Ovario Ovario Ovario Ovario
Derecho lzquierdo Derecho Izquierdo Derecho lzquierdo | Derecho | lzquierdo
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
14.15 15.87 13.91 14.70 12.96 14.29 13.02 12.98
Diestro 1 * + * * + + + *
1.19 1.77 1.99 1.48 0.86 1.18 0.77 1.42
16.71 13.16 11.69 12.9873 15.27 14.18 13.69 13.42
Diestro 2 * * * * * * * *
2.63 2.65 0.77¢ 0.96 1.67 2.98 1.58 1.63
16.09 16.14 14.03 15.94 14.44 12.82 12.48 11.14
P t + + + + + + + +
roestro 1.27 1.99 2.01 1.41 1.42 0.39 0.51 0.38
13.30 13.28 16.04 13.56 15.54 16.11 10.36 9.905
Estro + + + + + + + +
1.59 0.88 0.3924 0.64 0.99° 1.13¢ 1.27%P 1.1¢
PESO UTERO
CONTROL VEHIicULO SPD1 SPD2
Diestro 1 155.6 +7.04 156.0 £8.90 150.2 £5.92 138.4+11
Diestro 2 139.7 £15.53 150.8 +13.38 148.7 +£20.9 144.7+7.7
Proestro 154.0 £ 14.26 150.5+9.16 143.7+ 8.0 165.8+7.2
Estro 167.6 £8.10° 163.2 +9.40° 146.7 £6.0¢ 107.249.12b¢

Letras iguales se consideran estadisticamente significativas p < 0.05.

p < 0.05 comparando el peso del ovario derecho e izquierdo respecto al dia del ciclo estral en que fueron tratados los animales (ANOVA de
dos vias seguida de la prueba pos-hoc de Tukey)
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8.3 El bloqueo del receptor DA-2 ovaricos afecta la concentracion sérica de LH, FSH y la

expresion de sus receptores en la rata adulta.

El andlisis de la concentracidn sérica de las hormonas gonadotrépicas FSH y LH se realizo en el
estro vaginal de todos los grupos experimentales. Al analizar la concentracién de LH, se observd
qgue la laparotomia bilateral no afecté la concentracion de esta gonadotropina,
independientemente del dia en que se realizd la cirugia. Asimismo, la inyeccién de SPD en los
animales sacrificados al siguiente ciclo estral no modific6 la concentracion de LH,
independientemente del dia del ciclo en que se realizé la inyeccién. En el caso de los animales
administrados con SPD en diestro 1, proestro y estro, y sacrificados cuatro ciclos estrales
posteriores, no se observd un efecto sobre la concentracidn de LH. No obstante, la inyeccion de
SPD en diestro 2 en los animales sacrificados cuatro ciclos estrales posteriores, aumentoé
significativamente la concentracion de LH (19.46 + 2.70 pg/mL), en comparacion con el grupo
control (4.56 + 1.21 pg/mL; p = 0.0001), el grupo vehiculo (3.20 * 0.73 pg/mL; p = 0.0001) y el
grupo SPD sacrificado al siguiente ciclo estral (SPD1) (5.03 + 2.14 pg/mL; p = 0.0001;). El analisis
estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de Tukey

(Fig. 11A).

Se realizd el andlisis para la identificacién de la expresién de los receptores de LH (LHR) ovaricos
en los diferentes grupos experimentales de los animales sacrificados en el estro vaginal. Se
identificaron las bandas correspondientes a LHR con un peso molecular de 78 kDa, las cuales se
normalizaron con la banda de la proteina B-actina, de 43 kDa (Fig. 11B). Los resultados muestran
gue la laparotomia bilateral en las diferentes etapas del ciclo estral no afecté la expresiéon de los
LHR. La inyeccion de SPD en diestro 1 y diestro 2 en los animales sacrificados al siguiente estro
vaginal (SPD1) no modificd la expresion de los LHR. Cuando la inyeccién de SPD se realizd en
proestro y los animales fueron sacrificados al siguiente estro vaginal, se observé un aumento en
la expresion de LHR (SPD1: 1.42 + 0.35 UA de LHR) respecto al grupo control (0.869 + 0.19 UA de
LHR), sin cambios significativos en el grupo vehiculo (0.651 + 0.05 UA de LHR). La inyeccién de

SPD en estro vaginal en los animales sacrificados cuatro ciclos estrales posteriores, mostrd un

45



aumento en la expresion de LHR (SPD1: 1.71 + 0.33 UA de LHR) respecto al grupo control (0.489
+ 0.05 UA; p = 0.0002) y al grupo vehiculo (0.756 + 0.04 UA de LHR; p = 0.0041). El andlisis
estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de Tukey

(Fig. 11C).

Al analizar la inyeccién de SPD en diestro 2 y proestro en los animales sacrificados cuatro ciclos
estrales posteriores, no se observaron diferencias significativas en la expresién de LHR respecto
al grupo control y vehiculo. Sin embargo, cuando la inyeccién de SPD se realizé en diestro 1, se
observd un aumento en la expresion de LHR (1.365 + 0.20 UA de LHR) respecto al grupo vehiculo
(0.607 £ 0.01 UA de LHR; p = 0.0313). Ademads, cuando la inyeccion se realizd en estro vaginal,
este aumento (1.711 £ 0.33 UA de LHR) se mantuvo al compararlo con el grupo vehiculo (0.756
+ 0.04 UA de LHR; p = 0.0041) y con el grupo control (0.489 + 0.05 UA de LHR; p = 0.0002) (Fig.
11C).
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Figura 11. Se representa la media + EEM de la concentracién de LH (ng/mL) en suero sanguineo en el estro observado con bloqueo de DA-2 en las diferentes
etapas del ciclo estral (A). Intensidad de bandas proteicas detectadas de LHR en el estro observado con bloqueo de DA-2 en las diferentes etapas del ciclo estral
(B). Densitometria de LHR donde hubo diferencias significativas en diestro 1, proestro y estro (C). ANOVA de dos vias, sequido de una prueba post hoc de Tukey.
*p<0.05 **p< 0.01*** p<0.001
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En cuanto a la concentracién sérica de FSH se mostré que la laparotomia bilateral no afecté la
concentracion de esta gonadotropina, independientemente del dia en que se realizé la cirugia.
Respecto a los animales administrados con SPD en la etapa de diestro 1, proestro y estro
sacrificados al siguiente ciclo estral (SPD1) no se modificé la concentracion de FSH; no obstante,
cuando los animales fueron administrados con SPD en la etapa de diestro 2 y sacrificados al
siguiente ciclo estral, se observd una disminucion estadisticamente significativa de la
concentracion de FSH (1.35 + 0.18 pg/mL) respecto al grupo control (3.14 + 0.43 pg/mL p =
0.0001) y al grupo vehiculo (2.63 £ 0.29 pg/mL p = 0.004). Respecto a los animales administrados
con SPD en la etapa de diestro 1, proestro y estro que fueron sacrificados cuatro ciclos
posteriores (SPD2), no hubo cambios estadisticamente significativos en la concentracidn de FSH;
sin embargo, cuando los animales fueron administrados con SPD en diestro 2 y sacrificados
cuatro ciclos posteriores hubo una disminucidon estadisticamente significativa en Ia
concentracion de FSH (1.67 £ 0.13 pg/mL ) respecto al grupo control (3.14 +0.43 pg/mL p = 0004)
y al grupo vehiculo (2.63 + 0.29 pg/mL p = 0.0296). El analisis estadistico se realizé mediante un
ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de Tukey (Fig. 12A).

Por otra parte, se realizé el andlisis de la identificacién de la expresién de los receptores de FSH
(FSHR) ovdricos. Se observaron las bandas correspondientes a FSHR con un peso molecular de
75 kDa, las cuales se normalizaron con la banda de la proteina B-actina, de 43 kDa (Fig. 12B). Los
resultados muestran que la laparotomia bilateral en las diferentes etapas del ciclo estral no
afectd la expresion de los FSHR. En los animales administrados con SPD y sacrificados al siguiente
estro vaginal (SPD1) no mostraron diferencias estadisticamente significativas en la expresién de
los FSHR independiente del dia del ciclo estral en que se realizé la inyeccién. Respecto a los
animales administrados con SPD en la etapa de diestro 2, proestro y estro que fueron sacrificados
en estro vaginal cuatro ciclos posteriores (SPD2) no afectd la expresion de los receptores FSHR;
sin embargo, cuando se administré SPD en la etapa de diestro 1 y se sacrificaron cuatro ciclos
posteriores hubo una disminucién estadisticamente significativa en la expresion de los
receptores (0.53 + 0.11 UA de FSHR) respecto al grupo vehiculo (1.27 + 0.12 UA de FSHR p =
0.0109). El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de dos vias, seguido de una prueba

post hoc de Tukey (Fig. 12C).
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Figura 12. Se representa la media + EEM de la concentracion de FSH (ng/mL) en suero sanguineo en el estro observado con bloqueo de DA-2 en las diferentes
etapas del ciclo estral (A). Intensidad de bandas proteicas detectadas de FSHR en el estro observado con bloqueo de DA-2 en las diferentes etapas del ciclo estral
(B). Densitometria de FSHR donde en diestro 1 hubo diferencias significativas (C). ANOVA de dos vias, sequido de una prueba post hoc de Tukey. *p<0.05 **p<
0.01*** p<0.001
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8.4 En la etapa del estro vaginal el bloqueo del receptor DA-2 ovdrico provoca un aumento en
la expresion de P450 aromatasa.

Respecto a la determinacion de la expresidon de P450 aromatasa, se identificaron las bandas
especificas con un peso molecular de 35 kDa, las cuales se normalizaron con la banda de la
proteina B-actina, de 43 kDa. (Fig.13B). Los resultados muestran que la laparotomia bilateral no
afecté la expresion de P450 aromatasa independientemente del dia del ciclo estral en que se
realizo la cirugia. Respecto a los animales administrados con SPD y sacrificados al siguiente estro
vaginal (SPD1) no afect6 la expresiéon de P450 aromatasa independientemente del dia del ciclo
estral en que se realizo la inyeccion. Tampoco en los animales que fueron administrados con SPD
en la etapa de diestro 1, diestro 2 y proestro sacrificados cuatro ciclos posteriores (SPD2). Sin
embargo, cuando se realizé la administracidon de SPD en la etapa del estro vaginal y se sacrificaron
al estro vaginal cuatro ciclos posteriores se observdé un aumento estadisticamente significativo
en la expresiéon de P450 aromatasa (1.24 + 0.08 UA de P450 aromatasa) respecto al grupo control
(0.66 £ 0.05 UA de P450 aromatasa p = 0.0404). El andlisis estadistico se realizd mediante un

ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de Tukey (Fig.13A).
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8.5 El bloqueo de los receptores DA-2 ovaricos en las diferentes etapas del ciclo estral afecta
la concentracion de hormonas esteroideas: testosterona y estradiol, pero no afecta la
concentracion de progesterona en el estro vaginal.

El analisis de la concentracién sérica de las hormonas esteroides progesterona, testosterona total
y 17B-estradiol, se realizd en el estro vaginal de todos los grupos experimentales. Al analizar los
resultados de la concentracidn sérica de progesterona, se observéd que la laparotomia bilateral
no afectd la concentracién de esta hormona, independientemente del dia del ciclo estral en que
se realizo la cirugia. Ademas, en los animales a los que se administré SPD y fueron sacrificados en
el estro vaginal siguiente (SPD1), asi como en aquellos sacrificados cuatro ciclos posteriores
(SPD2), se observo que el bloqueo de la dopamina no modifica la concentracién de progesterona.
El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc

de Tukey (Fig. 14).
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Figura 14. Se muestra la media * EEM de la concentracion de progesterona (ng/ml) sanguineo en el estro
observado con bloqueo de DA-2 en las diferentes etapas del ciclo estral. ANOVA de dos vias, seguido de una
prueba post hoc de Tukey. NS= sin diferencias significativas.
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En el caso de la testosterona total, los resultados indican que cuando se realiza la laparotomia
bilateral con inyeccidn del vehiculo (acido ascérbico al 0.1%) en la etapa de diestro 1 (0.08 £ 0.01
pg/mL), diestro 2 (0.09 + 0.01 pg/mL), proestro (0.11 £ 0.01 pg/mL) y estro (0.10 + 0.02 pg/mL)
provoca una disminucion estadisticamente significativa respecto al grupo control (1.32 £ 0.07 p
<0.0001). De manera similar se observd que el bloqueo de la dopamina en los animales
sacrificados al siguiente ciclo estral (SPD1) en la etapa de diestro 1 (0.20 + 0.01 pg/mL) , diestro
2 (0.17 + 0.06 pg/mL), proestro (0.24 + 0.03 pg/mL) y estro (0.19 * 0.05 pg/mL) tienen una
disminucion en la concentracion de testosterona total respecto al grupo control (1.32 + 0.07
pg/mL p= <0.0001). Finalmente, los animales que se les bloqued la dopamina en la etapa de
diestro 1 (0.20 £ 0.03 pg/mL), diestro 2 (0.29 + 0.06 pg/mL), proestro (0.21 +0.02 pg/mL), y estro
(0.21 £ 0.06 pg/mL) y fueron sacrificados cuatro ciclos posteriores en el estro vaginal, tuvieron
una disminucion estadisticamente significativa respecto al grupo control (1.32 + 0.07 pg/mLp =
<0.0001). El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de dos vias, seguido de una prueba

post hoc de Tukey (Fig. 15).
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Figura 15. Se muestra la media + EEM de la concentracion de testosterona total (ng/mL) en suero sanguineo
con bloqueo de los receptores DA-2 las diferentes etapas del ciclo estral, y sacrificados al estro vaginal
observado. Andlisis ANOVA de una via sequido de una prueba post hoc de Tukey. *** p<0.0001

En cuanto a la concentracion de 17B-estradiol, los resultados muestran que la laparotomia
bilateral con inyeccién del vehiculo (acido ascérbico al 0.1%) en las etapas de diestro 1, proestro
y estro no afecta la concentracion de esta hormona. Sin embargo, cuando el vehiculo se
administré en la etapa de diestro 2, se observé una disminucién estadisticamente significativa en
la concentracién de estradiol (64.87 + 13.05 pg/mL) en comparacion con el grupo control (134.90

+26.26 pg/mL; p = 0.0044).

En los animales en los que se bloqued la dopamina en diestro 1 (SPD1: 21 +0.37 pg/mL vs. control:
96.02 + 3.59 pg/mL; p = 0.0004) y diestro 2 (SPD1: 16.74 + 1.18 pg/mL vs. control: 134.90 + 26.26
pg/mL; p < 0.0001), y que se sacrificaron en el siguiente estro vaginal, también se observé una

disminucion estadisticamente significativa respecto al control.
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Cuando el blogueo dopaminérgico se realizd en proestro, se observd una disminucion
significativa en la concentracion de estradiol (21.02 + 1.50 pg/mL) respecto al grupo control
(91.97 + 24.88 pg/mL; p = 0.0008) y al grupo vehiculo (74.55 + 14.85 pg/mL; p = 0.0162). De
manera similar, cuando la administracién de SPD ocurrié en estro, la concentracion hormonal
(19.84 +1.30 pg/mL) mostrd una disminucidn significativa en comparacién con el control (148.62

+26.01 pg/mL; p < 0.0001) y el vehiculo (129.00 + 28.11 pg/mL; p < 0.0001).

Respecto a los animales tratados con SPD y sacrificados cuatro ciclos posteriores (SPD2), aquellos
tratados en diestro 1 (20.70 + 0.71 pg/mL) presentaron una disminucion significativa en la
concentracion de estradiol en comparacion con el grupo control (96.02 + 3.39 pg/mL; p = 0.0004).
Asimismo, los animales tratados en diestro 2 (23.85 + 3.59 pg/mL) y sacrificados cuatro ciclos
después mostraron una disminucién estadisticamente significativa en la concentraciéon de
estradiol respecto al grupo control (134.90 + 26.26 pg/mL; p < 0.0001).

De igual forma, cuando los animales fueron administrados con SPD en proestro y sacrificados
cuatro ciclos posteriores (22.32 + 0.63 pg/mL), se observé una disminucién estadisticamente
significativa en la concentracion de estradiol en comparacion con el grupo control (91.97 + 24.88
pg/mL) y el grupo vehiculo (74.55 + 14.85 pg/mL; p = 0.0010). Por otro lado, en los animales
tratados con SPD en estro y sacrificados cuatro ciclos posteriores (18.77 = 2.00 pg/mL), también
se registrd una disminucion significativa en la concentracidon de estradiol respecto al grupo
control (148.62 +26.01 pg/mL; p <0.0001) y al grupo vehiculo (129.00 + 28.11 pg/mL; p < 0.0001).
El andlisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc

de Tukey (Fig. 16).
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Figura 16. Concentracion de estradiol (pg/mL) en suero sanguineo con blogueo de los receptores DA-2 las
diferentes etapas del ciclo estral, y sacrificados al estro vaginal observado. Andlisis ANOVA de una via
sequido de una prueba post hoc de Tukey. * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.0001

9. DISCUSION

En conjunto, los resultados muestran que la senalizacion dopaminérgica en el ovario actiia como
un regulador que depende de la etapa del ciclo estral, siendo mas evidente cuando el bloqueo
ocurre durante el diestro 1 y el diestro 2. Esta sensibilidad se refleja en la prolongacién del
diestro, la disminucidn en la proporcién de animales que ovulan y una reduccién importante en
el nimero de ovocitos liberados, incluso en los animales que si lograron ovular. Estos efectos
funcionales estan directamente sustentados por los resultados obtenidos y representan la
evidencia mas sélida de la participacion de la dopamina ovdrica en la regulacién fase-
dependiente de la ovulacidn.

La posibilidad de que la dopamina actie de manera local en el ovario esta respaldada por
estudios que han demostrado la presencia de receptores dopaminérgicos en células ovaricas,

principalmente en las células de la granulosa, donde se han identificado receptores tipo DA-2
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(Rey-Ares et al., 2007). Asimismo, se ha confirmado la expresidn de estos receptores en células
de la granulosa y de la teca en ratas (Ferrero et al., 2014). Esto apoya la idea de que la dopamina
puede actuar dentro del ovario regulando la produccidon de hormonas esteroideas y la respuesta
a las gonadotropinas. En este contexto, los resultados del presente estudio apoyan de manera
consistente, aunque no demuestran de forma directa, que la dopamina participa en la regulaciéon
local de procesos como desarrollo y seleccidn folicular, y ovulacion. De forma similar, en nuestro
grupo de investigacion se ha reportado que la administracion intrabursal de sulpiride altera la
ovulacién de manera dependiente de la etapa del ciclo estral, y que este efecto puede revertirse
con GnRH o estradiol, lo que confirma la importancia funcional de la sefalizacién dopaminérgica
en la reproduccion (Venegas-Meneses et al., 2015). El hecho de que la prolongacidon del diestro,
la disminucidn en la proporcion de animales que ovulan y la reduccién en el nimero de ovocitos
liberados se observen principalmente cuando el bloqueo ocurre en diestro 1y 2 sugiere que esta

etapa es clave para la preparacion del foliculo antes de la ovulacion.

Un hallazgo relevante fue la diferencia observada entre el ovario derecho y el izquierdo en
algunos grupos experimentales, particularmente una menor liberacién de ovocitos por el ovario
izquierdo tras el bloqueo dopaminérgico. Se ha descrito que la funcién ovarica esta regulada por
la inervacion simpatica, principalmente a través del nervio ovarico superior, y que existen
diferencias funcionales entre ambos ovarios que pueden variar segun la etapa del ciclo estral
(Dominguez et al., 2011; Rosas et al., 2018). Ademas, la interrupcién de estas vias nerviosas
puede modificar la ovulacién y la secrecidn de esteroides (Sloboda et al., 2009) y aunque en el
presente estudio no se evalud directamente la inervacidn ovarica ni la distribucion del farmaco,
la diferencia observada entre el ovario derecho e izquierdo no constituye un hallazgo aislado. Por
el contrario, es congruente con evidencia anatémica y funcional previa que documenta la
existencia de una asimetria en la regulacion ovarica. Se ha demostrado que el ovario derecho
presenta un mayor numero de fibras simpaticas aferentes en comparacion con el izquierdo (Klein
y Burden, 1988), asi como diferencias en su conexion con los ganglios prevertebrales,
particularmente con el ganglio celiaco—mesentérico superior (Moran et al., 2009; Pastelin et al.,

2017). Asimismo, diversos estudios han mostrado que el nervio ovarico superior modula de
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manera diferencial la secrecion de hormonas esteroideas y la ovulacién segun el lado (Morales-

Ledesma et al., 2010; Rosas et al., 2018).

En este contexto, el tratamiento bilateral empleado en este trabajo no solo permitié evaluar el
efecto del bloqueo dopaminérgico en ambas génadas, sino también evidenciar que dicho efecto
no se manifiesta de manera uniforme, sino sobre un sistema con organizacién funcionalmente
lateralizada. Estos hallazgos refuerzan la importancia de considerar la asimetria ovarica como un
componente fisiologico relevante en la interpretacidén de los mecanismos neuroendocrinos que

regulan la funcién reproductiva.

En cuanto al perfil hormonal, el aumento tardio de la concentracién sérica de LH observado en
los animales tratados en diestro 2 y evaluados cuatro ciclos después sugiere una alteracion
persistente en los mecanismos de regulacién del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. Una explicacion
posible es que la disminucién sostenida de estradiol reduzca la retroalimentacidén negativa sobre
este eje, lo que podria modificar la secrecion basal o pulsatil de GnRH y, en consecuencia, de LH.
No obstante, esta relacidn representa una asociacién funcional y no demuestra una relacién
causal directa. Ademas, es importante considerar que las gonadotropinas se midieron en estro,
por lo que los cambios observados reflejan niveles basales y no el pico preovulatorio de LH. Al
comparar estos resultados con estudios de administracién sistémica de sulpiride, se observa que
el tratamiento sistémico provoca hiperprolactinemia y una disminucién de LH y FSH, acompafiada
de alteraciones reproductivas mas severas (Mostafapour et al., 2014). Este efecto se explica por
el bloqueo directo de receptores DA-2 a nivel hipofisario, interfiriendo con la regulacién central
del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (Fitzgerald et al., 2008; Petersenn et al., 2023). En contraste,
en el presente estudio el bloqueo se realizé de manera local en el ovario, sin una inhibicién
directa sobre la hip&fisis. El aumento observado de LH, junto con la disminucién de FSH, sugiere
gue el eje pudo haber activado mecanismos compensatorios en respuesta a cambios periféricos
en la esteroidogénesis, la produccidn de factores ovaricos como la inhibina o en la sensibilidad a
las gonadotropinas, generando cambios en la retroalimentacién hacia el eje hipotalamo-hip&fisis
sin involucrar un bloqueo hipofisario directo. De esta manera, el bloqueo dopaminérgico local no

reproduce el patrdn endocrino del tratamiento sistémico.
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La disminucion significativa de FSH observada cuando el tratamiento se realizé en diestro 2, tanto
de manera inmediata como cuatro ciclos después del bloqueo dopaminérgico, es un hallazgo
importante. La FSH es esencial para la maduracién de los foliculos, la seleccién de foliculos
antrales y la produccion de estrégenos en las células de la granulosa (Liu et al., 2019). De acuerdo
con el modelo clasico de “dos células/dos gonadotropinas”, la LH estimula la produccién de
androégenos en las células de la teca, mientras que la FSH promueve su conversidn a estréogenos
en las células de la granulosa mediante la activacién de p450 aromatasa (Hillier, 1994). Por lo
tanto, una disminucién sostenida de FSH durante una etapa critica del ciclo puede contribuir a
las alteraciones foliculares y a la reduccidn en la ovulacidon observadas en este estudio, aunque

no se puede descartar la participacion de otros factores intraovdricos que no fueron evaluados.

Los cambios observados en la expresiéon de los receptores de gonadotropinas apoyan esta
interpretacion. La disminucion del receptor de FSH (FSHR) detectada en diestro 1 en animales
evaluados cuatro ciclos después del bloqueo indica una menor capacidad de las células de la
granulosa para responder a la FSH, lo cual concuerda con la disminucién de estradiol. Se ha
demostrado que la expresion de FSHR es necesaria para la produccidon de estrégenos y para que
el foliculo adquiera la capacidad de responder adecuadamente a las gonadotropinas, asi como
para regular la expresion del receptor de LH (LHR) durante el desarrollo folicular (Kishi et al.,
2018). En contraste, el aumento de LHR observado en algunas condiciones, especialmente en
estro, podria representar un mecanismo compensatorio para mantener la respuesta ovarica a la

LH en un contexto de alteracidn local de la sefial dopaminérgica.

En relacién con la esteroidogénesis, los resultados muestran una disminucién constante del
estradiol sérico en los grupos tratados, mientras que la progesterona no presentd cambios
significativos. La ausencia de cambios en progesterona puede interpretarse de dos formas: por
un lado, sugiere que la funcidn del cuerpo liteo no fue el principal blanco del bloqueo
dopaminérgico local; por otro, debe considerarse que las muestras hormonales se obtuvieron en
estro, una fase en la que la progesterona normalmente se encuentra en niveles bajos, lo que

limita la deteccién de posibles alteraciones en la funcién lutea. Este patrén concuerda con
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estudios que indican que la regulacion neural del ovario afecta principalmente la produccién de
estrégenos y androgenos, mas que la produccion de progesterona (Morales-Ledesma et al., 2015;

Morales-Ledesma et al., 2018).

El analisis de la expresidn de la enzima P450 aromatasa afnade complejidad a la interpretacion de
los resultados. Aunque se observd un aumento de esta enzima en estro de manera tardia, el
estradiol sérico permanecié disminuido. Esto sugiere que la cantidad de aromatasa no siempre
se relaciona directamente con la produccién de estradiol. La regulacion de la aromatasa depende
no solo de su expresion, sino también de la disponibilidad de andrdgenos, la actividad de la
enzima, el tipo y numero de células presentes en el foliculo (Stocco, 2008). Por lo tanto, es posible
qgue, a pesar del aumento de aromatasa en una etapa tardia, la produccidn efectiva de estradiol
esté limitada por otros factores funcionales como la disponibilidad de andrégenos precursores,
la actividad catalitica real de la enzima, la adecuada estimulacién por FSH, o el estado funcional

de las células de la granulosa dentro del foliculo.

Finalmente, es importante considerar que el procedimiento quirdrgico y el uso del vehiculo
intrabursal mostraron efectos sobre algunos parametros hormonales, lo que indica que la
manipulacion del ovario por si sola puede influir en la esteroidogénesis. Esto resalta la
importancia de interpretar los efectos del bloqueo dopaminérgico comparando directamente los
grupos tratados con sulpiride y los tratados con el vehiculo.

En conjunto, los resultados de este estudio muestran que la sefializacién dopaminérgica mediada
por los receptores DA-2 en el ovario desempena un papel regulador importante y dependiente
de la fase del ciclo estral en la ciclicidad y la ovulacién en la rata hembra Long Evans. En este
estudio se demostré de manera directa que el bloqueo de los receptores DA-2 en el ovario altera
la ciclicidad estral y reduce la ovulacidn. Estos efectos funcionales se observaron principalmente
cuando el bloqueo ocurrié durante diestro 1 y diestro 2, lo que sugiere que estas etapas
representan una ventana critica para la regulacién ovarica.

Los cambios observados en las concentraciones de LH, FSH, estradiol y testosterona, asi como en

la expresion de los receptores FSHR, LHR y de la enzima P450 aromatasa, son consistentes con
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los efectos funcionales observados y sugieren posibles mecanismos involucrados en la alteracion
de la ovulacién. Sin embargo, estos datos no permiten establecer una relacién causal directa
entre las alteraciones hormonales o moleculares y la disminucién de la ovulacién, ya que no se
evaluaron de manera especifica intervenciones que permitieran confirmar dichos mecanismos
como la restauracion farmacolédgica de LH o FSH, la evaluacion de la actividad enzimatica

funcional de la aromatasa, o estudios que demostraran la reversibilidad del efecto observado.

En conjunto, este trabajo amplia la comprensién del control local de la funcién ovarica y del papel
de la dopamina como modulador periférico de la funcién reproductiva en la rata hembra.
Asimismo, abre la posibilidad de futuras investigaciones orientadas a definir con mayor precision
los mecanismos celulares y hormonales mediante los cuales la dopamina regula la funcién ovdrica

en este modelo experimental.

10. CONCLUSIONES

= El bloqueo local de los receptores dopaminérgicos DA-2 en el ovario mediante la
administracion de un antagonista especifico (sulpiride) en la bursa ovarica altera la
ciclicidad estral, prolongando la fase de diestro 1, reduciendo la tasa de ovulacion y el
nuimero de ovocitos liberados.

= El aumento de LHR en estro en los grupos tratados con sulpiride podria representar un
mecanismo compensatorio, en el que los foliculos intentan responder al pico
preovulatorio de LH a pesar de la alteraciéon dopaminérgica, lo que se correlaciona con el
incremento tardio de LH y testosterona observada en el grupo SPD2.

= La disminucién de estradiol observada en todos los grupos, acompafiada de las
modificaciones en los niveles de FSH, indica una alteracion tanto en la esteroidogénesis
ovarica como en la regulacién gonadotrdpica, lo que podria contribuir a la disminucién de
la ovulacién.

= En conjunto, los resultados indican que el papel del receptor DA-2 y de la dopamina

actuan como un modulador periférico clave en la funcidn ovarica, que influye tanto en la
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expresion de receptores gonadotrdpicos como en la esteroidogénesis. Esto sugiere que
la dopamina actla como un integrador entre sefiales neuronales y hormonales,

participando en la regulacion de la ciclicidad estral y la ovulacion.

11. PERSPECTIVAS

Evaluar si la manipulacidn dopaminérgica local podria ser una diana terapéutica para
restaurar la ovulacion.
Monitorear al modelo mas alld de cuatro ciclos para ver si los cambios son reversibles, se

estabilizan o progresan hacia una disfuncién ovarica crénica.
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11. ANEXOS

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Através de la Facultad de Ciencias Biologicas
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Guevara Tlacuilo Alejandra

Por la Imparticién de la ponencia titulada:
“Papel del Receptor Dopaminérgico DA-2 en la Secrecién de Hormonas Esteroideas y
Gonadotrépicas en el Ovario de Rata Adulta de la Cepa Long Evans”
Dentro del marco de la celebracién del Tercer Coloquio de la Maestria en Ciencias Biologicas
El 13 de noviembre del 2024,.de forma preséncial.

iy :
Dr. Salvador Galicia Isasmendi. |
Director de la Facultad de Ciencias Biologicas

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de Z., a de 13 de noviembre del 2024

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Através de la Facultad de Ciencias Biolégicas
otorga la presente

CONSTANCIA

A: C. Alejandra Guevara Tlacuilo

Por participar en Divulgacion de la Ciencia: “Loteria Interactiva”
Dentro del marco de la celebracién del 3er Coloquio de la Maestria en Ciencias Bioldgicas
El 13 de noviembre de 2024, de forma presencial

Dr. Salvador Galicia Isasmendi
Director de la Facultad de Ciencias Biologicas

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de Z., a 13 de noviembre de 2024
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Congreso Nacional
de la Sociedad Mexicana
de Ciencias Fisiologicas

La Sociedad Mexicana de Ciencias Fisioldgicas A.C.
Otorga la siguiente

CONSTANCIA

Alejandra Guevara Tlacuilo

Por su asistencia al LXVIlI Congreso Nacional de Ciencias Fisiolégicas

3 a 6 de septiembre de 2024
Tlaxcala, Tlaxcala

Congreso Nacional
de la Sociedad Mexicana
de Ciencias Fisiolégicas

La Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiologicas A.C.
Otorga la siguiente

CONSTANCIA

a
Guevara A, Venegas B, Molina D, Diaz A
Por presentar el cartel titulado

PAPEL DEL RECEPTOR DOPAMINERGICO DA-2 EN LA SECRECION DE HORMONAS
ESTEROIDEAS Y GONADOTROPICAS EN EL OVARIO DE RATA ADULTA DE LA CEPA LONG
EVANS

Tlaxcala, Tlaxcala, 3 de septiembre de 2024

LY
aiyéant Maaegomez
PreSiden
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