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RESUMEN

En este estudio, se investigd el efecto terapéutico de la administracién intrabursa-ovarica de dos agentes
farmacoldgicos, cabergolina y N-acetilcisteina (NAC), sobre el sindrome de hiperestimulacién ovarica (SHO) en
ratas inmaduras. El SHO es una complicacién grave asociada con técnicas de reproduccion asistida. El objetivo
de esta investigacion fue comprender como un agonista de dopamina (cabergolina) y un antioxidante (N-
acetilcisteina) pueden influir en la prevencién o mitigacion de la aparicidn y progresion del SHO. Para ello se
realizaron medidas del peso corporal, ovarico y uterino, y se analizaron las concentraciones del factor de
crecimiento endotelial vascular tipo A (VEGF-A), un indicador clave de la angiogénesis y la permeabilidad
vascular. Se midieron los niveles ovaricos de algunos metabolitos de estrés oxidativo, como MDA, 4-HDA y los
nitritos. La evaluacion de la permeabilidad vascular en la cavidad peritoneal y el andlisis morfolégico de los
ovarios también se evaluaron. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via o T de Student,
segun el caso, considerando un valor de P<0.05 como significativo. Los resultados revelaron que el SHO induce
un aumento significativo en la lipoperoxidacién, los niveles de nitritos, las concentraciones de VEGF-A, la
permeabilidad vascular y el peso de los tejidos uterinos y ovaricos, lo que subraya la gravedad del sindrome y
su impacto en la fisiologia ovarica. La administracidon de cabergolina tuvo efectos notables en la reduccion de
la permeabilidad vascular y los niveles de VEGF-A, resaltando su potencial para mitigar algunos de los aspectos
mas perjudiciales del SHO, especificamente aquellos relacionados con la funcién ovarica. Por otro lado, la NAC
demostrd ser particularmente eficaz en diversas concentraciones. A dosis bajas, redujo significativamente los
pesos ovaricos y uterinos, asi como los niveles de VEGF-A y la permeabilidad vascular, promoviendo un
ambiente folicular mas equilibrado y saludable. A dosis mas altas, la NAC logré disminuir los niveles de nitritos
y lipoperoxidacion, indicando una reduccién del estrés oxidativo, aunque sin influir de manera significativa en
otros parametros evaluados. Estos hallazgos sugieren que la NAC, ofrece una prometedora estrategia
terapéutica para el manejo del SHO, al modificar parametros cruciales asociados con el sindrome. La capacidad
de esta sustancia para alterar de manera significativa indicadores clave de estrés oxidativo, inflamacion y
desequilibrio hormonal abre nuevas vias para la investigacion sobre sus mecanismos de accién y su potencial
como tratamiento. Los hallazgos reportados alientan una exploracion mds profunda y detallada de cémo la
cabergolina y la NAC pueden ser integradas en estrategias terapéuticas mas efectivas para el tratamiento del
SHO, ya que pudieran mejorar la salud de pacientes sometidos a técnicas de reproduccién asistida.

MARCO TEORICO

Morfologia y funcién ovarica

El ovario de los mamiferos es un érgano par ubicado en la cavidad peritoneal que se encuentra a
cada lado del utero; estd ligado por el mesovarium al ligamento superior ancho desde el Utero hasta
la pared de la cavidad pélvica (Gougeon, 1996). Constituye la unidad estructural y funcional del
sistema reproductor femenino, cuyas funciones son reguladas por las gonadotropinas hipofisiarias,
hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), las cuales estan coordinadas con

las propias secreciones del ovario (Rimon-Dahari et al., 2016)

Al examinar el ovario maduro, mediante una seccién media sagital, se distinguen dos regiones
distintas: la corteza externa y la médula interna. La superficie del ovario esta cubierta por una capa
de células cubicas conocida como epitelio germinal, la cual estd rodeada por una capa de tejido
conectivo colagenoso conocida como tunica albuginea (Espey & Richards, 2006). Los foliculos en

estado de reposo se localizan en la corteza ovdrica, justo debajo de la tunica albuginea, en una zona



avascular. Los foliculos en desarrollo ya sean sanos o en proceso de atresia, junto con los cuerpos
lUteos, tanto recientes como envejecidos, se sitlan cerca de la médula cortical, una zona rica en
vascularizacion. Los foliculos se encuentran inmersos en un entorno dinamico y complejo
compuesto por células estromales, vasos sanguineos y ramificaciones del sistema nervioso
auténomo. La médula ovarica alberga una densa red de tejido conectivo que rodea a las células

estromales, asi como a los vasos sanguineos y linfaticos (Gougeon, 1996) (Fig. 1).
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Cuerpo liteo temprano

Foliculo roto
S

07 Ovocito

- Médula

Foliculo terciario
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Figura 1. Representacion de la estructura del ovario y sus principales componentes anatémico-funcionales. El ovario se
diferencia en dos zonas: Medula y corteza. En la medula se observa la inervacidon y vascularizacién que recibe el ovario,
mientras que en la corteza se encuentran foliculos en diferentes estadios del desarrollo. A partir de un foliculo primordial,
el foliculo pasa por diversas etapas de desarrollo antes de ser expulsado durante la ovulacién: primario, secundario, antral
y preovulatorio. Posterior a la ovulacidn, las células de la granulosa y teca interna restantes se convertiran en el cuerpo
|uteo. Created with Biorender.

El estroma ovarico alberga cuatro tipos principales de células intersticiales, clasificadas segln sus
caracteristicas y ubicacién dentro del ovario como primarias, tecales, secundarias e hiliares. Las
células intersticiales primarias emergen en el ovario durante el desarrollo fetal y desaparecen
posteriormente. De especial importancia son las células intersticiales tecales, originadas en el
estroma, que migran hacia la membrana basal del foliculo. Alli, se organizan en capas para formar
las tecas interna y externa tras su diferenciacién y adquisicion de receptores para LH (Williams &
Erickson, 2000). Esta migracidn hacia la membrana basal ocurre cuando el ovocito madura y el
foliculo presenta dos o tres capas de células granulosas (Lunenfeld & Insler, 1993). En casos donde
los foliculos no ovulan y sufren atresia, las células tecales intersticiales se convierten en células

intersticiales secundarias, agrupandose en formaciones glandulares dispersas a lo largo del estroma,



constituyendo lo que se conoce como gldndula intersticial (Hsueh et al., 1994). Las células
intersticiales hiliares, ubicadas en el hilio ovérico, presentan similitudes con las células de Leydig del

testiculo (Williams & Erickson, 2000).

El ovario y los testiculos, junto con la glandula adrenal, son responsables de la produccién
y liberacién de hormonas esteroides derivadas del colesterol, todo bajo la regulacién del
eje hipotalamo-adenohipdfisis. Las funciones primordiales de las génadas en los adultos
abarcan la sintesis de hormonas esteroides y la produccién de gametos, o células sexuales
maduras. Las hormonas esteroides juegan un papel crucial en la diferenciacion sexual, el
desarrollo fetal, asi como en el crecimiento y maduracién sexual (Nussey & Whitehead,

2001) (Fig. 2).
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[ FSH l [ LH ]
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Figura 2. Eje hipotalamo-hipodfisis-ovario. De manera general, la GnRH viaja por el sistema porta hipotalamico hipofisiario
hasta la adenohipdfisis, en respuesta, se secreta FSHy LH, ambas hormonas llegan al ovario donde se unen a sus receptores
en los tejidos funcionales de la génada (Basado en Herbison, 2016) Created with Biorender.

La capacidad reproductiva de las hembras se caracteriza por su naturaleza ciclica, aspecto que
influye directamente en el crecimiento y desarrollo de los foliculos ovaricos. En condiciones

normales, los ovarios humanos generan un foliculo dominante que culmina en una Unica ovulacion
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por ciclo menstrual. No obstante, en especies poliovulantes, se observa la presencia de multiples
foliculos dominantes en cada ciclo. Estos foliculos dominantes juegan un papel clave en la sintesis
de estradiol (E2) durante la fase folicular del ciclo menstrual. Después de la ovulacidn, los foliculos
experimentan una degeneracién y evolucionan hacia cuerpos liteos, encargados de secretar altas
concentraciones de progesterona (P4) a lo largo de la fase IGtea del ciclo (Williams & Erickson, 2000).
El foliculo ovédrico se compone de un ovocito central, el cual estd circundado por células de la
granulosa a lo largo de su desarrollo, incluidas las que forman la corona radiada y el cumulus
oophorus, ademas de un antro folicular, células de la teca interna, tejido conectivo y células de la
teca externa (Espey & Richards, 2006). Por otro lado, el cuerpo luteo emerge como una glandula
endocrina temporal, constituida por las células foliculares remanentes post-ovulacién. Estas
representan el culmen de transformaciones morfoldgicas y bioquimicas significativas en las células
de la teca interna y en la capa granulosa del foliculo preovulatorio, un proceso estrechamente
vinculado al aumento de los niveles séricos de LH (Zhang et al., 2013).

Desarrollo folicular

La foliculogénesis inicia con el reclutamiento de foliculos primordiales desde la reserva folicular,
hacia el crecimiento y la ovulacién o la atresia folicular. Este proceso se estructura en dos etapas
distintas. La etapa preantral, también conocida como fase independiente de gonadotropinas, se
distingue por el crecimiento y la diferenciacién del ovocito. Por otro lado, la etapa antral, o fase
dependiente de gonadotropinas, se caracteriza por un aumento significativo en el tamafo del

foliculo (Erickson & Shimasaki, 2001).

Los ovocitos se originan a partir de las células germinales primordiales que, durante las etapas
tempranas del desarrollo gonadal, migran para transformarse en ovogonias. La foliculogénesis se
inicia cuando las células pregranulosas son reclutadas alrededor del ovocito, formando asi el foliculo
primordial dentro del ovario, ya sea en la etapa fetal o neonatal. Durante este proceso inicial, el

desarrollo del ovocito se pausa en la Profase | de la meiosis (Picton et al., 1998).

Las proteinas producidas por el ovocito y las células de la granulosa desempefian roles cruciales en
la supervivencia y el reclutamiento de los foliculos primordiales. Entre las proteinas especificas del
ovocito se encuentran los factores de transcripcion de hélice-bucle-hélice-basica (bHLH), que son
cruciales tanto para la espermatogénesis como para la ovogénesis, bHLH bdsico especifico de
espermatogénesis y oogénesis 1 y 2 (Sohlhl y Sohlh2); y el factor de linea germinal, factor de

transcripcion especifico bHLH para la foliculogénesis (FIGLA), que también posee un dominio de
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hélice-bucle-hélice. Estos factores pueden fomentar la supervivencia y activacion de los foliculos
primordiales a través de la regulacién de la expresién de genes esenciales rio abajo en la secuencia
de DNA (Pangas & Rajkovic, 2006; Toyoda et al., 2009). Los factores de transcripcion homedticos
LHX8 y NOBOX también juegan un papel importante en la regulacidn de la expresidn de genes criticos
para el desarrollo folicular, incluyendo el factor de crecimiento transformante (TGF), ), miembro de
la familia del factor |, el factor de crecimiento diferencial 9 (GDF-9) y la proteina morfogénica 6sea
15 (BMP-15), miembros de la familia del factor de crecimiento (Rajkovic et al., 2004; Ren et al., 2015).
Las proteinas GDF-9 y BMP-15, originadas en el ovocito, estimulan la proliferacién de células de la
granulosa durante la fase de foliculo primario. Asimismo, el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), secretados por los
ovocitos, promueven la activacion del foliculo y elevan la expresion del factor de células madre (SCF)
en las células de la granulosa. El SCF, procedente de las células granulosas, interactua con el receptor
de tirosina quinasa c-kit en el ovocito para favorecer su crecimiento y es esencial para la activacion
del foliculo primordial. La activacién de la sefializacion de SCF a través del receptor c-kit en los
ovocitos conduce a la inactivacién de FOXO3a durante la activacion folicular (Parrott & Skinner, 1999;

Yoshida et al., 1997) (Fig. 3).

El foliculo primario se distingue por tener una o varias células granulosas de forma cuboidal,
confinadas a una capa que envuelve al ovocito. Dentro de los hitos cruciales en el desarrollo de los
foliculos primarios se encuentran la expresion del receptor de FSH (FSHR), ademas del crecimiento
y diferenciacion del ovocito (Erickson & Shimasaki, 2001). La expresion de los FSHR por parte de las
células de la granulosa se inicia en la fase de foliculo primario. Los elementos que inducen la
expresion del FSHR abarcan la propia FSH, la activina, el adenosin monofosfato ciclico (cCAMP) y el
TGF (Findlay & Drummond, 1999). Conforme avanza la foliculogénesis preantral, la estructura
folicular experimenta transformaciones significativas. Los cambios durante el desarrollo de un
foliculo primario a secundario incluyen el incremento en el nimero de células de la granulosa, las
cuales forman capas multiples alrededor del ovocito; y la formacion de una capa de células de la
teca. Este avance de un foliculo primario a uno secundario completamente desarrollado se debe a
un proceso regulatorio autocrino y paracrino activo, el cual es impulsado por factores de crecimiento

emanados del ovocito mismo, tales como GDF-9 y BMP-15 (Erickson & Shimasaki, 2001) (Fig. 3).

La aparicién del antro marca las etapas culminantes de la foliculogénesis, sefialando el cambio desde

una regulacion dominada por factores intraovaricos hacia una influencia extraovarica. El eje
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hipotdlamo-hipdfisis-génada de la mujer juega un papel esencial en la maduracién folicular, el
comportamiento sexual y la preparacion del cuerpo para el embarazo. Antes de que este eje alcance
su plena madurez, los foliculos son reclutados para evolucionar desde la fase primordial; sin
embargo, la formacidn de foliculos antrales depende directamente del estimulo gonadotrépico

(Espey & Richards, 2006). Las células de la granulosa como el ovocito se organizan en una estructura

celular precisa del foliculo antral, lo que resulta en la diferenciacién de varios subtipos de células de
la granulosa: membrana, periantral y cumulus oophorus. Durante el desarrollo antral, todas las
células de la granulosa expresan FSHR, aunque la ubicacidon especifica de cada grupo celular
determina su respuesta diferenciada a la FSH. Por ejemplo, las células de la membrana granulosa
expresan tanto la enzima aromatasa P450 (P450AROM) como el receptor para LH (LHR), a diferencia

de las células periantrales y del cumulus (Erickson & Shimasaki, 2001).

En mujeres con ciclos menstruales normales, la seleccién del foliculo dominante ocurre al final de la
fase Iutea (Gougeon, 1996). Se observa que la tasa de mitosis en las células de la granulosa aumenta
significativamente, aproximadamente al doble, tras la mitad de la fase Iutea, lo que indica que la
lutedlisis juega un papel en el incremento de la actividad mitdtica de las células de la granulosa
dentro del grupo de pequeiios foliculos antrales. La sefial inicial para la seleccién del foliculo
dominante se da cuando las células de la granulosa mantienen una divisién a un ritmo acelerado, en
contraste con la desaceleracion de la proliferacién en los demas foliculos. La tasa mitdtica en las
células de la granulosa y de la teca permanece elevada durante el desarrollo subsiguiente del foliculo
antral (Williams & Erickson, 2000). El proceso de seleccién folicular esta intimamente ligado al
incremento de la FSH en el plasma durante el ciclo menstrual. Este aumento de FSH inicia unos dias
antes de que los niveles de P4 en plasma desciendan a valores basales al término de la fase Iltea.
Los niveles de FSH se mantienen altos a lo largo de la primera semana de la fase folicular para que
se produzca la seleccién del foliculo dominante y se garantice la fertilidad femenina, es esencial la
presencia de niveles elevados y constantes de FSH circulante. La reduccién en la sintesis de E2 e
inhibina A por parte del cuerpo liteo constituye las razones principales detras del incremento

secundario de FSH, lo cual facilita la seleccidn del foliculo dominante (Williams & Erickson, 2000).

El 99.9% de los foliculos ovdricos en mamiferos se pierden a través de la atresia, proceso en el cual
juega un papel crucial la activacién de la apoptosis tanto en las células del ovocito como en las de la
granulosa. La apoptosis, un mecanismo complejo de muerte celular programada, se rige por vias de

sefializaciéon especificas (Danial & Korsmeyer, 2004). Este fendmeno puede ser desencadenado por
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sefiales extrinsecas, como la interaccién de ligandos con receptores especificos de la superficie
celular (receptores de muerte), ejemplificado por la accidn del factor de necrosis tumoral o (TGFx)
o el ligando FasL. Por otro lado, las vias intrinsecas, o intracelulares, implican cambios en Ia
permeabilidad de la membrana mitocondrial externa que resultan en la liberacién de factores
proapoptoticos al citoplasma, siendo reguladas principalmente por las proteinas de la familia Bcl-2.
En ambos casos, el proceso culmina con la activacién de las caspasas, que son proteasas especificas

responsables de ejecutar la apoptosis (Hsueh et al., 1994).

Ovulacién

La ovulacion representa un proceso dindmico marcado por transformaciones en la integridad de la
superficie folicular, desencadenado por un aumento en los niveles de LH que activa multiples vias
de sefializacidn e involucra la interaccion entre diversos tipos de células y compartimentos celulares
(Brannstrom et al., 2010). Este evento critico en la reproducciéon femenina depende de la accidn
conjunta del sistema endocrino, las sefiales del sistema inmune y los factores paracrinos propios del
ovario. Aunque los distintos compartimentos celulares del foliculo preovulatorio (el ovocito, las
células de la granulosa y las células de la teca) responden de manera Unica, sus actividades estan
sincronizadas en respuesta a las sefiales hormonales y a otros estimulos reguladores de la ovulacién

(Richards & Ascoli, 2018).

Durante el desarrollo del foliculo antral, la reduccion en la expresion del LHR en las células granulosas
del cumulus provoca un aumento en la expresidon de estos receptores en las células murales
granulosas. Esto sugiere que dichas células constituyen el principal compartimento folicular
encargado de la transduccidon de la sefal ovulatoria de la LH. La LH desencadena la via de
sefializacion Gs/AMPc/Proteina quinasa A (PKA), lo que lleva a respuestas transcripcionales y la
activacion de otras rutas de sefializacidn, incluyendo la quinasa regulada por sefales extracelulares
(ERK) y la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Su et al., 2006). Frente a la oleada de
LH, estas vias promueven rdpidos cambios en el perfil de expresidn génica de las células murales
granulosas, destacandose la induccién de factores de transcripcién como CREB, Spl, Sp3, y la
transcripcion de reguladores transcripcionales claves, incluyendo el receptor de P4, EGR-1 y C/EBP
(Russell et al., 2003). Ademas, el receptor activado por el proliferador de peroxisomasy (PPARy), que
forma parte de la superfamilia de receptores nucleares y es regulado por el receptor de P4, se

transcribe activamente en estas células tras el pico de LH (Kim et al., 2008).

14



(2107 ‘211Ws A zayoues opeoyipow A opewo]) o0i8au Ua sepedlpul Uueisa Jod ap
uoldew.Joy e| ua uedpnied anb |euoldIpe OlIBUOLIGWS OWISP01IS [3P Seulalodd SeT *(4) B|941S9 BUN UOD UBDIPUL S SOPEJIIN|OAUL UOIddIIdSURI] BP $340108)
SO7 "Je|NdIj0} Of|0JJesap |9p 08Je| O] e sepluyap sedeld se| ap eun eped ud sojndJj0} A SO1D0A0 3p oOjjoiesap |9 uendas A uedipnaed (apaan) sesojnuesd
A (ofos ua) sojeuiwlas sen|ad ‘(opeJow ul) esojnuesd / sedllewosS sen|ad ‘(|Nze ua) S9|ewo41se Sejn|ad / eI3] | ap Sejn|9d se| Jod soplonpoad sodlIeAo
$9403108e4 SO "Je|Nnd1|0} 0j|04Jesap |3 A (DDd) sojelpiowiid sajeulwa3 sen|9d ap uoIdeW.IOo) B[ Ud sopedljdwi 91030k} SO| 9p eAlejuasatdal eandi4 ¢ eandi4

L g LdINg
L g vdINg
¢ * NISIHNI
L 2 L 4 NIALLDY Tana
£SONVN
9dg $ 2 TL/LI
1491 +PTINQYd
+TdIAINE
< < STdNg 4 +POH
L 2 & <
* 6409 +XOHON + DONVYN
L & HAY +«THTHOS ZdSYd « 7120
’ xva
HHSH *89bdVL To¥0Lw/osL 49N X108 . g8dNg
2Zd8L +EOXO4/N3Ld  DIV/MEd z108 W IR0 S2AINE el

=TLM ‘4 TdS
= Aw.ouu_:uux v + :ot.““.“nwuwn

—® — = (09, . OO
7 ©

uoyLALD (xogon/

BOALOY 949.1/5uabosys3) —
o012y HINORADRIG sisonpy <=
01531y 4235n)) =

oueidwa) oLIepunNdas ouewnd 1eipiowiad sajeurusab

oLI0]eINADDId O)NDN04 1eJjue ojnoKo4 ojnano4 ojnao4 ojnono4 sajeipiowiid senja)

15



Las células del cumulus reciben la sefial ovulatoria de la LH de manera indirecta, a través de factores
difusibles como los ligandos tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF) que provienen de las células
murales granulosas. La FSH interactla con sus receptores en las células del cumulus, activando las
vias de sefializacion AMPc/PKA vy fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), lo cual apoya la expresidn de
genes asociados con la ovulacién (Baumgarten et al., 2014). En el proceso de ovulacidn, las
prostaglandinas desempefian un rol activo como mediadores; por ejemplo, la prostaglandina E2
(PGE2) se produce rapidamente en las células del cumulus a través de la induccidn de la expresion
del gen COX-2. La PGE2 actua de forma autocrina, estimulando su receptor, lo que a su vez activa la

via Gs/adenilato ciclasa (AC)/AMPc, contribuyendo asi al proceso ovulatorio (Ben-Ami et al., 2006).

La interleucina-1 (IL-1), probablemente secretada por leucocitos situados en el compartimento de
la teca, actla de manera paracrina para inducir a las células del cumulus a producir componentes de
su matriz extracelular. El ovocito juega un papel clave al secretar factores de crecimiento de la familia
TGF, tales como GDF-9 y BMP-15, que son fundamentales para la diferenciacion de las células del
cumulus en su fenotipo especifico (Eppig et al.,, 2002). Ademas, la interaccidn entre el sistema
endocrino y los distintos compartimentos foliculares culmina en la formacién de una matriz
extracelular Unica en las células del cumulus, a través de un proceso denominado "mucificacion” o
"expansion del cumulus". Este proceso es esencial para la ocurrencia de la ovulacion (Williams &

Erickson, 2000).

Tras un periodo prolongado de inactividad, el ovocito dentro del foliculo preovulatorio reactiva la
meiosis durante la secuencia ovulatoria. El nicleo del ovocito, denominado "vesicula germinal”,
experimenta transformaciones que conducen a la expulsion del primer cuerpo polar y al avance de
la meiosis hasta la segunda metafase. La meiosis se pausa en este punto, sin avanzar mas, a menos

gue ocurra la fecundacion (Williams & Erickson, 2000).

El cambio mas notable durante la ovulacidn es la creacién de un orificio en la superficie del ovario,
conocido como macula pelicida o estigma, que permite la salida del évulo y las células del cumulus
del foliculo. La formacién del estigma resulta de un proceso que incluye apoptosis celular, migracién
celular y degradacidn proteolitica de las capas de la matriz extracelular. La LH juega un papel crucial
en este proceso. Ante el incremento de LH, el foliculo preovulatorio incrementa la produccion de P4
y prostaglandinas, PGE2 y PGF2x (Russell & Robker, 2007). Ademas, la remodelacion de las células
de la teca esta influenciada por sefales adicionales como la derivada de la intereaccidn entre el

factor de crecimiento nervioso (NGF) y el receptor de tropomiosina quinasa tipo A (TrkA), cuya
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expresion se activa en las células de la teca en respuesta al pico de LH. La interaccién NGF-TrkA
provoca una disminucién de la comunicacién intercelular al modificar las uniones gap entre las
células de la teca, lo que resulta en un incremento de la actividad migratoria de estas células (Dissen

et al., 1996).

La ovulacion desencadena la produccion de la proteasa metalopeptidasa con motivos
trombospondina tipo 1 (ADAMTS-1) en las células murales de la granulosa, la cual es secretada hacia
el complejo de células del cumulus, actuando alli para descomponer las proteinas de la matriz
extracelular (Russell & Robker, 2007). En paralelo, la capa de la teca experimenta cambios rapidos
en su vascularizacidn en respuesta a la LH ovulatoria. El factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y sus vias de sefializacidn intracelular son fundamentales para la angiogénesis folicular a lo
largo del crecimiento del foliculo antral. En primates, la remodelacidn vascular mediada por VEGF
juega un papel vital en la ruptura folicular. El VEGF facilita la permeabilidad vascular, mejorando la
entrega de factores sanguineos como la LH y la FSH, asi como de células inmunitarias hacia el foliculo.
Los niveles elevados de VEGF y el incremento resultante en la permeabilidad vascular estdn
asociados con el sindrome de hiperestimulacién ovarica (SHO) iatrogénica (Rizk et al., 1997). Las
células inmunitarias, incluidos macréfagos y leucocitos, acceden a la capa de la teca a través de la
vasculatura y secretan citoquinas, proteasas y radicales libres, contribuyendo a la remodelacién
adicional de la pared folicular. Estas vias de sefializacién convergen para desencadenar una cascada
de eventos proteoliticos y de remodelacidon que facilitan la degradacién controlada de la matriz
estromal ovarica que rodea al foliculo, culminando en la formacion del estigma y la liberacién del

complejo ovocito-cumulus maduro (Williams & Erickson, 2000).

El cuerpo Iuteo se origina a partir de las células de la pared del foliculo ovulatorio. Su formacién
comienza antes de la ovulacién, pero se hace evidente después de la ruptura folicular,
desarrollandose plenamente a lo largo de un periodo especifico para cada especie (Espey &
Richards, 2006). La luteinizacidn abarca la proliferacion, diferenciacion celular y remodelacién del
tejido, e involucra principalmente la hipertrofia y transformacién de las células esteroidogénicas
foliculares en células luteales, ademds de la angiogénesis, o desarrollo rapido de vasos sanguineos
(Rizk et al., 1997). Este proceso se inicia con cambios bioquimicos y morfoldgicos en las células de
la teca interna y en las células de la granulosa del foliculo preovulatorio, siendo estimulado por el

aumento de los niveles de LH sérica.
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Las células constituyentes del cuerpo liteo provienen de dos tipos de células secretoras de
esteroides del foliculo ovulatorio: las células de la granulosa y las células de la teca, resultando en
la formacion de dos tipos de células luteales: las células granulosa-luteinicas y las células teca-
luteinicas (Espey & Richards, 2006; X. Zhang et al., 2013).

Si no ocurre la implantacién, el cuerpo liteo se somete a un proceso de degeneracién conocido
como lutedlisis. La desintegracién del cuerpo liteo humano se hace evidente 8 dias después de la
ovulacién, comenzando con la contraccién de las células granulosa-luteinicas. En contraste, las
células teca-luteinicas muestran una hiperestimulacion selectiva durante las etapas iniciales de la
lutedlisis. Con el tiempo, la lutedlisis culmina en la destruccion completa de las células del cuerpo
Iuteo. Desde el punto de vista histolégico, el remanente final es un nédulo de tejido conectivo denso

conocido como corpus albicans (Williams & Erickson, 2000).

Infertilidad y reproduccién asistida

La infertilidad es una condicién que afecta aproximadamente a una de cada seis parejas, originada
por una diversidad de causas tanto en hombres como en mujeres. Entre los factores de riesgo se
encuentran la edad avanzada, el consumo de tabaco, una dieta alta en grasas saturadas, obesidad,
ciertos medicamentos e infecciones. Se estima que un 40% de los casos se deben a causas
masculinas, otro 40% a femeninas y el 20% restante a razones aun por determinar (Calvo et al.,
2020). A su vez, condiciones particulares como la endometriosis y la falla ovarica prematura afectan
la fertilidad femenina, mientras que anomalias genéticas y algunas deficiencias pueden provocar
infertilidad en hombres. Ademas, el estrés oxidativo y los radicales libres desempefian un rol crucial

en la patogénesis de la infertilidad en ambos géneros (Agarwal & Allamaneni, 2004).

La infertilidad femenina es un problema de salud complejo caracterizado por la incapacidad de
establecer un embarazo clinico después de 12 meses de relaciones sexuales regulares y sin
proteccién. Afecta aproximadamente al 8-12% de las parejas en edad reproductiva en todo el mundo
(Vander Borght & Wyns, 2018). Sin embargo, en algunas regiones del mundo, las tasas de infertilidad
son mucho mas altas, alcanzando el 30% en algunas poblaciones (Ombelet, 2009), particularmente
en poblaciones de Asia del Sur, Africa subsahariana, Medio Oriente, norte de Africa, Europa Central
y del Este, y Asia Central (Borumandnia et al., 2022; Mascarenhas et al., 2012). Un andlisis de la carga
de la infertilidad en China y en el mundo desde 1990 hasta 2019 mostrd que el nimero de casos de

infertilidad femenina aumentd en 7.06 millones en China y en 56.71 millones a nivel mundial (Yu et
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al.,, 2023). La prevalencia de la infertilidad femenina sigue aumentando a nivel global, con

variaciones significativas segun la regién y los factores socioecondmicos.

Entre las principales causas de la infertilidad femenina se encuentran trastornos de la ovulacion,
anomalias uterinas, obstrucciones tubaricas, asi como factores peritoneales y cervicales.
Condiciones especificas como la insuficiencia ovarica prematura, sindrome de ovario poliquistico
(SOP), endometriosis, fibromas uterinos y pélipos endometriales son factores significativos en la
contribucion a la infertilidad femenina (Vander Borght & Wyns, 2018). El estrés oxidativo, resultado
de un desequilibrio entre la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad
antioxidante para contrarrestarlas, incide en la fertilidad, tanto natural como asistida. La deteccidn
de la fuente de produccién excesiva de ROS, el tratamiento de la causa subyacente y la
suplementacién con antioxidantes, tanto in vitro como in vivo, pueden ofrecer beneficios a mujeres

infértiles afectadas por este desequilibrio (Agarwal & Allamaneni, 2004).

La evaluacion y el tratamiento de la infertilidad femenina pueden incluir pruebas diagndsticas
iniciales como la medicién del nivel de P4 en la fase lutea media para confirmar la ovulacién, y
pruebas para evaluar la permeabilidad tubarica y la morfologia uterina. Los tratamientos pueden
variar desde la induccidon de la ovulacién para mujeres con anovulacién, hasta técnicas de
reproducciéon asistida como la inseminacion intrauterina (1IlU) o la fertilizacién in vitro (FIV) para
obstrucciones tubaricas o factores inexplicables (Huang & Rosenwaks, 2014). La FIV ha
experimentado un rapido desarrollo desde su aparicidn. Aunque la tecnologia de FIV se utilizé
originalmente para mujeres con infertilidad por factor tubarico, ha sido considerada como el
tratamiento de ultimo recurso para todas las parejas infértiles cuando la terapia convencional falla
(Zhou et al., 2021). La seleccion del tratamiento dependerd de la causa especifica de la infertilidad,

la edad de la mujer, la duraciéon de la infertilidad y las preferencias personales de la pareja.

La FIV es el método mas empleado dentro de las tecnologias de reproduccidn asistida. Este proceso
implica recolectar dvulos directamente del ovario, fertilizarlos in vitro en un laboratorio y luego
transferir el embrién resultante al Utero. Este procedimiento incluye varias etapas claves:
estimulacién ovarica controlada, extraccion de ovulos, fertilizacion, cultivo de embriones vy
transferencia de estos (Fig 4). Adicionalmente, puede incorporar pruebas genéticas previas a la
implantacién y la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). La crio-preservacion
mediante vitrificacion se utiliza para congelar los embriones sobrantes o para preservar la fertilidad

de 6évulos o embriones (Jain & Singh, 2024).
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La FIV ha evolucionado desde sus inicios, donde se aprovechaba un ciclo menstrual natural para
extraer un Unico dvulo, hacia practicas mas avanzadas que estimulan los ovarios de manera
controlada para obtener multiples évulos por ciclo, esta evolucidon ha aumentado significativamente
las probabilidades de éxito en la concepcién (Jain & Singh, 2024). En la estimulacién ovarica
controlada, se utilizan tratamientos y medicamentos variados, entre los cuales los moduladores
selectivos del receptor de estrégeno (SERM), como el citrato de clomifeno y el tamoxifeno, destacan
por su efectividad. A pesar de que los protocolos de estimulacién minima, o mini-FIV, que emplean
SERMs han demostrado reducir los riesgos asociados como el SHO y los embarazos multiples, la tasa

de nacimientos vivos puede ser ligeramente inferior en comparacién con la FIV convencional (Zhang

et al., 2016).
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Figura 4. Procedimiento de fecundacidn in vitro (FIV) en ratones. Inicia con la administracion de la hormona PMSG para
promover el desarrollo de foliculos, seguido por una inyeccién de hCG 48 horas mds tarde para inducir la ovulacién. A
las 12 horas se recolectan los ovocitos, mientras que en paralelo se extrae y capacita esperma del macho. Los ovocitos
y el esperma se unen para la fertilizacién, y luego los embriones resultantes se cultivan durante un periodo de 4 a 6
horas. El ultimo paso muestra la transferencia de estos embriones al Utero materno, completando asi el ciclo de FIV.
Created with BioRender.com

Para fomentar una estimulacién ovarica que maximice el desarrollo folicular en un solo ciclo, la
inyeccién de gonadotropinas exdgenas, especificamente la FSH y la LH, se ha vuelto una practica
comun. Este enfoque se apoya en medicamentos que previenen el pico prematuro de LH, empleando
tanto agonistas como antagonistas de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), dependiendo

del protocolo especifico. La seleccion del protocolo suele basarse en una evaluacidn inicial que
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incluye ultrasonidos y analisis hormonales, y a menudo sigue a un tratamiento previo con

anticonceptivos orales (Jain & Singh, 2024).

La monitorizacién del desarrollo folicular se realiza mediante ultrasonido transvaginal y analisis de
sangre para evaluar la respuesta ovarica, especificamente los niveles de E2. La maduracion final de
los foliculos se induce artificialmente cuando estos alcanzan un tamafio dptimo, utilizando para ello
gonadotropina coridnica humana (hCG) o un agonista de GnRH, preparando asi el escenario para
una extraccion de évulos efectiva y aumentando las posibilidades de éxito de la FIV (Huang &

Rosenwaks, 2014).

Segun el Centro para el Control de Enfermedades de los Estados Unidos de América, para el afio
2017, el 1.9% de los infantes nacidos en Estados Unidos fueron concebidos mediante técnicas de
reproduccién asistida (TRA). Durante ese mismo afio, se llevaron a cabo aproximadamente 200,000
ciclos de TRA que incluyeron la transferencia de embriones, resultando en 78,052 nacimientos vivos.
Con el incremento en el acceso a estos tratamientos, las tasas de retraso en la maternidad vy la
expansion de la cobertura de seguro para las TRA, es previsible que estos numeros continden en

aumento (Sunderam, 2020).

Sindrome de hiperestimulacion ovarica

El SHO representa una complicacion iatrogénica poco comun, aunque grave, que puede manifestarse
durante la fase lUutea o en las etapas iniciales del embarazo, particularmente asociada con la TRA. La
incidencia de SHO severo es baja, oscilando entre el 0.5% y el 5% y la de SHO moderado se ha
informado que varia entre el 3% y el 7%. A pesar de su relativa rareza, su importancia radica en el
hecho de ser una complicacién derivada de un procedimiento no esencial, que puede conllevar a
una morbilidad significativa e incluso, en casos extremos, a resultados fatales (Delvigne, 2003). Por
lo tanto, la identificacién temprana de pacientes con alto riesgo y la implementacion de estrategias

preventivas efectivas son esenciales para mitigar el riesgo de desarrollo del SHO.

En el ambito de la TRA, el uso de la hCG se ha generalizado como un sustituto para la LH de mitad
de ciclo. Gracias a su composicién bioquimica y a una dindmica bioldgica similar a la de la LH, la hCG
se une y activa el LHR/hCGR, garantizando una dptima exposicion del foliculo a la actividad de la LH
(Castillo et al., 2020). Sin embargo, el uso de hCG también se relaciona con un incremento en la

secrecién del VEGF, un aumento en la expresién del receptor tipo 2 del VEGF (VEGFR-2) y el
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incremento de la permeabilidad vascular. Estos efectos estan vinculados con el desarrollo del SHO

(Gomez et al., 2006) (Fig. 5).

El SHO se clasifica en tres categorias y seis grados, lo cual ofrece un marco crucial para entender
tanto su severidad como sus manifestaciones clinicas. Esta clasificacidon distingue entre las formas
leve, moderada y severa del SHO, cada una definida por criterios clinicos y diagnésticos especificos
(Golan & Weissman, 2009). La forma leve de SHO se caracteriza por niveles elevados de E2 y P4
denominandose también como "SHO quimico". En esta etapa, los ovarios presentan un leve
aumento de tamafio, con un didametro inferior a 5 cm, y los sintomas, si existen, son minimos. La
forma moderada de SHO incluye sintomas como hinchazén, distension abdominal, malestar,
nauseas, vomitos y diarrea. Los ovarios muestran un aumento de tamafio mas notorio, con
didmetros entre 5y 12 cm. Esta condicidon requiere una vigilancia mds estrecha y, potencialmente,
un tratamiento mas intensivo. La forma severa de SHO se identifica por didmetros ovaricos
superiores a 12 cm y puede incluir complicaciones graves como ascitis masiva, hidrotérax, derrame
pericardico, disfuncién renal y hemoconcentraciéon. Esta es una situacién médica critica que

demanda una acciéon médica inmediata y exhaustiva (Blumenfeld, 2018).

Las actualizaciones recientes a esta clasificacion han incorporado nuevos criterios y una categoria
adicional para reflejar con mayor precision el espectro de gravedad del SHO es la deteccidn de ascitis
leve mediante sonografia transvaginal se ha agregado para mejorar la identificacion y clasificacidn
de la severidad del SHO. Se ha introducido una forma critica y potencialmente mortal del SHO dentro
de la categoria severa, destacando la posibilidad de que el SHO evolucione hacia una condicién
critica. Esta categoria incluye sintomas como edema generalizado (anasarca), disfuncidn hepatica,
sindrome de dificultad respiratoria aguda, ascitis tensa, hemoconcentracién severa con un

hematocrito superior al 55% y leucocitosis superior a 35,000 células/mm~3 (Blumenfeld, 2018).

El VEGF se ha identificado como uno de los principales factores involucrados en la patologia del SHO
(Derkx et al., 1987). El VEGF, una citoquina angiogénica que estimula potencialmente al endotelio
vascular juega un papel crucial en el crecimiento de los foliculos, la funcién del cuerpo liteo y la
angiogénesis ovarica. Existe una correlacidon entre los niveles de VEGF y la severidad del SHO
(Lightman et al., 1987), y se ha observado que el VEGF recombinante induce efectos analogos a los
del SHO, los cuales pueden ser revertidos mediante el uso de un antisuero especifico (Soares et al.,
2008). Investigaciones muestran que la hCG incrementa la expresién de VEGF en las células

granulosas humanas y aumenta las concentraciones séricas de VEGF (Pellicer et al., 1999). Otros
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muchos factores podrian participar, actuando directa o indirectamente a través del VEGF, incluidos
la angiotensina ll, el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), el EGF, los TGFa y B, el bFGF,

el PDGF, la interleucina-1 beta (IL-1B) y la interleucina-6 (IL-6) (Delvigne, 2003).

hCG

VEGF ~ .

VEGFR-2

- —— T

' Células endoteliales
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v

Sindrome de
hiperestimulacion ovarica

Figura 5. Desarrollo del sindrome de hiperestimulacidn ovarica. La estimulacién con gonadotropinas exdgenas al ovario
(hCG) provoca la secrecién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el cual tiene como blanco al receptor
VEGR-2 presente en las células endoteliales, la unién del VEGF a su receptor tiene como consecuencia el incremento
de la permeabilidad vascular. Created with BioRender.com
VEGF y vias de sefalizacion
El VEGF desempefia un papel crucial como regulador principal en la formacién y funcidn de los vasos
sanguineos, influenciando significativamente procesos celulares como la proliferacion,
supervivencia y migracion en las células endoteliales. Dentro de la familia VEGF, se encuentran
diversas variantes como los VEGFs A al D de vertebrados, el factor de crecimiento placentario (PIGF),
el VEGF-E originario de parapoxvirus y el VEGF-F derivado de veneno de serpiente, ofreciendo un
espectro amplio de actividades bioldgicas y funciones en el cuerpo (Simons et al., 2016). El VEGF-A,
en particular, presenta varias isoformas producto del corte y empalme alternativo, las cuales varian
en masa molecular y propiedades bioldgicas, destacando por su capacidad para unirse a los

proteoglicanos de heparan sulfato en la superficie celular, con implicaciones directas en la

angiogénesis y la vasculogénesis, asi como en la permeabilizacién vascular (Leung et al., 1989).

23



La expresién de VEGF se incrementa en condiciones de hipoxia, activacion oncogénica y estimulos
citoquimicos, jugando un rol decisivo en la proliferacion y migracion de células endoteliales, asi como
en la inhibicién de la apoptosis. Este factor es fundamental en la vasculogénesis y promueve el
crecimiento de tumores sélidos a través de la angiogénesis tumoral, marcando su importancia en
patologias asociadas a una angiogénesis anormal (Neufeld et al., 1999). Asi, la inhibicién de la
sefializaciéon de VEGF representa una estrategia prometedora contra una amplia variedad de

tumores.

La regulacion transcripcional de VEGF involucra a factores de transcripcién clave como el factor
inducible por hipoxia alfa (HIF-1x), AP-1y Sp-1, los cuales interactian directamente con el promotor
de VEGF, siendo modulados por el éxido nitrico y citoquinas a través de distintas vias de sefializacidon
(Choi et al., 2011; Kimura et al., 2000). Mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores
también pueden elevar la transcripcion de VEGF, destacando la complejidad de su regulacién y la

importancia de estas interacciones en contextos fisiolégicos y patoldgicos (Blancher et al., 2001).

La induccidon de VEGF en células bajo condiciones de hipoxia o isquemia se atribuye a la activacion
del factor de transcripcion HIF-1, que promueve la transcripcién del gen VEGF. Elementos especificos
en el gen VEGF median esta activacion (Forsythe et al., 1996). La via de sefalizacion proteinas
morfogenéticas dseas (BMP)/Smad también regula la transcripcidon de VEGF, con Smadl y Smad5
desempenando roles distintivos en la respuesta a BMP en embriones de pez cebra, lo que ilustra la
diversidad de mecanismos reguladores de la expresion de VEGF (He & Chen, 2005). Ademas, CXCL8/
Interleucina-8 (IL-8), un quimioatrayente proa-angiogénico e inflamatorio, eleva los niveles de VEGF
en células endoteliales a través de la activacién autocrina de VEGFR-2, en un proceso que requiere
la activacién del factor de necrosis tumoral de factor nuclear Kappa B (NFxB) pero no de HIFlq,
resaltando la participacion del complejo Carma3/Bcl10/Maltl (CBM) en este mecanismo regulador

(Martin et al., 2009).

Los receptores de estréogeno alfa (ERx) y beta (ERB) ejercen una influencia transcripcional
significativa sobre la expresion del VEGF tanto en células endometriales como en células de cancer
de mama. Este hallazgo demuestra que VEGF actia como un gen objetivo de ambos receptores de
estrogeno, lo que sugiere la existencia de un mecanismo complejo y diferenciado a través del cual
dichos receptores modulan tanto la angiogénesis como el crecimiento tumoral. La regulacién

depende de la presencia de estrégeno o tamoxifeno, subrayando la complejidad de la regulacidn
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transcripcional de VEGF y su relevancia tanto en los procesos angiogénicos normales como en la

patologia tumoral (Buteau-Lozano et al., 2002; Mueller et al., 2000).

La relevancia del VEGF se acentua por su papel crucial en la proliferaciéon, migracidn y supervivencia
de las células endoteliales. Este papel se ve potenciado por la diversidad de sus isoformas,
desempenando un papel fundamental en la angiogénesis y el desarrollo vascular. El entendimiento
de como el VEGF interactla con sus receptores, especialmente mediante vias de sefializacién que
incluyen la activacién de c-Src y las respuestas endoteliales subsiguientes, ha abierto nuevas
posibilidades para el desarrollo de estrategias terapéuticas enfocadas en la angiogénesis y la

permeabilidad vascular (Neufeld et al., 1999).

Existen diversas formas de VEGF que interactuan con tres principales receptores de tirosina quinasa:
VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (KDR/flk-1) y VEGFR-3. Estos receptores, que se expresan casi
exclusivamente en las células endoteliales, comparten una estructura general similar, incluyendo
siete repeticiones de dominios de homologia a inmunoglobulina en su regién extracelular, un
dominio transmembrana y un dominio de quinasa de tirosina dividido. Sin embargo, se diferencian
en su modo de activacion, sefializacidn y efectos bioldgicos (Simons et al., 2016). Ademas, las células
endoteliales también expresan los correceptores neuropilina-1 (NPR-1) y neuropilina-2 (NPR-2), que
se unen especificamente a VEGF-Asgs, resaltando ain mas la especificidad de la sefializacién del

VEGF (Gluzman-Poltorak et al., 2000).

El VEGFR-2, establece interacciones complejas con diversas proteinas como neuropilinas,
proteoglicanos, integrinas y fosfatasas de proteinas de tirosina. La endocitosis y el trafico de VEGFR-
2, asi como la interaccidn con otras cascadas de sefializacién endotelial, son fundamentales para la
sefializacion efectiva de VEGFR-2 (Simons et al., 2016). Este sistema VEGF/VEGFR-2 es fundamental
en procesos como la vasculogénesis y la angiogénesis, impulsando la proliferacién, migracion y
supervivencia celular, y culminando en la formacién de nuevos vasos. La unién de VEGF a VEGFR-2
desencadena la dimerizaciéon del receptor, su activacidon mediante trans-autofosforilacion de la
quinasa de tirosina, e inicia cascadas de sefializacidn intracelular que median una amplia gama de
respuestas biolégicas y procesos patoldgicos relacionados con la angiogénesis. Puntos de
fosforilacion clave en los dominios intracelulares de VEGFR-2 son esenciales para mediacién de estos

procesos de sefializacién (Wang et al., 2021).

Se cree que la unidn del ligando induce la dimerizacidon de VEGFR. Sin embargo, se ha demostrado

que existen dimeros de VEGFR-2 preformados con un cierto nivel de actividad quinasa in vitro
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(Sarabipour et al., 2016.). El dimero se estabiliza mediante la unidn del ligando a través de varios
puntos de contacto entre los diferentes dominios del receptor. Ademas, la unién del ligando induce
un cambio a una configuracidn particular de los dominios transmembrana, que se acompafa de una
rotacién de los dimeros (Lemmon & Schlessinger, 2010), de importancia critica para la activacion
completa de la actividad quinasa. Diferentes ligandos pueden influir de manera diferente en el grado
de rotacidon de las moléculas del receptor y, por lo tanto, en el grado de activacién del receptor. Por
ejemplo, se ha demostrado que VEGF-B carece de la capacidad de rotar dptimamente su receptor,
VEGFR-1, en comparacién con PIGF, y por lo tanto es un activador mads débil de la seializacion de

VEGFR-1 (Anisimov et al., 2013).

VEGF-A se une simultdneamente a NRPs y VEGFRs en las células endoteliales, induciendo la
formaciéon de complejos NRP-VEGFR. Sin embargo, la configuracién de los complejos NRP1/VEGF-
A/VEGFR-2 no es conocida (Fantin et al., 2014). La activacion de VEGFR-2, a su vez, induce la
fosforilacion de tirosina de integrina-33 y dirige las interacciones entre los dos (West et al., 2012).
La activacion VEGFR-2 activa vias de sefializacidn intracelular que son cruciales para la biologia
endotelial. Estas incluyen la via de fosfolipasa Cy (PLCy)—ERK1/2, que tiene un papel central durante
el desarrollo vascular y en la arteriogénesis en adultos (Okabe et al., 2014; Shibuya, 2013); la via
PI3BK—AKT—-mTOR, que es crucial para la supervivencia celular, la regulacién vascular y la regulacién
de la funcidn de barrera (Zhuang et al., 2013); y Src y las pequeiias GTPasas, que estan involucradas
en la forma celular y la migracidn celular, asi como en la regulacidn de las uniones endoteliales y la
funcién de barrera vascular (Rodrigues & Granger, 2015). Ademds de estos eventos de sefializacion
ampliamente estudiados, VEGFR-2 activa otras vias que son poco comprendidas. Estas incluyen las
quinasas de estrés, como p38 MAPK, STATs y la sefializacion dependiente de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) (Simons et al., 2016). Los VEGFs son reguladores fundamentales de la
permeabilidad vascular, desempefiando un papel crucial tanto en condiciones normales como
patoldgicas. Incrementan la permeabilidad a través de mecanismos que incluyen la activacién del
receptor VEGF-2, la entrada de calcio, la activacion de PLCy y la subsiguiente activacion de la sintasa
de Oxido nitrico. Este proceso involucra multiples proteinas sefializadoras, evidenciando la
complejidad de la regulacién de la permeabilidad vascular por los VEGFs (Bates, 2010). Ademas, el
VEGF estimula la formacién de fibras de estrés y adhesiones focales en células endoteliales mediante
la activacion de diversas vias de sefializacion, como la proteina quinasa 2 activada por estrés/p38
(SAPK2/p38) y la quinasa de adhesion focal (FAK), lo que mejora la migracion celular (Rousseau et

al., 2000). Este factor también induce la expresién de moléculas de adhesion, como ICAM-1, VCAM-
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1y E-selectina, a través de la activacidon de NF-xB en células endoteliales, un proceso que depende

de ciertas vias de sefializacion, pero no de éxido nitrico ni ERK/MEK (Kim et al., 2001).

La activacion de VEGFR-2 por VEGF conduce a la endocitosis de VE-cadherina, un componente critico
de las uniones adherentes endoteliales, perturbando asi la funcién de barrera endotelial. Este
proceso involucra la activacion de Rac y la fosforilacion mediada por Src, lo que facilita la
internalizacidon de VE-cadherina y el desmontaje de las uniones intercelulares (Gavard & Gutkind,
2006). Ademas, se ha demostrado que VEGF altera la permeabilidad paracelular a través de la
modificacién post-traduccional de occludina y la fosforilacion de ZO-1, afectando la organizacion de
estas proteinas y comprometiendo la integridad de las uniones estrechas (Antonetti et al., 1999; W.

Wang et al., 2001) (Fig. 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de la sefializacion activada por VEGF en VEGFR2-Src—AKT. La fosforilacion de
Y949 en VEGFR2 conduce a la activacién de Src en las uniones célula-célula y a eventos subsiguientes de sefalizacién
que determinan la forma celular, la supervivencia y la permeabilidad de los vasos. Ademas de la sefializacién dentro de
las células endoteliales, la activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) mediada por AKT induce la
sefializacion de d6xido nitrico (NO) en las células de musculo liso adyacentes, llevando a la vasodilatacién. cPKC, proteina
quinasa C convencional; DAG, diacilglicerol; RE, reticulo endopldsmico; FAK, quinasa de adhesién focal; FOXO1, proteina
de la caja O de forkhead 1; IP3, inositol 1,4,5-trifosfato; PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; PIP3, fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfosfato; TSAd, adaptador especifico de células T; VE-cadherina, cadherina endotelial vascular. (Tomado vy
modificado de Simons et al, 2016)

Los estudios también han vinculado la expresion de VEGF con el aumento de la permeabilidad
vascular en enfermedades como la diabetes mellitus, el cancer y condiciones inflamatorias,

destacando su importancia en la patologia de estas afecciones y sugiriendo que la modulacién de
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las vias de VEGF podria ofrecer potencial terapéutico (Heinolainen et al., 2017; Phoenix et al., 2022;
Wautier & Wautier, 2022). Investigaciones adicionales han encontrado un aumento de VEGF en el
liquido folicular de pacientes con SHO, asi como un efecto inhibidor de la dopamina sobre la
fosforilacion de VEGFR-2 y ciertas proteinas de adhesion celular, lo que reduce la permeabilidad sin
afectar otros procesos celulares (Chen et al., 2010). Estos hallazgos subrayan el papel de VEGF en la
regulacién de la permeabilidad vascular y sugieren que una comprensidon detallada de sus
mecanismos de accidn es fundamental para el desarrollo de intervenciones terapéuticas eficaces en

enfermedades caracterizadas por alteraciones en la permeabilidad vascular (Fig. 7).
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Figura 7. Permeabilidad vascular regulada por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), efecto de la dopamina
(DA) y cabergolina (Cb2): agonista RDA2 en el SHO. La estimulacién con gonadotropinas exdgenas incrementa la
secrecion de VEGF por union al receptor de la hormona luteinizante (LH), el VEGR activa a su receptor 2 (VEGFR-2),
incrementando asi la permeabilidad vascular por aumento del 6xido nitrico (NO) y por fosforilacion de proteinas de
adhesion celular (VE-caderina y ocludina). DA y Cb2 disminuyen la permeabilidad vascular al disminuir la secrecién del
VEGF y la fosforilacién del VEGFR-2. Created with BioRender.com
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Receptores de dopamina y vias de sefalizacion

Los cinco receptores de dopamina (RDA) se agrupan en dos categorias principales: tipo 1 (RDA1) y
tipo 2 (RDA2). La familia RDA1, que comprende los subtipos RDA1 y RDAS5, se caracteriza por su
asociacion con proteinas Gs que inician la cascada de sefializacidon para la produccién de cAMP como
su principal mecanismo de accién (Beaulieu & Gainetdinov, 2011). En contraposicidn, los receptores
pertenecientes a la familia RDA2 (subtipos RDA2, RDA3 y RDA4) actlan inhibiendo la sintesis de
cAMP, estimulando los canales de K+ y disminuyendo la entrada de iones Ca2" por canales

dependientes del voltaje, mediante la interaccidn con proteinas G (G.i Y Guo) (Jaber et al., 1996).

El RDA1 promueve la activacidn del AC a través de su interaccion con proteinas de unién a
nucledtidos de guanosina (proteinas G), facilitando la conversion de ATP en cAMP. Este cAMP
interactua con las subunidades reguladoras de la PKA, desencadenando la liberacién de subunidades
cataliticas que fosforilan diversos sustratos (Sunahara & Taussig, 2002; J. Zhang et al., 2009). En este
complejo sistema de sefializacién mediado por la dopamina y la PKA, se destaca la fosfoproteina
regulada por cAMP y dopamina de 32 kDa (DARPP-32). La fosforilacién de DARPP-32 en la treonina-
34 por PKA inhibe la fosfatasa de proteinas 1 (PP1), mientras que su fosforilacién en la treonina-75
por la quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) inhibe a la PKA (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Rajput
et al., 2009), creando un circuito de retroalimentacién en la activacion de PKA. Este proceso, junto
con la inhibicién de PP1 por PKA, regula la fosforilacién de una variedad de canales y receptores,
incluyendo los de acido 3,5-hidroximetil-4-isoxazol-propidnico (AMPA), acido y-aminobutirico A
(GABAA) y N-metil-D-aspartato (NMDA) (Hernandez-Lopez et al., 2000). La activacion del receptor

de dopamina D1 reduce las corrientes de los receptores GABA(A) en las neuronas de tamafio

disociadas de tamafio mediano del estriado, lo cual es mediado por los receptores D1 y DARPP-32
(Flores-Hernandez et al., 2002).La PKA, actuando directamente o mediante DARPP-32, regula las
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) 1 y 2, componentes cruciales para orquestar
modificaciones en la expresidon genética. Esta compleja red de sefalizacion estd vinculada
estrechamente a trastornos patoldgicos, incluyendo la enfermedad de Parkinson (Santini et al.,

2012).

La familia de receptores RDA2, que incluye a los subtipos RDA2, RDA3 y RDA4, se caracteriza por su

efecto inhibitorio sobre el adenilato ciclasa, lo que lleva a una reduccidn en la actividad de PKA y
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DARPP-32 (Chio et al., 1994). En particular, el receptor RDA2, que se presenta en dos variantes
debido al empalme alternativo del ARN mensajero, modula los canales de potasio GIRK cruciales
para las respuestas eléctricas neuronales, a través de la activacion de los receptores acoplados a las

proteinas G/ (Pillai et al., 1998).

Ademas, el RDA2 facilita la activacidon de importantes vias de sefializacion celular asociadas con la
proliferacion, especialmente la cascada de senalizacién de la quinasa de proteina activada por
mitdgenos (MAPK). Se ha observado una activacidn significativa de ERK1/2 en varias lineas celulares,
incluidas HEK-293, COS 7 y células de glioma C6, con variaciones sutiles en la intensidad de la
activacion de ERK/MAPK entre los subtipos RDA2 y RDA4 en comparacion con RDA3 (Beom et al.,
2004). Durante la internalizacién del receptor, el complejo GPCRs-3-arrestin facilita la activacion de
ERK/MAPK, destacdndose el papel del complejo RDA2-3-arrestin en la activacion de ERK, un evento
no observado durante la activaciéon de RDA3. De este modo, el RDA2 coordina la activacion de ERK
mediante las isoformas Gai/o y el complejo RDA2R-R-arrestin (Basu et al., 2013). Adicionalmente, la
estimulacién de RDA2 inicia sefializaciones potentes de la quinasa de proteinas B (PKB), con
evidencia convincente en entornos in vivo de la activacion de PKB en el estriado tras la

administracion de agonistas de RDA2 (Mangili et al., 2021).

Dopamina en el ovario

Los estudios han revelado que la norepinefrina (NE), es una catecolamina fundamental para el
desarrollo folicular, la produccién de esteroides y la funcidon del cuerpo luteo, presenta niveles
significativos en el ovario (Battista & Condon, 1986; Bronzi et al., 2015). Asimismo, la dopamina, otra
catecolamina de importancia, y sus receptores desempefian un papel regulador en diversos tejidos
ovaricos (Gay et al., 2004; King et al., 2005; Mayerhofer et al., 2000; Rey-Ares et al., 2007).

La dopaminay RDA1 se encuentran en el cuerpo luteo del ovario humano, asi como en los ovarios
de diversas especies, incluidas yeguas, ratas y conejos (King et al., 2005; Mayerhofer et al., 2000;
Parillo et al., 2014; Rey-Ares et al., 2007). En las células granulosas, cuatro de los cinco receptores
de dopamina estan presentes, siendo RDA2 particularmente importante (Rey-Ares et al., 2007). Esta
distribucidon de receptores se replica en ratas, donde se ha observado la actividad de los RDA1 y
RDA2 (Mayerhofer et al., 2000). Tanto en humanos como en primates, las células granulosas
manifiestan la expresién de DARPP-32 y PP1, evidenciando un intrincado mecanismo de regulacion

dopaminérgica en el ovario (Mayerhofer et al., 1999).
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El mecanismo de recaptacion de dopamina en el ovario incorpora elementos como el transportador
de dopamina (DAT), la catecol-O-metiltransferasa (COMT), las monoaminooxidasas Ay B (MAO-Ay
B), y el transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2) en células granulosas humanas.
Investigaciones en ratas Wistar y Sprague-Dawley han demostrado la coexpresion de DAT y VMAT2
(Greiner et al., 2008; Saller et al., 2014). Adicionalmente, se ha encontrado que los ovocitos de
Macaca mulatta utilizan la dopamina como precursor para la sintesis de norepinefrina, mediante la

accion de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) presente en estos (Mayerhofer et al., 1998).

Aungque el rol fisioldgico exacto de la dopamina en el ovario aln no se ha determinado con precision,
las investigaciones actuales proponen su implicacion en la regulacion de una amplia gama de
funciones ovaricas. El estudio de los efectos fisioldgicos de las catecolaminas en el ovario se inicié
hace décadas (Dominguez et al., 1982). La inhibicidn farmacoldgica de los RDAs ha sido asociada con
fallos en la ovulacién, un proceso que depende de manera compleja del dia especifico dentro del
ciclo estral y del momento en que se realiza la administracion de los antagonistas (Dominguez et al.,

1987; Venegas-Meneses et al., 2015).

Una investigacion adicional ha subrayado la importancia critica del sistema RDA en la coordinacion
de la ovulacion en el momento previsto del estro. En un estudio, se reportd el uso de tres
antagonistas dopaminérgicos especificos: el haloperidol, un antagonista no selectivo; el SCH23390,
un antagonista de RDA1; y la sulpirida, un antagonista de RDA2, los cuales fueron inyectados en la
bursa ovarica en distintas fases del ciclo estral. Tanto la sulpirida como el haloperidol mostraron
efectos similares, inhibiendo la ovulaciéon cuando es administrada en las fases de estro y diestro.
Ademads, este estudio presentd un hallazgo intrigante: los sujetos tratados con haloperidol
experimentaron un incremento significativo en la expresion de TH, sugiriendo un aumento potencial
en la sintesis de dopamina. Sin embargo, la expresién de DARPP-32 se vio incrementada bajo estas

condiciones experimentales (Venegas-Meneses et al., 2015).

La compleja funcion del cuerpo lUteo, esencial en la reproduccidn, se explora mediante el estudio
de la dopamina y de sus receptores en cuerpos lUteos de conejos pseudoprefiados en distintas fases
de desarrollo. Un experimento revelé la influencia de agonistas de dopamina especificos para RDA1
y RDA3 en cuerpos luteos cultivados durante la pseudoprefiez. Al inicio del desarrollo luteal, el
agonista de RDA1, dihidrexidina hidrocloruro, induce una significativa liberacion hormonal,
actuando como agente luteotrdpico que aumenta los niveles de P4 y PGE2, esenciales para la

fertilidad. En contraste, el agonista de RDA3, 7-hidroxi-PIPAT maleato, modula de manera diferente
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el proceso, actuando en fases medias y tardias como agente luteolitico, reduciendo la P4 y elevando
los niveles de prostaglandina F2a (PGF2a), marcando el inicio de la regresion luteal (Parillo et al.,
2014). Estos resultados muestran una modulacion dual por el sistema dopamina/RDA, evidenciando
su rol en la dindmica del cuerpo luteo in vitro, donde RDA1 promueve la luteotropia y RDA3 dirige la

lutedlisis.

En células de ovario de hamster chino transfretadas con receptores RDA2 de rata, muestran que el
quinpirole, un agonista de RDA2, incrementa notablemente la liberacién de acido araquiddnico. Sin
embargo, esta liberacién se ve significativamente reducida por la presencia de sulpirida, un
antagonista de RDA2 (Kanterman et al.,, 1991). Este sistema celular también demuestra que la
dopamina potencia la liberacion de acido araquiddnico, un precursor critico de PGE2 (Nilsson et al.,
1998). De forma reveladora, el antagonista eticloprida, al interactuar con RDA2, limita efectivamente
la produccion de PGE2, destacando cémo la dopamina puede influir en el metabolismo de los
eicosanoides a través de la activacion de RDA2 (Hellstrand et al., 2002). Estos descubrimientos
subrayan la compleja interaccion entre los receptores RDA2, la dopamina y el metabolismo
eicosanoide, lo que podria tener profundas implicaciones en la comprensién de estos mecanismos

en procesos bioldgicos relevantes.

La administracion de cabergolina, agonista del RDA2, a perras durante la fase de anestro, ha
demostrado ser efectiva en elevar los niveles de LH plasmatica y en inducir el desarrollo folicular. Es
destacable que, contrariamente a lo que podria esperarse, la cabergolina no redujo los niveles de
prolactina en plasma (Spattini et al., 2007). En una linea similar, se ha encontrado que la dopamina
incrementa los niveles de oxitocina y P4 en el cuerpo lUteo, subrayando su influencia en el sistema
reproductivo (Kotwica et al., 1996). Ademas, investigaciones en las que se eliminé el gen DARPP-32
en ratones mostraron una disminucién en los niveles de P4, resaltando la importancia de este gen
en la regulacién hormonal (Mayerhofer et al., 2004). Estos resultados sugieren un papel critico de
los receptores RDA2 y la dopamina en la regulacion hormonal, esencial para el correcto

funcionamiento del sistema reproductivo (Fig. 8).

En células granulosas luteales humanas, se observé que el agonista selectivo de RDA1, SKF-38393,
incrementaba tanto los niveles intracelulares de cAMP como los de P4 en el medio de cultivo,
aunque sin demostrar una correlacién directa con la sintesis de P4. Ademas, tanto la dopamina como
SKF-38393 provocaron un aumento en la fosforilacion de residuos de treonina de DARPP-32

(Mayerhofer et al., 1999). En investigaciones posteriores con el mismo modelo celular, tanto la hCG
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como la dopamina potenciaron la fosforilacién de DARPP-32 en los residuos de treonina. Mientras
que la hCG estimulaba la produccidn de esteroides en células granulosas luteinizadas de mono y
células luteales, la dopamina no tuvo un efecto significativo en la produccién de P4, ni basal ni
estimulada por hCG (Mayerhofer et al., 2000), sugiriendo que la dopamina no participa directamente

en la sintesis hormonal.
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Figura 8. La participacidon de la dopamina (negro), agonistas dopaminérgicos (azul) y antagonistas (rojo) en la funcién
ovdrica. La dopamina y su interaccién con los agonistas y antagonistas dopaminérgicos juegan roles cruciales en la
funcion ovdrica. Especificamente, se ha vinculado a los antagonistas SCH y SLP con casos de fallo ovulatorio. Por el
contrario, DH y ETP han demostrado la capacidad de potenciar la liberacion de PGE2, induciendo asi una respuesta
luteotrdpica. En contraste, 7HPM ha sido identificado como un agente que incrementa la liberaciéon de PGF2, generando
una respuesta luteolitica. Ademas, se ha implicado a la dopamina en la estimulacion de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), mientras que, de manera intrigante, la L-Dopa muestra el potencial para mitigar la
produccién de ROS.

Agonistas: DH (dihidroxifenilalanina, RDA1), 7HPM (7-hidroxi-PIPAT maleato, RDA3), QPL (quinpirol, RDA2).
Antagonistas: SCH (SCH23390, RDA1), SLP (sulpirida, RDA2), ETP (eticloprida, RDA2).

En células granulosas luteales humanas, se observé que el agonista selectivo de RDA1, SKF-38393,

incrementaba tanto los niveles intracelulares de cAMP como los de P4 en el medio de cultivo,
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aunque sin demostrar una correlacién directa con la sintesis de P4. Ademas, tanto la dopamina como
SKF-38393 provocaron un aumento en la fosforilacion de residuos de treonina de DARPP-32
(Mayerhofer et al., 1999). En investigaciones posteriores con el mismo modelo celular, tanto la hCG
como la dopamina potenciaron la fosforilacion de DARPP-32 en los residuos de treonina. Mientras
que la hCG estimulaba la produccidn de esteroides en células granulosas luteinizadas de mono y
células luteales, la dopamina no tuvo un efecto significativo en la produccién de P4, ni basal ni
estimulada por hCG (Mayerhofer et al., 2000), sugiriendo que la dopamina no participa directamente

en la sintesis hormonal.

Es interesante notar que la dopamina estimula la produccion de ROS en células granulosas humanas,
un efecto que se atenua efectivamente con el uso de bloqueadores de DAT y MAO-A/B, asi como
con antioxidantes. Contrariamente, los agonistas de RDA1 y RDA2 no inducen la produccidn de ROS,
y la presencia de dopamina en el liquido folicular no desencadena la apoptosis. En contraposicién,
la L-DOPA reduce la generacidon de ROS y mejora la supervivencia de las células granulosas cultivadas,
en marcado contraste con la dopamina, que disminuye la viabilidad celular. Actuando como un
antioxidante, la L-DOPA ofrece beneficios a las células granulosas, mientras que los efectos de la

dopamina ovarica parecen ser adversos (Blohberger et al., 2016).

Las investigaciones iniciadas en la década de 1980 han sido fundamentales para explorar los efectos
fisiolégicos de las catecolaminas en el ovario, destacando como la inhibicion farmacoldgica de los
RDAs puede llevar a fallos ovulatorios, dependiendo de la fase del ciclo estral. Los RDAs tienen un
papel crucial en la regulacién de la ovulacidon en el momento preciso del estro. Experimentos que
emplearon agonistas y antagonistas de los RDA han revelado variaciones en las respuestas
hormonales, subrayando tanto efectos luteotrépicos como acciones luteoliticas. La dopamina,
presente en el cuerpo lUteo, muestra una interaccion significativa con los receptores RDA3 durante
las etapas de pseudoprefiez. En modelos celulares, la influencia de la dopamina se extiende al
metabolismo de los eicosanoides y a la produccién de ROS. La contribucién de la dopamina al
incremento de la LH, la regulacién de la P4 y la modulacién de las ROS, junto con su compleja

interaccidn con diversos receptores, ofrece una vision detallada de su papel en la funcidn ovarica.
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Sistema dopaminérgico en patologias ovaricas

Cdncer de ovario

La dopamina ha mostrado una notable eficacia en reducir el crecimiento de diversos tipos de
tumores malignos en modelos experimentales con ratones, gracias a su capacidad para inhibir la
proliferacion de células tumorales y potenciar la respuesta inmune (Wick, 1978, 1981). Es
significativo que una amplia gama de células tumorales exprese receptores de dopamina y el DAT,
sugiriendo una interaccién directa con la dopamina (Ganguly et al., 2010; Ishibashi et al., 1994;
Moreno-Smith et al., 2011). Ademas, se ha observado que ciertos tipos de tumores incrementan su
actividad cuando se reduce la funcién dopaminérgica en las células endoteliales, revelando una
dimension adicional en esta compleja dinamica (Basu & Dasgupta, 2000). Curiosamente, las
concentraciones de dopamina en el microambiente tumoral son consistentemente inferiores a las
presentes en tejidos sanos, lo que podria tener implicaciones relevantes para el desarrollo y avance
del cancer (Chakroborty et al., 2004). La expresidn de receptores de dopamina en distintos tipos de
células tumorales, junto con la interaccion entre los niveles de dopaminay el entorno tumoral, indica

una relacion compleja y significativa en la evolucién y progresién de tumores, incluidos los ovaricos.

Las células endoteliales y las células de cancer de ovario manifiestan la expresion de todos los
receptores de dopamina, a excepcion del RDA3, que no se encuentra en las células de cancer de
ovario. La dopamina desempefia un papel crucial al disminuir los niveles de cAMP y suprimir la
activacion de la quinasa Src, que es inducida por el VEGF en células de cancer de ovario (Moreno-
Smith et al., 2011). En el contexto del cancer de ovario se ha observado que una baja expresion de
DARPP-32, en combinacidon con una alta expresion de PP1 y Cdk5, estad asociada con una menor
supervivencia de las pacientes (Martin et al.,, 2020). Ademas, la dopamina promueve el
reclutamiento de pericitos a través de la ruta de sefializacién RDA1-cAMP-PKA en células de cancer
de ovario (Moreno-Smith et al., 2013). Un estudio en ratones singénicos con células tumorales
ovaricas que secretan VEGF, inducido por inyeccién intraperitoneal, revelé una reduccién en la
angiogénesis tras el tratamiento con dopamina (Basu et al., 2001). Esta evidencia subraya el impacto
significativo de la dopamina y sus receptores en la modulacién del microambiente tumoral y la

progresion del cancer de ovario, ofreciendo perspectivas para potenciales terapias dirigidas.

La dopamina, junto con el agonista de RDA2 bromocriptina, han mostrado una capacidad notable
para suprimir la expresion de VEGF en células de cancer de ovario (Moreno-Smith et al., 2011). Del

mismo modo, la apomorfina, otro agonista dirigido a los receptores de dopamina RDA1 y RDA2, ha
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demostrado una reduccion significativa en la proliferacion y produccién de ATP de células de cancer
de ovario. Notablemente, la apomorfina desencadena apoptosis mitocondrial dependiente de
caspasas y provoca una disfuncidn mitocondrial considerable en células de cancer de ovario humano

(Lee et al., 2020).

La administraciéon de tioridazina, un antagonista de RDA2, ha sido efectiva en inhibir la proliferacion
de células de cédncer de ovario tanto en modelos experimentales como in vitro. La tioridazina
promueve la apoptosis y la autofagia mediante la alteracion de la via de sefalizacion AKT/ERK y
estimula la producciéon de ROS, asi como el dafio al ADN. Este proceso también resulta en la
reduccidn de factores cruciales como el factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2
fosforilado (p-Nrf2), oxigenasa-1 de hemo (HO-1), NADPH quinona deshidrogenasa 1 (NQO1) y
HIF1lo (Yong et al., 2020). El HIF-1¢, al unirse a la regién promotora de VEGF, juega un papel crucial
en la activacién de la proliferacidon y migracion de células endoteliales (Yang et al., 2015). Un estudio
adicional confirmd los efectos antitumorales y antiangiogénicos de la tioridazina, mostrando que, en
xenoinjertos de tumores ovaricos en ratones, no solo disminuyd la fosforilacion de VEGFR-2, sino

gue también inhibid la via de sefializacion PI3K/mTOR (Park et al., 2014).

La tioridazina ha demostrado ejercer un efecto inhibitorio en la via PI3K/Akt, lo que resulta en la
induccion de efectos citotdxicos en células de cancer de ovario y el consecuente detenimiento del
crecimiento celular (Rho et al., 2011). Varias fenotiazinas, incluida la tioridazina, han inducido la
muerte celular por apoptosis y han limitado el crecimiento de las células de cancer de ovario de
manera dosis-dependiente. El mecanismo subyacente a este efecto implica la supresién de eventos
cruciales de fosforilaciéon que afectan a la quinasa de proteina S6 ribosomal (p70S6K), mTOR,
glucdgeno sintasa quinasa-3 beta (GSK-33), quinasa de proteina C delta (PKC-8) y Akt, especialmente

en contextos estimulados por el EGF (Choi et al., 2008).

La dopamina y sus receptores desempefian un papel fundamental en la modulacién de aspectos
criticos del cdncer de ovario, tales como la proliferacion celular y la angiogénesis. Los antagonistas
de RDA2 se destacan como agentes anticancerigenos eficaces, capaces de bloquear vias esenciales
para el crecimiento y la angiogénesis tumoral, lo que los posiciona como opciones prometedoras

para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra el cancer.
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Sindrome de ovario poliquistico

El SOP es uno de los trastornos endocrinos mas comunes entre mujeres en edad fértil, presentando
una combinacién de sintomas como hiperandrogenismo, anovulacién vy resistencia a la insulina
(Patel, 2018). Es notable el hallazgo de que las concentraciones de NE y dopamina son superiores en
el liquido folicular de pacientes con SOP comparadas con las de mujeres sin este trastorno (Musali

et al., 2016).

En el SOP, se aprecian alteraciones significativas en el sistema dopaminérgico ovarico, incluyendo un
incremento en las concentraciones de dopamina y un aumento en la transcripcion de DAT, MAO-A,
y MAO-B (Saller et al., 2014). Estas modificaciones también comprenden una disminuciéon en la
expresion de RDA2 y un incremento en la produccidon de metabolitos de dopamina, asi como una
reduccion en la secrecién de VEGF tras el tratamiento con cabergolina, un agonista de RDA2 (Gémez
et al., 2011). Adicionalmente, se ha observado que en células de la granulosa luteinizadas de
mujeres con SOP bajo tratamiento de FIV muestran una regulacion al alza y una liberacién excesiva
de VEGF durante la fase lutea posterior a la induccion ovulatoria (Agrawal et al., 2002), lo que

subraya la complejidad de las interacciones hormonales y moleculares en este sindrome.

En otro estudio, datos de microarreglos revelaron un aumento notable en la actividad de MAO-A
dentro de las células granulosas luteinizadas (LGCs) entre pacientes con SOP. Interesantemente,
tanto en LGCs con SOP como en aquellas sin SOP tratadas con cabergolina, se observé un aumento
en la expresion de MAO-A. Este hallazgo se acompafia de cambios distintivos en las vias de
sefializacion de AKT y MAPK, donde las LGCs sin SOP mostraron una tendencia al alza, mientras que
aquellas con SOP presentaron una disminucion después del tratamiento con cabergolina (Ferrero et
al., 2018). Ademas, el tratamiento con cabergolina en mujeres con SOP no solo mejoré la perfusion
sanguinea uterina sino también contribuyd a la regulacién del ciclo menstrual (Mohammadbygi et
al., 2013). En casos de SOP con hiperprolactinemia, la administracion de L-DOPA y bromocriptina
redujo los niveles de LH y prolactina, disminuyendo la resistencia vascular y aumentando el flujo
sanguineo uterino (Prelevi¢ et al.,, 1987). La cabergolina, utilizada en pacientes con SOP vy
hiperprolactinemia leve, logré restablecer la regularidad menstrual de manera efectiva (Ghaneei et
al., 2015). Por otro lado, se encontré que la dopamina estimula la secrecidon de la hormona de

crecimiento (GH) en mujeres con SOP (Piaditis et al., 1995).

En pacientes con SOP, la dopamina indujo un aumento en la generaciéon ROS en células granulosas

luteinizadas humanas. No obstante, la inhibicién de DAT y MAO demostrd ser efectiva en reducir los
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niveles de ROS (Saller et al., 2014). Un estudio sugiere que la correlacién entre los altos niveles de
dopamina en pacientes con SOP y una disminucién en las concentraciones de nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato de hidrégeno (NADPH) podria indicar una activacidon excesiva del sistema
simpatico en SOP, ademas de una interaccidn directa con las gonadotropinas y la prolactina, lo que
podria interferir en la foliculogénesis a través de la generacién de ROS (Hamed et al., 2022). Estos
hallazgos subrayan la complejidad de las interacciones hormonales y moleculares en el SOP,

ofreciendo perspectivas para intervenciones terapéuticas especificas.

Los estudios revisados revelan una compleja interaccién entre los receptores dopaminérgicos y los
diversos aspectos relacionados con el SOP. En pacientes con SOP, se han identificado alteraciones
notables dentro del sistema dopaminérgico ovarico, que incluyen variaciones en la expresiéon de
receptores y enzimas implicadas en el metabolismo de la dopamina. El uso de farmacos como los
agonistas de RDA2 ha demostrado tener efectos reguladores sobre la funcidén ovarica y la perfusion
sanguinea uterina en mujeres con SOP. No obstante, queda claro que la dindmica entre el sistema
dopaminérgico y el SOP es intrincadamente compleja, subrayando la necesidad de investigaciones
adicionales para desentranar completamente su papel y sus consecuencias en esta condicion

endocrina multifacética.

Especies reactivas de oxigeno y balance éxido-reduccion

Las ROS son generadas durante el metabolismo del oxigeno dando origen a tres principales radicales:
ion superdxido, peréxido de hidrogeno (H,0,) y radical hidroxilo (Halliwell et al., 1992). Estos
radicales son inestables y altamente reactivos; interactian con acidos nucleicos, lipidos, proteinas,
carbohidratos o cualquier otra molécula cercana provocando una serie de reacciones en cadena que

resultan en dafio y muerte celular (Evans et al., 2004).

Las ROS son generadas por diferentes vias de manera natural en los organismos. Algunas ROS son
producidas por reacciones no enzimaticas, como la via reacciéon de Fenton en presencia de metales
idnicos de transicion (Chiu, 2014). Las reacciones bioldgicas que transfieren electrones y las
reacciones de oxigenasas, las cuales utilizan al oxigeno molecular como sustrato, también generan
cantidades importantes de ROS. Desde la cadena transportadora de electrones se producen ROS en
condiciones fisioldgicas. Otro sistema conocido que produce ROS a través de sistemas enzimaticos

son las Xantina deshidrogenasas, las cuales estan relacionadas con el sistema de metabolismo de las
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purinas (Harrison, 2002). La generacién de ROS por el sistema P540 es importante en la sintesis de

hormonas esteroides (Fujii et al., 2005).

Se ha demostrado que las ROS actlan sobre proteinas de senalizacién celular, modificando vias de
sefializacién relacionadas con crecimiento, proliferacién y muerte celular (Mittler et al., 2011). Las
ROS interactuan con NF-kB, activando su via por la inactivacidn de IkBa; también interactian con la
via de las MAPK, ya que pueden activar los receptores del EGF y PDGF, los cuales activan
principalmente la via de ERK (Poillet-Perez et al., 2015). Las ROS también actuan sobre la via de la
PI3K/Akt involucrada en funciones criticas para la célula como la sintesis de proteinas, la progresion
del ciclo celular, proliferacién, apoptosis, autofagia y resistencia a fdrmacos en respuesta a factores
de crecimiento, hormonas y citoquinas (Sarbassov et al., 2005). Las ROS inactivan al homdlogo de
tensina (PTEN), el cual regula la sintesis de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) e inhibe la
activacion de Akt, mediante la oxidacion de residuos de cisteina (Leslie & Downes, 2002).
Recientemente también se ha demostrado que la subunidad reguladora de PKA es objetivo de
oxidacién por las ROS sobre la cisteina 17, la cual permite la formacidn de un puente disulfuro entre

dos subunidades, provoca la disociacion del complejo de PKA (Papa et al., 2012).

En un estado fisiolégico, el nivel de las ROS celulares es estable en un equilibrio dindmico y este
equilibrio se modula por medio de procesos celulares que las producen y las eliminan. Existen dos
sistemas antioxidantes: enzimaticos y no enzimaticos (Agarwal et al., 2005). La principal categoria
de las enzimas antioxidantes es el superdxido dismutasa (SOD) que de acuerdo con el metal que
contienen se clasifican en dos grupos: SDO1 (contienen Cu y Zn) y SDO2 (contienen Mn). La SOD2,
en la matriz mitocondrial convierte el superdxido que no puede difundirse a través de las
membranas, en H,0O, que luego se reduce a agua por la catalasa. En cambio, la SOD1 reduce
principalmente el superéxido del espacio intermembrana y el citosol a H,0,. Ademas, la glutation
peroxidasa (GPx), la glutation S-transferasa pi (GST-pi), la metalotioneina-3 (MT3), la ferritina de
cadena pesada (FHC) y la dihidrodiol deshidrogenasa (DDH1 o AKR1C1) también juegan un papel
decisivo en el proceso antioxidante (Meloni & Vasak, 2011). Los antioxidantes no enzimaticos estan
determinados por la ingesta dietética, siendo vitaminas y minerales como vitamina C, vitamina E,

selenio, zinc, taurina, hipotaurina, glutatidn, beta caroteno y caroteno (Agarwal et al., 2005).
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Papel de las ROS en la funcidén ovdrica

En estudios realizados en animales y humanos, se ha mostrado la presencia de las ROS en el tracto
reproductivo femenino, ovarios, oviducto e incluso en embriones. Estos compuestos han sido
involucrados en funciones reproductivas como la maduracién del ovocito, esteroidogénesis ovarica,
la funcién del cuerpo luteo y la lutedlisis (Fujii et al., 2005). El ovario es un drgano activo
metabdlicamente, estd bajo una continua variedad de estrés. Durante el desarrollo folicular se
forman ROS cuando se producen estrégenos debido al aumento en la actividad de citocromo P450
(Ortega-Camarillo et al.,, 1999). Las ROS tienen un papel durante la ovulacidon que en algunos
aspectos es similar al proceso de inflamacién (Espey, 1980). La ovulacién es suprimida ante la
presencia de agentes que inhiben la respuesta inflamatoria. Las ROS son generadas durante la
inflamacion y es légico pensar que existe una relacidon entre la produccién de ROS vy la ruptura
folicular (Espey et al., 1982) (Fig. 9).

Marcadores del estrés oxidativo como la SOD1, SOD2, GPx, vy-glutamil sintetasa han sido
investigados en ovario. La expresion de varios biomarcadores de estrés oxidativo ha demostrado que
se encuentran en ovarios humanos en estado fisioldgico sano (Suzuki et al., 1999). Todas las etapas
foliculares han sido examinadas para la expresion de SOD incluyendo foliculos primordiales,
primarios, preantrales, antrales y foliculos atrésicos (Shiotani et al., 1991; Suzuki et al., 1999). Existe
una correlaciéon entre la expresion de la proteina de unién a Ad4 (Ad4BP) y SOD, lo cual sugiere una
relacién entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la esteroidogénesis (Suzuki et al., 1999). Se
encontrd la presencia de SOD en células de la teca interna de foliculos antrales (Shiotani et al, 1991),
y la presencia de Ad4BP en los nucleos de células de la teca y la granulosa, la cual es un factor de
transcripcion esteroidogénico que induce la transcripcion de la enzima P450 esteroidogénica (Suzuki
etal., 1999). Tanto las células de la granulosa humana como las células luteas responden al peréxido
de hidrégeno; por ejemplo, la produccién de P4 y E2 se reduce cuando se agrega perdxido de
hidrégeno a un cultivo de células luteas estimuladas por hCG. Existe un delicado equilibrio entre las
ROS vy las enzimas antioxidantes en los tejidos ovaricos. Las enzimas antioxidantes neutralizan la

produccidn de ROS y protegen al ovocito (Behrman et al., 2001).

El papel de las ROS en el tejido ovarico sigue siendo un tema de debate. Las ROS pueden ser
moléculas importantes de senales fisioldgicas de las células del ovario (Finkel, 2011). Un estudio
hecho en ratones inyectados con antioxidantes en la bursa ovarica demostré que las ROS son
necesarias para los eventos ovulatorios, incluyendo la expansidn del cumulus y la produccién de P4

inducida por LH en los foliculos preovulatorios. Los antioxidantes disminuyeron también la tasa de
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ovocitos liberados. En células de la granulosa, las ROS actian como mediadores de la LH, del factor
de crecimiento epidérmico y de la sefializacién via de MAPK lo que implica que, al menos en los

roedores, las ROS son necesarias en el ovario (Agarwal et al., 2012; Shkolnik et al., 2011).
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Figura 9. Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante la ovulacion y la esteroidogénesis en el cuerpo
|uteo. La ovulacidn es un proceso tipo inflamatorio. Las ROS se producen localmente durante la ruptura folicular y
pueden estar involucradas durante el proceso de ovulacidn. Las ROS son generadas también por el cuerpo luteo por la
via de la monoxigenasa durante la sintesis de hormonas esteroides. (Basado en Fujii et al, 2005) Created with Biorender.

La hipoxia de las células de la granulosa incrementa la concentracion de ROS; sin embargo, es un
evento normal durante el crecimiento de foliculos ovaricos (Tropea et al, 2006). Asimismo la
limitacion de oxigeno es conocida por estimular la angiogénesis folicular y se ha probado que una
falla de la angiogénesis en los foliculos ovaricos contribuye a la atresia folicular (Zeleznik, 2004).
Ademas, se sabe que las ROS puede actuar como transductores de sefial o mensajeros intracelulares

de la respuesta angiogénica (Pearlstein et al., 2002).

Por otra parte, se ha probado que el incremento de las ROS se asocia a la disminucién de la
produccion de hormonas esteroides (Kodaman & Behrman, 2001) y ademas se encuentran
relacionadas a diversas patologias, por ejemplo, en el sindrome de ovario poliquistico, las ROS se
encuentran incrementadas mientras que la concentracién de enzimas antioxidantes disminuye

(Palacio et al., 2006). Ademas, se han encontrado aumentadas en el liquido folicular de pacientes
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con endometriosis (Ebisch et al., 2006). Por otro lado, en pacientes infértiles se ha mostrado que en
el fluido peritoneal las ROS estan incrementadas y las enzimas antioxidantes disminuidas (Polak et
al., 2001). El envejecimiento aparentemente esta asociado con la disminucién de la eficacia del

sistema antioxidante ovarico (Ebisch et al., 2006).

El impacto negativo del estrés oxidativo en las técnicas de reproduccion asistida, como la FIV/ICSI y
la maduracidn in vitro, compromete la calidad de los gametos y el desarrollo embrionario. Por ello,
la suplementacién antioxidante se esta investigando como una estrategia potencial para optimizar
los resultados de estas técnicas (Agarwal et al., 2008). Sin embargo, es necesario realizar mas

estudios en humanos para confirmar su efectividad

En conjunto, la evidencia sefiala el estrés oxidativo como un factor critico en la infertilidad femenina,
lo que indica que estrategias enfocadas en su manejo podrian mejorar significativamente los
resultados reproductivos. Es imperativo llevar a cabo mas investigaciones, especialmente mediante
ensayos controlados aleatorios, para establecer tratamientos efectivos que incluyan el uso de

antioxidantes en la mejora de la salud reproductiva femenina.

Dopamina, VEGF y ROS

La dopamina esta intrinsecamente asociada con la amplificacién de la produccion de ROS y el estrés
oxidativo subsiguiente, una conexién subrayada por la actividad aumentada de la NADPH oxidasa
(Armando et al., 2007; Y. Yang et al., 2012) la MAO y la DAT (Saller et al., 2014). En contraste, la
activacion de los receptores RDA2 ha sido documentada por sus efectos antioxidantes. La
administracion de cabergolina, un agonista RDA2, induce un aumento discernible en la actividad del
sistema de glutation dentro del estriado, fomentando asi un estado de neuroproteccion (Yoshioka et
al., 2002). Ademads, los ratones que carecen del receptor RDA2 (RDA27") muestran una escalada

observable en el estrés oxidativo (Armando et al., 2007).

En el contexto de la dindmica renal, la produccion de ROS emerge como un factor central en la
patogénesis intrincada de la hipertensién (Wilcox, 2005). Los ratones RDA27 han surgido como un
modelo significativo, revelando un aumento conspicuo en el estrés oxidativo intimamente ligado a
una actividad aumentada de la NADPH oxidasa renal y la sobreexpresién de Nox-1, Nox-2 y Nox-4.
La alteracion del gen RDA2 desencadena inequivocamente una amplificacidon en la generacion de
ROS y estrés oxidativo (Armando et al., 2007). Sin embargo, los conductos exactos a través de los
cuales RDA2 ejerce su poder regulatorio sobre la actividad y expresion de la NADPH oxidasa

permanecen envueltos en incertidumbre. Un aspecto interesante que vale la pena explorar es la
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posible implicacién de la paraoxonasa 2 (PON2), un actor significativo en contrarrestar la produccion
de ROS renales, contribuyendo potencialmente a la preservacidon de los niveles fisiolégicos de
presidn arterial. Notablemente, PON2 emerge como un mediador parcial, descifrando la intrincada
danza inhibitoria ejecutada por RDA2 en los frentes de expresion de la NADPH oxidasa, modulacién

de la actividad y la subsiguiente produccién de ROS (Yang et al., 2012).

Ademas, en el contexto de los ratones RDA27~ se observa un declive conspicuo en la expresién de
la enzima antioxidante vital oxigenasa de hemo 2 (HO-2) dentro del rifidn. Esta revelacién intrigante
subraya la interaccién intrincada entre los sistemas prooxidantes y antioxidantes que orquestan la
regulacién compleja de la produccién de ROS bajo la influencia del receptor RDA2. La importancia
de esta interaccion se resalta adin mds por la normalizacidn exitosa de la presion arterial elevada en
ratones RDA2-/- a través de intervenciones dirigidas. La administracién de apocinina, un inhibidor
de la NADPH oxidasa, o hemina, un potente inductor de HO-1, ha demostrado ser efectiva en mitigar
los efectos hipertensivos (Armando et al., 2007). Cambiando el enfoque a una perspectiva
alternativa, los efectos de la dopamina y los agonistas de RDA1 sobre el estrés oxidativo dentro de
las células del musculo liso vascular han captado la atencidn. Las bajas concentraciones de dopamina
o agonistas de RDA1 han exhibido la capacidad notable de reducir el estrés oxidativo. Este impacto
terapéutico se puede atribuir a la activacidon de PKA, que posteriormente orquesta la supresién de

fosfolipasa D (PLD) y PKC (Yasunari et al., 2000).

En modelos in vivo, la expresion de Nox2 o Nox4 esta elevada en la neoformacién vascular en
modelos de isquemia en ratones (Al-Shabrawey et al., 2005; Tojo et al., 2005; Vallet et al., 2005).
Ratones transgénicos con sobreexpresion de p22phox exhiben una produccién aumentada de ROS
vasculares, contribuyendo asi a la expresién de VEGF y la neovascularizacion dentro del ateroma
experimental (Khatri et al.,, 2004). Ratones knockout de NADPH oxidasa o la inhibicién de ROS
proporcionan evidencia convincente de que los ROS originados por la NADPH oxidasa juegan un
papel fundamental en el proceso de angiogénesis posnatal (Ushio-Fukai, 2006). Ademas, la
sobreexpresion de Nox1 resulta en un aumento de la expresiéon de VEGF y su receptor, junto con una
actividad aumentada de la metaloproteinasa de matriz a través de niveles elevados de ROS. Esto, a

su vez, fomenta la angiogénesis tumoral (Arbiser et al., 2002).

El aumento de ROS llevé a un incremento en la apoptosis de células granulosas, estrechamente
vinculado a la disminucién de factores antiapoptdticos como Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1, junto con un

aumento de la molécula BH3-Unica Puma. Ademas, el H,O,incremento los niveles del factor nuclear
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eritroide 2 relacionado con factor 2 (Nrf2) y facilitd la activacion de la quinasa N-terminal c-Jun (JNK),
junto con la acumulacién de p53, todo facilitado a través de la generacién de ROS. El antioxidante
N-acetilcisteina (NAC) intervino impidiendo la muerte celular desencadenada por H,0,, logrado al
desactivar JNK y restringir la acumulacion de p53 a través de la inhibicion de la produccion de ROS

(Yang et al., 2017).

Una variedad de patologias reproductivas exhibe niveles elevados de estrés oxidativo, incluyendo
endometriosis (Assaf et al., 2022), SOP (Saller et al., 2014), SHO (Duraker et al., 2021), cancer de
ovario (Stieg et al., 2022) e incluso casos de infertilidad (L. Wang et al., 2021). Estos hallazgos
enfatizan cémo la perturbacidn en la produccidn de ROS contribuye al desarrollo de trastornos

ovaricos.

La dopamina exhibe efectos divergentes en la produccién de ROS en diferentes tejidos: promoviendo
ROS a través de las proteinas Nox en el rifidn y la actividad de las MAO en el ovario. Su modulacién
de la secrecién de VEGF conduce a una reduccién de la activacién de VEGFR-2, disminuyendo la
permeabilidad vascular en condiciones ovaricas como el cancer, SHO y SOP. Por el contrario, el VEGF
realza la produccidon de ROS mediada por la NADPH oxidasa, mientras que los ROS activan VEGFR-2
en células endoteliales. Esta interaccion compleja sugiere la posible implicacion de la dopamina en
patologias ovaricas, como el SOP, al influir en la produccidén de ROS y la actividad de la NADPH
oxidasa, afectando posteriormente la sefializacién de VEGF. Teniendo en cuenta estas interacciones,
la dopamina y los RDA podrian tener un potencial terapéutico para trastornos ovaricos

caracterizados por la desregulacion de VEGF y el estrés oxidativo.

ANTECEDENTES

Sistema dopaminérgico ovdrico en el SHO

El SHO es una complicacidon que surge de los tratamientos de reproduccion asistida. Se caracteriza
por manifestar una serie de sintomas entre los que se incluyen la hemoconcentracién, ascitis y
desbalances electroliticos. En sus manifestaciones mas graves, el SHO puede conducir a insuficiencia
renal, eventos tromboembdlicos y, en situaciones extremas, la muerte (Blumenfeld, 2018). Un factor
determinante en la patogénesis del SHO es la funcién del VEGF. Estudios realizados en modelos
murinos han demostrado que la administraciéon de gonadotropinas en diferentes dosis incrementa
la produccién de VEGF, la expresién del receptor VEGFR-2 y la permeabilidad vascular (Gémez et al.,

2003). Es relevante mencionar que en modelos de animales ovariectomizados a los que se les
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administraron gonadotropinas, no se observé un incremento significativo ni en la produccion de
VEGF ni en la permeabilidad vascular (Gémez et al., 2002), resaltando el rol critico del ovario como

el blanco principal de la hiperestimulacién inducida por gonadotropinas.

La cabergolina ha demostrado ser efectiva en modelos murinos con SHO, logrando reducir la
permeabilidad vascular en dosis bajas sin afectar negativamente la proliferacién de vasos sanguineos
luteales (Gomez et al., 2006). De la misma forma, se ha encontrado que el agonismo de RDA2 puede
disminuir la permeabilidad vascular a través de una reduccidn en la secrecidon de VEGF ovdrico, segun
se evidencia en estudios con modelos murinos. En particular, el tratamiento con cabergolina en ratas

con SHO no modificé los niveles de expresion del mRNA de VEGF ovarico (Ferrero et al., 2014).

Durante la fase lutea tardia se observé una disminucidn en la expresion de RDA2 en secciones de
ovario humano. La cabergolina tiene la capacidad de reducir la produccidon de VEGF en células
granulosas luteinizadas humanas de manera dependiente de la dosis (Ferrero et al., 2014). En
estudios in vitro, los agonistas de RDA2 resultaron efectivos en regular la secrecion de VEGF. Los
estudios in vitro mostraron que los agonistas de RDA2 son efectivos en la regulacion de la secrecién
de VEGF. No obstante, al inhibir las vias de sefializacién convencionales Gi/Go, Gz, y AKT/B-Arrestin,
no se observaron cambios en la secrecion de VEGF, lo que sugiere que las vias de sefializacion
tradicionales de RDA2 no estdn implicadas en la mediacién de esta secrecién de VEGF (Ferrero et al.,
2015). Estos descubrimientos revelan que la interacciéon entre el sistema dopaminérgico y la
patogénesis del SHO es compleja, abriendo posibilidades de nuevas rutas para el tratamiento y

manejo de esta afeccidn.

Ademas del incremento de VEGF en el fluido folicular de pacientes con SHO, se ha detectado también
un aumento en los niveles de IL-8. Tanto VEGF como IL-8 ejercen una regulacion sobre la
permeabilidad endotelial a través de la ruta de sefializacién de VEGFR-2, implicando la activacion de
Rho/Rock, la polimerizacion de actina, y la fosforilacién de VE-cadherina y ocludina. Estos procesos
resultan en la disociacidon de las uniones adherentes y estrechas. De forma notable, la dopamina
interfiere con la sefalizacidon de VEGFR-2, aunque sin impactar la migracién y la formaciéon de tubos

en células granulosas luteinizadas (Chen et al., 2010).

En el ambito clinico, la cabergolina ha demostrado ser efectiva en la reduccién del volumen de ascitis
y la permeabilidad vascular (Alvarez et al., 2007). El empleo de agonistas de RDA2 también ha
mostrado ser prometedor en la moderacién de la incidencia del SHO; sin embargo, es importante

destacar que su efecto en la reduccion de casos graves de SHO no ha demostrado significancia
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estadistica (Alvarez et al.,, 2007). Un estudio aleatorizado, que incluyé a mujeres sometidas a
tratamientos de reproduccién asistida, encontrd que la cabergolina esta vinculada a una notable
prevencion del SHO de inicio temprano (Carizza et al., 2008). De manera significativa, el uso de dosis
bajas de agonistas dopaminérgicos se ha asociado con una disminucién de casi el 50% en el riesgo
de desarrollar SHO (Shaltout et al., 2012). Aunque estos hallazgos son alentadores, es crucial seialar
que, aunque la cabergolina parece ser efectiva en disminuir la incidencia de SHO de inicio temprano
en ciclos de FIV con agonistas de GnRH, podria no ser suficiente para prevenir completamente la
aparicion de SHO grave (Jellad et al., 2017). Sumado a lo anterior, en un meta-analisis de ensayos
aleatorizados que compararon la efectividad profilactica de la cabergolina frente a la ausencia de
tratamiento en ciclos de FIV/ICSI, la cabergolina logré una reduccion estadisticamente significativa
en la incidencia del SHO, con una disminucidon absoluta del riesgo del 12%. No obstante, es
importante destacar que este analisis no encontrd pruebas concluyentes de una reduccién en la

ocurrencia de SHO grave (Youssef et al., 2010).

Por otra parte, la quinagolida, un agonista de RDA2 no derivado de la ergolina ha demostrado ser
prometedor en aliviar la ascitis y en la prevencion del SHO en pacientes con alto riesgo de SHO
sometidas a ICSI, sin comprometer la tasa de embarazo clinico (Alhalabi et al., 2012). Un estudio
aleatorizado y doble ciego subraya la eficacia de la quinagolida en prevenir el SHO moderado a grave
de inicio temprano, aunque se advierte que dosis elevadas, sin una titulacidon adecuada, se asociaron
a una baja tolerancia (Busso et al., 2010). La quinagolida ha mostrado ser mas efectiva que la
cabergolina en prevenir el SHO en pacientes de alto riesgo de padecer SHO bajo tratamiento de ICSI

(Taheripanah et al., 2018).

En resumen, la prevencién y el manejo del SHO en pacientes que se someten a técnicas de
reproduccion asistida requieren una diversidad de enfoques farmacoldgicos, enfocados tanto en
reducir la incidencia como la severidad del SHO. La cabergolina y la quinagolida han mostrado ser
efectivos en este sentido, minimizando la incidencia de SHO y aliviando los sintomas en pacientes
de alto riesgo. No obstante, es esencial considerar la dosificacion éptima y la tolerancia a estos

medicamentos, especialmente en el caso de la quinagolida.

Estrés oxidativo en el SHO
En la literatura existente se encuentran limitados estudios enfocados especificamente en los

marcadores de estrés oxidativo en el SHO. La mayoria de las investigaciones se han dirigido hacia el
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SOP y otras condiciones relacionadas con la fertilidad; sin centrarse directamente en el SHO. Un
estudio examind las alteraciones oxidativas no enzimdticas de proteinas en el liquido folicular de
mujeres fértiles, contrastando ciclos naturales con ciclos estimulados hormonalmente. Se encontré
que los ciclos naturales mostraban una glucosilacidn proteica reducida, indicando una proteccidn
superior contra la oxidacién de proteinas en ciclos sin estimulacién. Esto sugiere que la estimulacion
ovarica podria incrementar el estrés oxidativo, deteriorando la calidad de los ovocitos v,
potencialmente, contribuyendo al desarrollo de SHO (Pérez-Ruiz et al., 2018). Dado que el SHO y el
SOP comparten ciertas vias patogénicas, resulta pertinente considerar investigaciones sobre el
estrés oxidativo en SOP. Un meta-analisis revelé que mujeres con SOP tienen niveles elevados de
marcadores de estrés oxidativo, sin relacion con el sobrepeso. Esto indica que el estrés oxidativo
podria desempeiiar un rol en la etiologia del SOP, lo cual podria tener implicaciones en el desarrollo
de SHO en estas pacientes (Murri et al., 2013). Por otro lado, un estudio evaluod el estrés oxidativo
durante la estimulacion ovarica en mujeres, con y sin SOP, sometidas a ICSI. Los hallazgos mostraron
que las mujeres con SOP experimentaban estrés oxidativo sistémico tras la estimulacién ovdrica,
sefialando que el SOP, y posiblemente el tratamiento asociado, podria elevar el riesgo de SHO debido
al incremento en el estrés oxidativo (Mahsa Poormoosavi et al., 2021). Otro estudio que investigd
marcadores de estrés oxidativo en pacientes con SHO severo, sometidas a ciclos de TRA, encontré
niveles aumentados de dichos marcadores. Aunque este estudio no midié especificamente las ROS,
sugiere un aumento del estrés oxidativo en estos pacientes (Duraker et al., 2021). Estos hallazgos
sugieren que el estrés oxidativo juega un papel significativo en el desarrollo de SHO, especialmente
en contextos de estimulacidon ovdrica. La gestiéon del estrés oxidativo, mediante estrategias
antioxidantes, podria ser una via para mitigar el riesgo y la severidad del SHO en tratamientos de
reproduccion asistida.

A pesar de que la evidencia especifica sobre el uso de antioxidantes en la prevencién o tratamiento
del SHO es escasa, existen investigaciones que destacan los beneficios de antioxidantes como la NAC
en contextos de estimulacidn ovarica. Estos estudios resaltan principalmente su capacidad
protectora contra el dafio por estrés oxidativo y su potencial para favorecer la supervivencia y
funcién folicular. Uno de estos estudios examind el impacto de la NAC en la autotransplantacion
heterotdpica de ovarios en ratones, revelando una mejora significativa en la viabilidad celular y un
aumento en la proporcién de células en fase S. Esto indica una potenciacién de la supervivencia
folicular y del desarrollo, asi como de la estructura y funcidn de los ovarios trasplantados, mediante

la atenuacion del estrés oxidativo y la apoptosis (Mahmoodi et al., 2015). Otro estudio explord los
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efectos protectores de la NAC sobre el dafio por isquemia-reperfusién en xenotransplantes de tejido
ovarico humano, encontrando que la administracién diaria de NAC disminuia dicha lesidon y promovia
la supervivencia folicular. Esto se logrd través de la activacion del sistema de defensa antioxidante y
la implementacidn de efectos antiinflamatorios y antiapoptéticos, sugiriendo que la NAC podria ser
una opcién prometedora para proteger los foliculos ovaricos de la lesidn por isquemia-reperfusién,

lo que a su vez podria reducir la pérdida de foliculos tras la trasplantacién (Olesen et al., 2021).

Adicionalmente, el uso de NAC ha demostrado ser beneficioso para mejorar la calidad de los ovocitos
y minimizar el dafio oxidativo en modelos animales sometidos a hiperestimulacidon ovarica
controlada repetida (Fan et al.,, 2022). En otro estudio, la administracion oral de NAC como
complemento al letrozol en pacientes SOP, una condicién frecuentemente vinculada con SHO,
mostré que la NAC es un coadyuvante seguro y eficaz. Este tratamiento aumentd las tasas de

embarazo sin casos de SHO en el grupo tratado con NAC (Mostajeran et al., 2018).

Aunqgue estos estudios no se centran directamente en el SHO, sugieren que la NAC posee un
potencial significativo para mejorar los resultados reproductivos bajo condiciones de estrés oxidativo
y disfuncién ovarica. La aplicacién de NAC en el manejo del SHO podria ofrecer beneficios tedricos
para las pacientes, reduciendo el estrés oxidativo y mejorando la calidad ovdrica, lo cual, a su vez,

podria atenuar algunos factores contribuyentes al desarrollo del SHO.

Mecanismo de accidn de la NAC

Un antioxidante es definido como una sustancia capaz de prevenir o retardar el dafio celular inducido
por radicales libres. Estos compuestos ejercen su accién protectora mediante diversos mecanismos,
siendo los mas sobresalientes la transferencia de dtomos de hidrégeno (HAT), donde donan un
atomo de hidrégeno para neutralizar los radicales libres; la transferencia de electrones de un solo
electrén (SET), a través de la cual ceden un electrén a un radical libre; y la capacidad de actuar como
quelantes de metales de transicion, evitando asi la generacién de radicales libres mediada por
metales. Tales procesos son cruciales en la defensa contra el dafio celular provocado por radicales
libres (Santos-Sanchez et al., 2019). Ademas, la formacion de aditivos radicales, en el cual los
antioxidantes transfieren primero un protén y luego un electrén a los radicales libres, juegan un
papel importante en la estabilizacidon de estos ultimos, disminuyendo su reactividad (Markovié,

2016). La inhibicidn de la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitréogeno destaca la
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relevancia de los antioxidantes en el control de las vias de sefalizacién celular involucradas en los
procesos inflamatorios y oxidativos (Ilvanova et al., 2020).

La NAC se distingue por su amplio espectro de accidn terapéutica, que incluye desde la modulacidn
de la transmisién glutamatérgica hasta la neuroproteccién y la reduccién de la inflamacién, su
efectividad se atribuye a su influencia sobre las vias glutamatérgica, neurotréficas e inflamatorias,
los niveles del antioxidante glutatidn, la apoptosis y la funcidn mitocondrial, resaltando su potencial
en el manejo de diversas condiciones asociadas al estrés oxidativo y trastornos neuropsiquiatricos
(Berk et al., 2013). Actua eficazmente eliminando especies reactivas como el acido hipocloroso vy el
radical hidroxilo, lo que es esencial para la proteccién contra el estrés oxidativo y la prevencion del
dafio celular (Skvarc et al., 2017). Su papel como precursor del glutation es clave en la modulacidn
de las rutas neurotréficas e inflamatorias, subrayando su importancia en el tratamiento de
trastornos neuroldgicos (Bavarsad Shahripour et al., 2014). En situaciones de sobredosis de
acetaminofén, la NAC promueve la desintoxicacion al suministrar cisteina para la sintesis de glutation
y posiblemente al formar aductos con metabolitos téxicos, lo que facilita la desintoxicacidn y protege
contra el dafio hepatico (Skvarc et al., 2017). Su habilidad para inhibir la ferroptosis en casos de
accidentes cerebrovasculares, dirigirse a lipidos téxicos derivados de la lipooxigenasa y ofrecer
proteccién contra el accidente cerebrovascular hemorragico resalta su valor terapéutico
(Karuppagounder et al., 2018). Adicionalmente, investigaciones computacionales han validado su
accion antioxidante, demostrando su eficacia en la abstraccién del &tomo de hidrégeno del grupo
SH, lo que coincide con las observaciones experimentales sobre su mecanismo de accién (Agnihotri

& Mishra, 2009).

JUSTIFICACION

La elevacién de las ROS en mas de 100 patologias, incluyendo trastornos reproductivos como el SOP,
endometriosis e infertilidad, destaca la necesidad de explorar nuevas estrategias terapéuticas. En el
contexto del SOP, se observa no solo un incremento en las ROS sino también en el VEGF, elevando el
riesgo de desarrollar SHO, mientras que una menor expresion de RDA2 sugiere una posible similitud
en el aumento de ROS en el SHO. Esta interrelacion evidencia el papel modulador del sistema
dopaminérgico ovarico en la angiogénesis ovarica y sus alteraciones en patologias como el SHO y el
SOP. Aunque los agonistas de RDA2, como la cabergolina, ofrecen mejoria en el SHO, su ineficacia
en casos severos y los efectos secundarios gastrointestinales de opciones como la quinagolida,

subrayan la urgencia de abordajes terapéuticos innovadores. Por ello, este estudio propone
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administrar un antioxidante, con el fin de atenuar los sintomas del SHO, ofreciendo una via
prometedora hacia el tratamiento de este y otros trastornos reproductivos relacionados con el estrés

oxidativo.

HIPOTESIS

La desregulacion del estado dxido-reduccion en el ovario es un factor clave en el desarrollo del
sindrome de hiperestimulacién ovarica. Comparado con el efecto de un agonista dopaminérgico, el
empleo de un antioxidante no solo puede restaurar este balance, sino que también se espera que
neutralice de manera mas efectiva los impactos negativos generados por la elevada expresion de

VEGF en esta patologia.

OBIJETIVO GENERAL
Evaluar el estado dxido-reduccion en un modelo de sindrome de hiperestimulacién ovarica, explorar

la eficacia de un antioxidante en la prevencién del sindrome y contrastar sus efectos con los de un

agonista dopaminérgico.

Objetivos particulares
1. Realizar un andlisis in silico para investigar la interaccion entre dos distintos agonistas del

receptor RDA2 y su potencial interaccién con el VEGFR-2.

2. Determinar la condicidn del sistema dxido-reduccion utilizando un modelo animal del
sindrome de hiperestimulacién ovarica.

3. Analizar el impacto de un antioxidante en la manifestacién de los signos caracteristicos del
sindrome de hiperestimulacién ovdrica.

4. Comparar los efectos de un antioxidante y un agonista dopaminérgico de RDA2 en la

modulacion de los signos caracteristicos del sindrome de hiperestimulacidn ovarica.

METODOLOGIA

Andlisis in silico

Acoplamiento proteina-proteina

El protocolo de acoplamiento proteina-proteina se basa en la disposicién aleatoria de complejos en
el sitio de unidn, seguida de una minimizacién de energia tratando las estructuras como rigidas, y

culmina con la simulacién de los modelos mds prometedores considerando el espacio de torsién. En
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este estudio, se utilizaron las proteinas RDA2 en combinacidn con risperidona (PDB ID: 6CM4,
resolucién de rayos X: 2.87 A) y VEGFR-2 asociado con VEGF (PDB ID: 3V2A, resolucién de rayos X:

3.20 A). El procedimiento de acoplamiento se realizé utilizando el software HADDOCK.

Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular, también conocido como "docking", es una técnica clave para prever
como una molécula pequefia interactia con una proteina, facilitando la comprensidon del
comportamiento de los ligandos en el sitio de unién especifico de interés. Este proceso se divide en
dos fases principales: primero, se pronostica la conformacién, posicidon y orientacion del ligando;
segundo, se evalua su afinidad por el sitio de unidn, proporcionando asi una base para caracterizar

la interaccidn ligando-proteina.

Preparacion de las proteinas

Para este estudio, las proteinas seleccionadas se extrajeron de la base de datos Protein Data Bank
(rcsb.org), incluyendo el RDA2 en unién con risperidona (PDB ID: 6CM4, resoluciéon de rayos X: 2.87
A) y el RDA2 en complejo con la proteina Gi acoplada a bromocriptina (PDB ID: 7JVR, resolucién por
microscopia electrénica: 2.80 A). La preparacién de estas proteinas se realizé mediante el software
Chimera 1.16 (Pettersen et al., 2004), procediendo a la eliminacién de todos los componentes no
proteicos para aislar la estructura proteica pura. Seguidamente, se procedié a la adicién de
hidrégenos y la aplicacién de las cargas de Kollman utilizando AutodockTools 1.5.7 (Morris et al.,

2009).

Preparacion de los ligandos

Los ligandos seleccionados para el estudio, dopamina (CID: 681), cabergolina (CID: 54746) y
quinagolida (CID: 3086401), se obtuvieron de la base de datos PubChem
(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Para cada uno de los ligandos, se llevé a cabo una minimizacién de
estructura empleando el software Avogadro 1.2 (Hanwell et al., 2012). Posteriormente, se afadieron
hidrégenos y se calcularon las cargas de Gasteiger a través de AutodockTools 1.5.7, preparandolos

para el andlisis posterior.
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Docking

Para la identificacién y comparacién del sitio activo del RDA2 con lo reportado en la literatura, se
empleé el software ProteinsPlus, desarrollado por la Universidad de Hamburgo
(https://proteins.plus). Esta herramienta permitié posicionar de manera precisa la caja de
acoplamiento ("grid box"), asegurando la inclusion de aminodcidos clave como Aspl14, 1le184,
Ser193, Ser194, Ser197, Phe289 y Phe390. La ejecucion del docking molecular se llevé a cabo
utilizando una combinacidn de herramientas: AutoDock, AutoDock Vina y AutoDock Tools 1.5.7. Para
la visualizacion y analisis detallado de los resultados obtenidos a través de AutoDock Vina, se utilizé

el software Discovery Studio 2021, facilitando la interpretacion de las interacciones ligando-proteina.

Anadlisis in vivo

Modelo de SHO in vivo

Se utilizaron ratas hembra Wistar de 22 dias de edad, alojadas en un entorno con iluminacion
controlada (ciclos de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad) y con acceso ilimitado a agua y alimento

balanceado.

Protocolos de tratamiento hormonal

En este estudio se utilizaron ratas Wistar hembras inmaduras de 22 dias de edad. Las ratas fueron
clasificadas en tres grupos distintos. Los grupos y sus respectivos procedimientos se describen a
continuacion: (1) grupo intacto (n= 6) que recibid una inyeccidén de 10 unidades internacionales
(10Ul), de jeringa para insulina, de solucidn salina isotdnica al 0.9% (SSI 10 Ul) en los dias 24 y 26 de
vida a las 9:00 h. (2) grupo control (n= 6) administradas con gonadotropina coridnica equina (PMSG)
(Zoetis g-1196-421, México) (10 Ul) en el dia 24 de vida a las 9:00 h, seguido de una inyeccidn de
gonadotropina coridnica humana (hCG) (Sigma, C-0434, Alemania) 48 horas después (10 Ul) en el
dia 26 de vida a las 9:00 h. (3) grupo SHO (n= 96) inyecctadas con de PMSG (10 Ul) desde el dia 22
hasta el 25 de vida a las 9:00 h diariamente, seguido por una inyecciéon de hCG (10 Ul) en el dia 26
de vida a las 9:00 h (Fig. 10).
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Figura 10. Desarrollo del modelo del sindrome de hiperestimulacién ovarica en rata Wistar. Los grupos se dividieron en
dos grupos generales. 1) El grupo SHO recibird 10 IU de PMSG por cuatro dias consecutivos iniciando en el dia 22, al dia
26 recibird 30 IU de hCG; 2) el grupo control realizara la administracion de al dia 24 de 10 IU de PMSG y al dia 26 10 IU
de hCG. Created with BioRender.com

Técnica de la microinyeccion

Las ratas del grupo SHO fueron distribuidas en diferentes grupos de acuerdo con la dosificacién de
NAC (25 pg/kg, 50 pg/kg, 100 pg/kg y 200 pg/kg de peso corporal) o de cabergolina (100 pg/kg, 60
ug/kg, 40 ug/kgy 20 ug/kg) (Tabla 1). A las 24 horas de haber administrado la hCG, los animales se
sedaron con isoflurano. Posteriormente, se expuso la bursa ovdrica para la inyeccién de NAC o
cabergolina, segln correspondiese, utilizando una jeringa Hamilton. La microinyeccion se llevd a
cabo con una bomba de perfusidn a una velocidad de 2.12 ul/s, asegurando la infiltracién completa
de la solucién aproximada de 20 puL por ovario. Tras una pausa de 20 segundos para permitir la
absorcién del compuesto, se retird cuidadosamente la aguja del microinyector. En paralelo, el grupo
control recibié 20 ul de solucidn salina isotdnica en cada ovario mediante el mismo procedimiento.
Concluida la microinyeccién, se procedié a la limpieza del area quirdrgica con una solucidn
antiséptica de clorhexidina al 2%, reubicando el drgano dentro de la cavidad peritoneal. Las
incisiones se cerraron con sutura de seda y, como medida final, se aplicd solucién de sulfato de plata

en aerosol sobre la herida para favorecer la cicatrizacion.

Procedimiento post-Tratamiento y autopsia de los animales

Tras la administracién de los tratamientos correspondientes a cada grupo experimental, el sacrificio
de los animales se realiz6 48 horas después de la aplicacion de hCG. En el caso de aquellos sujetos a
quienes se les administré6 NAC o cabergolina, el sacrificio tuvo lugar 24 horas post-tratamiento.
Durante la autopsia, se recolectaron muestras de ovarios y plasma sanguineo para su posterior

analisis, registrando ademas el peso de los animales y de los ovarios extraidos.
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Tabla 1. Descripcidn de los grupos experimentales y tratamientos administrados. Se muestra el nimero de animales
utilizados en cada grupo. Se emplearon el suero de yegua prefiada (PMSG) y la hormona coridnica humana (hCG) para
los tratamientos hormonales, mientras que la cabergolina (Cb) y la N-acetilcisteina (NAC) se administraron el dia 28
por microinyeccién en la bursa ovarica.

Grupos Dia 22 al 25 de edad Dia 26 de edad Dia 27 de edad No. de animales
Intacto 10 UI SSI (dia 24) woulsst e 6
Control 10 Ul PMSG (dia 24) o0UlhcG e 12
SHO 10 Ul PMSG (diarios) 30UlhCG e 12
Cb20 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG Cabergolina 20 ug/kg 6
Cb40 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG Cabergolina 40 ug/kg 12
Cb60 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG Cabergolina 60 ug/kg 6
Cb100 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG Cabergolina 100 ug/kg 6
NAC25 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG N-acetilcisteina 25 ng/kg 12
NAC50 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG N-acetilcisteina 50 ng/kg 6
NAC100 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG N-acetilcisteina 100 ug/kg 6
NAC200 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG N-acetilcisteina 200 ug/kg 12
SSI 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG Solucidn salina isotdnica 12
SHAM 10 Ul PMSG (diarios) 30 Ul hCG Cirugia simulada 6

Total Inycceién subceutanea Microinyecceién

Evaluacion del peso corporal, masa ovdrica y masa uterina

Antes de la eutanasia, se registrd con precision el peso corporal de cada animal. Posteriormente, los
ovarios y el Utero fueron meticulosamente extirpados y pesados. La masa uterina se determind
inmediatamente después de la extirpacién. Los tejidos ovaricos derecho e izquierdo se pesaron por
separado utilizando una balanza analitica de precision y las mediciones se registraron. Para fines
analiticos, se calculd la masa media de los ovarios pareados y se utilizd en las evaluaciones

subsiguientes.

Evaluacion de la permeabilidad vascular

Para evaluar la permeabilidad vascular en los animales, se administré un volumen de 0.2 mL de
solucidn de azul de Evans (EB) a 5 mM por inyeccién en la vena de la cola. Transcurridos 30 minutos
desde la administracién, se procedié a llenar la cavidad peritoneal con 5 mL de solucién salina
isotdnica al 0.9%, realizando un masaje suave durante 30 segundos para facilitar la distribucidn. Acto
seguido, se extrajo cuidadosamente el fluido peritoneal, recogiéndolo en un tubo que contenia 0.05

mL de NaOH 1N para su procesamiento. Tras centrifugar a 900xg durante 12 minutos, se separo el
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sobrenadante. La concentracion de azul de Evans presente se determind mediante espectrometria

a 610 nm, y los resultados se expresaron en microgramos de EB por 100g de peso corporal.

Procesamiento de homogeneizados de tejido ovdrico

Los ovarios de cada grupo experimental fueron homogeneizados para la extraccién de proteinas
triturdndolos en nitrégeno liquido con mortero y pistilo. A continuacién, se suspendieron en solucidn
salina tamponada con fosfato (PBS) y la mezcla se centrifugd a 4 °C durante 45 minutos a 12,000 x
g. El sobrenadante se recogié cuidadosamente y el pellet resultante se descarté. Las concentraciones
de proteinas en el sobrenadante se determinaron utilizando el ensayo de proteinas de Bradford (Bio-

Rad, Hercules, CA, EE. UU.), siguiendo el protocolo del fabricante.

Cuantificacion de lipoperoxidacion: MDA y 4HDA

La concentracion de malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA) se midié utilizando el
método de Gerard-Monnier. A 100 pL del sobrenadante ovarico se afadieron 650 uL de solucién 1
(N-metil-2-fenilindol, 10.3 mM en acetonitrilo y metanol), 100 pL de agua destilada y 150 uL de acido
metanosulfénico. Tras homogeneizar y una incubacién de una hora a 45°C en bafio maria, las
muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 15 minutos. La absorbancia se leyd en un
espectrofotometro a 586 nm, calculando las concentraciones de MDA y 4-HDA mediante
interpolacién en una curva estandar de MDA (1,1,3,3-tetrametoxipropano, de 0.5 a 5 uM)

establecida en cada ensayo.

Cuantificacion de nitritos

La estimacién de la produccion de oxido nitrico se basé en la medicién de nitritos (NO2) en los
sobrenadantes ovaricos, empleando el método de Griess. El reactivo de Griess, compuesto por
volimenes iguales de dihidrocloruro de N-1-naftiletilendiamino (0.1% en agua destilada) vy
sulfanilamida (1.32% en 4acido acético glacial al 60%) se afiadié a las muestras. La absorbancia se
determind a 540 nm en un espectrofotémetro (Biorad SmartSpect 3000). Las concentraciones de
nitritos se calcularon interpolando los valores de absorbancia en una curva estandar de NaNO; (de

0.5 a 10 uM), que se establecio de forma paralela en cada andlisis.
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Histologia ovdrica y conteo de foliculos

Las muestras de ovario se fijaron inmediatamente en solucidn de Bouin para preservar la morfologia
del tejido, se deshidrataron secuencialmente y luego se incluyeron en parafina. Se prepararon
secciones de 10 um de grosor y se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) para la visualizacion
estructural. Las secciones tefiidas se examinaron bajo un microscopio de luz equipado con una
camara digital a 10x. Los foliculos se enumeraron y categorizaron en tres tipos seguin su etapa de
desarrollo: preantrales (PFs), antrales (AFs) y preovulatorios (POs). También se contaron los cuerpos
luteos (CLs) en cada seccién. Toda la seccidon se examiné de manera metddica para contar estas
estructuras ovaricas, y los resultados se expresaron como el porcentaje de cada tipo en relacidn con
el niUmero total de estructuras ovaricas identificadas, con la suma de todas las estructuras definidas
como el 100%.

Medicion de la concentracion de VEGF-A en suero

La cuantificacién de la concentracion de VEGF-A en suero se llevd a cabo mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) tipo Sandwich, especificamente disefiado para detectar
VEGF-A de rata (Sigma RAB0511, EE. UU.). Previo al andlisis, se prepararon las muestras de suero
siguiendo estrictamente el protocolo proporcionado por el fabricante. Se afiadieron 100 pL de cada
estandar y muestra a los pozos designados, seguido de una incubacion de 2.5 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, los pozos fueron lavados cuidadosamente en cuatro ocasiones con
solucion de lavado 1X. A continuacion, se introdujeron 100 pL del anticuerpo de deteccién ya
preparado en cada pozo, y estos se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente, con una
agitacién suave para asegurar una distribucion uniforme del anticuerpo. Después de esta etapa, se
procedid a un nuevo ciclo de lavado, repitiendo el proceso anterior cuatro veces para eliminar
cualquier residuo que pudiera interferir en los resultados. Seguidamente, se afiadieron 100 pL de la
solucidn de Estreptavidina previamente preparada a cada uno de los pozos, incubandolos por 45
minutos bajo las mismas condiciones de temperatura y agitacién mencionadas.

Tras completar esta incubacion, se llevd a cabo otro ciclo de lavado, también cuatro veces, para
preparar los pozos para la adicidon del siguiente reactivo. Se distribuyeron 100 pL del reactivo de
sustrato TMB en cada pozo, procediendo a una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente
en la oscuridad, manteniendo una agitacion suave. Este paso es crucial para el desarrollo de la sefial.
Finalmente, se agregaron 50 uL de la solucidon de paro a cada pozo, y la absorbancia fue leida

inmediatamente a 450 nm. El ensayo presenta un limite de deteccidn que inicia en 2 pg/mLy una

56



curva estandar que abarca de 2 a 200 pg/mL. Los resultados, expresados en picogramos por mililitro
(pg/mL), se obtuvieron a partir de mediciones realizadas por duplicado, siguiendo las

recomendaciones del manual del kit.

Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + SEM. El andlisis de datos se realizé utilizando el
software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, EE. UU.). Para los datos con distribucién normal,
la significancia estadistica se determind utilizando la prueba ANOVA, seguida de la prueba de

comparacioén de Tukey. Un valor de p <0.05 se considerd como indicativo de significancia estadistica.

RESULTADOS

Estudio in silico

Interaccion entre el RDA2 y el VEGFR-2

El analisis entre las subunidades de la estructura resultante del acoplamiento (Fig 11) se realizd con
ayuda del servidor PISA (Krissinel & Henrick, 2007). Fue calculado el 4rea de interfase, la energia
libre de interaccidn entre las dos subunidades y su valor P, el nimero de puentes de hidrégeno y de

puentes salinos. No se observaron puentes disulfuro.

Figura 11. Representacion del acoplamiento del RDA2 con el VEGR2, se observa en azul al RDA2 y en rojo al VEGFR-2.
Chimera 1.16.

La interfase mostrada entre ambos receptores corresponde a un area de 1098.5 A2, la cual
pertenece a la interaccion entre 36 residuos del RDA2 y 34 del VEGFR-2, el valor de P fue de 0.408,
este valor representa que tan usual es la presencia de dicha interfase, valores menores a 0.5

corresponden a interfases frecuentes (Tabla 2), como la presente en la estructura.
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Tabla 2. Propiedades de la interfase en el modelo de la estructura formada por los dos receptores RDA2-VEGFR-2.

Interfaz No. Area (A?) AG (Kcal/mol) AG P-Value No. Puentes No. Puentes
residuos de hidrégeno salinos
A/B (RDA2-VEGFR- 36/34 1098.5 -15.1 0.408 2 4
2)

La interfase analizada mostré la presencia de 2 puentes de hidrogeno en la posicién 151y 199 del
RDA2 con el residuo 107 y 41 del VEGFR-2, ademds de 4 puentes salinos ubicados en el residuo
151 y 398 con el residuo 107, 257 y 44 del VEGFR-2 (Tabla 3).

Tabla 3. Residuos de la interfase que forman puentes de hidrégeno o puentes salinos.

Tipo de puente Residuo del RDA2 Distancia (A) Residuo del VEGFR-2
Hidrégeno ARG 151 2.01 LYS 107

TYR 199 1.47 ASP 41
Salino ARG 151 2.90 LYS 107

HIS 398 3.16 ASP 257

HIS 398 2.90 ASP 257

HIS 398 2.85 GLU 44

Acoplamiento molecular entre dos agonistas dopaminérgicos y dopamina con el RDA2

En el andlisis del acoplamiento se tomaron en cuenta los resultados mostrados por AutoDock y
AutoDock Vina, en ambos casos se llevd a cabo el andlisis de las interacciones entre ambos agonistas
y dopamina con el RDA2 sélo, el RDA2 acoplado a la proteina Gi y a la estructura resultante del
acoplamiento proteina-proteina entre el RDA2 y el VEGFR-2. Posteriormente identificamos todos los
residuos que poseian alguna interaccion, se determind la distancia y la energia de cada interaccién.
La literatura reporta como residuos importantes para la unién y activacién de dopamina a la Asp114
en TM3, asi como a la serina 193, 194 y 197 en TM5 (Yin, et al., 2020). Los resultados del
acoplamiento en ambas estructuras, con o sin proteina Gi, mostraron un puente de hidrégeno
presente en la Asp114, los demas residuos variaron, pero en la estructura acoplado a la proteina Gi,
un residuo presente, la Phe390, se ha reportado como indispensable para la uniéon de agonistas
dopaminérgicos como la bromocriptina, la cual es una agonista derivada de la ergolina como lo es
también la cabergolina (Yin, et al., 2020) (Fig. 12).

En el caso de la cabergolina, se encontré el residuo Asp114 formando diferentes interacciones en las
tres estructuras estudiadas, mientras que la Phe389 aparece acoplado al RDA2 sin importar la
presencia de la proteina Gi, residuo antes reportado para el reconocimiento de otro agonista
derivado de la ergolina, la bromocriptina. Por otra parte, en la estructura formado por RDA2-VEGFR-
2 se muestra el residuo lle184 del TM7, la cual ha sido reportada para ligandos triciclos que se

acoplan al RDA2 (Fig. 13).
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Figura 12. Interacciones de dopamina con el RDA2 sélo (a), con el RDA2 acoplado a la proteina Gi (b) y con la estructura
formada del acoplamiento proteina-proteina del RDA2 con el VEGFR-2 (c). los diferentes tipos de enlaces en las
estructuras de las proteinas se distinguen por colores especificos: el verde indica enlaces de hidrégeno convencionales,
el magenta representa los enlaces Pi-Pi T-shaped, el naranja muestra los enlaces Pi-Alkyl, y el amarillo simboliza las
interacciones de van der Waals. Las interacciones fueron visualizadas con DiscoveryStudio 2021.
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Para la quinagolida, los residuos encontrados fueron especialmente variables segun la estructura, la
Phe389 y Val91 se conservan en todas las estructuras. En presencia de la proteina G, se muestran 2
puentes de hidrégeno entre la Asp114 y Thrd12, los cuales se pierden en la ultima estructura. (Fig.
14). AutoDock cuantifica y evalua la energia libre resultante de la interaccidn proteina ligando
mediante el algoritmo genético Lamarckiano. Mientras que, AutoGrid, ejecuta un precalculo de las
afinidades atémicas y establece las condiciones del acoplamiento molecular. Este programa
proporciona informacidn sobre la energia de unién, la eficacia del ligando, la constante de inhibicidon
y la energia intramolecular para distintas conformaciones, normalmente 10. Los parametros fueron
analizados estadisticamente para las distintas conformaciones del RDA2 acoplado a la proteina Gi
con los tres ligandos. La energia de unién cuantifica la afinidad del complejo ligando-proteina, una
variacién negativa de la energia de Gibbs significa una mayor estabilidad del complejo proteina-
ligando. Dopamina presenta diferencias significativas respecto a los agonistas del RDA2, la
estabilidad en la formacion del complejo proteina-ligando es mas favorable para los agonistas que
para la dopamina (Tabla 4). La energia intermolecular es la energia entre los &tomos en diferentes
moléculas. Otra vez, dopamina muestra diferencias significativas respecto a los dos agonistas RDA2.
Siendo menos favorable comparado a los otros ligandos. En cuanto a la energia de solvatacion, esta
hace referencia a la pérdida de energia electrostatica y/o Van de Waals dentro de la interaccién entre
el ligando o la proteina. Los cambios presentes en la energia de solvatacidn entres los tres ligandos

muestran que la interaccién con la proteina es distinta en todos los casos (Tabla 4).

Tabla 4. Parametros del resultado del acoplamiento por AutoDock de los tres ligandos al RDA2 acoplado a la proteina
Gi.

Ligando Energia de union  Eficacia del Constante de Energia Energia de
ligando inhibicién (uM) intramolecular solvatacion
Dopamina -6.17 £ 0.08*** -0.55 + 0.004*** 34.26 +2.74*** -7.59 + 0,05%** -5.46 + 0.9%**
Cabergolina -8.72+£0.15 -0.31 £ 0.005 0,52+0.11 -11.04 £0.18* -10.35+0.9*
Quinagolida -8.22+0.18 -0.30 £ 0.006 1,37 +0.35 -10.42 £0.19 -9.92+0.14

Media = SEM ***P<0.001 comparado con cabergolina y quinagolida, *P<0.005 comparado con quinagolida.; ANOVA
de una via seguida de prueba de Tukey.
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La constante de inhibicién nos permite estimar la afinidad del ligando a la proteina, entre mayor el
resultado es menos afin. Una vez mds dopamina exhibe cambios significativos respecto a los dos

agonistas, los agonistas se unen con mayor afinidad al receptor RDA2 (Tabla 4).

Estudio in vivo

Validacion del modelo in vivo del SHO

En este estudio, se establecié con éxito un modelo del SHO, como lo demuestran los aumentos
significativos en marcadores fisioldgicos como el peso corporal (SHO: 68.0 + 1.7 vs control: 54.2 +
5.1 gramos; p<0.05, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey), el peso ovarico (SHO:
289.8+25.1 vs control: 92.8 + 11.7 mg/100 g de peso corporal; p<0.001, ANOVA de una via seguida
de prueba de Tukey), el peso uterino (SHO: 286.8 + 21.2 vs control: 210.9 + 6.1 mg/100 g de peso
corporal; p<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey) (Fig. 15), la permeabilidad
vascular abdominal (SHO: 10.8 + 0.4 vs control: 2.7 + 0.2 ug EB/100 g de peso corporal; p<0.001,
ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey) (Fig. 16b). Ademas, se observé un aumento marcado
en los niveles de VEGF-A (SHO: 150.4 + 20.7 vs control: 68.6 + 16.8 pg/mL; p<0.01, ANOVA de una
via seguida de prueba de Tukey) (Fig. 16a), confirmando la validez del modelo.

En comparacion con el grupo intacto, que no recibié estimulaciéon de gonadotropinas, el grupo
control exhibié aumentos sustanciales en los pesos relativos del ovario (control: 92.8 + 11.7 vs
intacto: 18.9 + 1.5 mg/100 g de peso corporal; p<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de
Tukey) y del utero (control: 210.9 * 6.1 vs intacto: 107.9 + 3.3 mg/100 g de peso corporal; p<0.001,
ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey) (Fig. 15). Sin embargo, estas alteraciones no
estuvieron acompafiadas por cambios en la concentraciéon de VEGF-A (control: 68.6 + 16.8 vs intacto:
43.8 £ 0.1 pg/mL; p<0.01, ns) (Fig. 16a) o en la permeabilidad vascular (control: 2.7 £ 0.2 vs intacto:
2.7 £0.4 ug EB/100 g de peso corporal; ns) (Fig. 16b), lo que afirma el papel del grupo control como
una linea base consistente para la comparacion. La ausencia de cambios en el grupo intacto confirma

la especificidad del método de induccién de SHO.
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Figura 15. Validacion del modelo de SHO a través de marcadores fisioldgicos clave. Los animales con SHO mostraron
aumentos significativos en el peso corporal (a), peso del ovario (b) y peso del utero (c), en comparacién con el grupo
control. El grupo control también mostré un aumento en el peso del ovario y del Gtero en comparacion con el grupo
intacto. (n=6) )Media * SEM, *P<0.05, **P<0.01y ***P<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey.

Marcadores de estrés oxidativo incrementados asociados con el SHO

En nuestro estudio, observamos cambios bioquimicos significativos en ratas afectadas por el SHO.
Especificamente, el grupo con SHO mostré un aumento estadisticamente significativo en los niveles
de lipoperoxidacién comparado tanto con los grupos intacto como con el de control Utero (SHO: 0.52
+0.01 vs control: 0.35 + 0.3; p<0.01 y vs intacto: 0.29 * 0.3 uM/mg de proteina; p<0.001, ANOVA de
una via seguida de prueba de Tukey) (Fig. 16c). Asimismo, las concentraciones de nitritos fueron
particularmente elevadas en el grupo con SHO en comparacién con los grupos intacto y control (SHO:
0.61 £ 0.05 vs control: 0.22 + 0.2 y vs intacto: 0.33 + 0.04 uM/mg de proteina; p<0.001, ANOVA de
una via seguida de prueba de Tukey) (Fig. 16d). Aunque hubo diferencias en el peso ovarico entre
los grupos (Fig. 15b), una comparacion directa de los grupos de control e intacto no mostré cambios

significativos en los niveles de lipoperoxidacion (control: 0.35 + 0.3 vs intacto: 0.29 + 0.3 uM/mg de
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proteina; ns) (Fig. 16c) y nitritos (control: 0.22 + 0.2 vs intacto: 0.33 + 0.04 uM/mg de proteina; ns)

(Fig. 16d), sugiriendo que estas perturbaciones bioquimicas estaban primordialmente asociadas con

el SHO.
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Figura 16. Analisis comparativo de biomarcadores en modelos de SHO. (a) Niveles de VEGF-A en suero: Se registran
aumentos significativos en modelos SHO frente a los controles e intactos. (b) Permeabilidad vascular: Mayor en SHO,
en comparacion con los otros grupos. (c) Lipoperoxidacion: Los modelos SHO muestran una elevacion notoria respecto
a los controles e intactos. (d) Niveles de nitritos: También elevados en SHO comparado con los grupos control e intacto.
(n=6)) Media + SEM, *P<0.05, **P<0.01y ***P<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey.

El SHO produce cambios en la distribucion de la poblacion folicular y de cuerpos liteos

El impacto del SHO en la morfologia ovarica fue evaluado en el modelo de rata utilizando la técnica
de tincién HE en secciones de tejido ovarico para enumerar foliculos en varias etapas de desarrollo.
Nuestro analisis indicé una reduccién significativa en el nimero de foliculos preantrales (PFs) (SHO:
21.6 £ 0.8 vs control: 28.3 + 1.1 % de PFs; p<0.05, t de student) y foliculos antrales (AFs) (SHO: 28.2
+ 1.6 vs control: 42.3 £ 2.8 % de AFs; p<0.01, t de student) en el grupo SHO en comparacidn con el
grupo de control. Por el contrario, el grupo SHO exhibié un mayor nimero de estructuras de cuerpos

luteos (CLs) (SHO: 40.9 + 1.5 vs control: 12.1 + 0.8 % de CLs; p<0.001, t de student) (Fig. 17).
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Estos hallazgos destacan las alteraciones sustanciales en la estructura del tejido ovarico atribuibles

al SHO, sugiriendo una posible interrupcién en la foliculogénesis normal debido a la condicién.
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Figura 17. Dindmica folicular de animales con SHO en comparacion con el grupo control. En el grupo con SHO, hubo una
reduccion significativa en el porcentaje de foliculos preantrales y antrales, junto con un aumento en el porcentaje de
cuerpo luteo en comparacion con el grupo control. Grupos experimentales: CL (cuerpo luteo), AF (foliculo antral), PF
(foliculo preantral) y PO (foliculo preovulatorio). (n=6) Media £ SEM, *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001, t de student.

La cabergolina y la NAC reducen la permeabilidad vascular de manera dosis dependiente a
través de la disminucion de VEGF-A

La administracién de cabergolina causé una reduccion significativa en la permeabilidad vascular a
una dosis de 40 pg/kg de peso corporal (CB 40ug/kg: 4.1 £ 0.6 vs SSI: 10.3 + 0.8 y vs SHAM: 11.2 +
1.0 pug EB/100 g de peso corporal; p<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey), con
reducciones adicionales observadas a 60 pg/kg (CB60 pg/kg: 5.4 + 0.7 vs SSI: 10.3 + 0.8 y vs SHAM:
11.2 £ 1.0 pg EB/100 g de peso corporal; p<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey)y
100 pg/kg (CB 100ug/kg: 3.4 £ 0.3 vs SSI: 10.3 £ 0.8 y vs SHAM: 11.2 + 1.0 ug EB/100 g de peso
corporal; p<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey), en comparacién con los grupos
SSly SHAM (Fig. 18a). Esta reduccion estuvo asociada con una disminucidn en los niveles séricos de
VEGF-A (CB 40 pg/kg: 24.8 £ 9.8 vs SSI: 175.3 + 23.5 pg/mL; p<0.001, ANOVA de una via seguida de
prueba de Tukey) (Fig. 19a).

La NAC, a partir de una dosis de 25 ug/kg (NAC 25ug/kg: 3.1 £ 0.3 vs SSI: 10.3 + 0.8 y vs SHAM: 11.2
+ 1.0 pug EB/100 g de peso corporal; p<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey),
también condujo a una disminucién marcada en la permeabilidad vascular, un efecto que se
mantuvo con una concentracién de 50 ug/kg (NAC 50ug/kg: 5.4 + 1.3 vs SSI: 10.3 £ 0.8; p<0.01, y vs
SHAM: 11.2 + 1.0 ug EB/100 g de peso corporal; p<0.05, ANOVA de una via seguida de prueba de
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Tukey) en comparacidn con los grupos SSI y SHAM. Sin embargo, en concentraciones de 100 pg/kg
(NAC 100pg/kg: 7.2 £+ 1.5 vs SSI: 10.3 £ 0.8 y vs SHAM: 11.2 + 1.0 pug EB/100 g de peso corporal; ns)
y 200 pg/kg (NAC 200ug/kg: 10.7 £ 0.7 vs SSI: 10.3 £ 0.8 y vs SHAM: 11.2 + 1.0 ug EB/100 g de peso

corporal; ns), no se observé un efecto significativo sobre la permeabilidad vascular (Fig. 18b).

De manera similar, mientras que la concentracion de 25 pg/kg (NAC 25ug/kg: 81.5 £ 11.8 vs SSl:
150.4 +£20.7 pg/mL; p<0.01, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey) redujo los niveles séricos
de VEGF-A, la concentracion mas alta probada (NAC 200ug/kg: 122.7 + 15.4 vs SSI: 150.4 + 20.7
pg/mL; ns) no produjo cambios significativos (Fig. 19a). Tampoco se observaron diferencias
significativas en la permeabilidad vascular (SHO: 10.8 £ 0.4 vs SSI: 10.3 £ 0.8 y vs SHAM: 11.23 £ 1.0
ug EB/100 g de peso corporal; ns) (Fig. 18a) o los niveles de VEGF-A (SHO: 150.4 + 20.7 vs SSI: 150.4
+20.7 pg/mL; ns) entre los grupos SHO, SSI y SHAM (Fig. 19a).
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Figura 18. Efecto diferencial de la cabergolina (CB) y la N-acetilcisteina (NAC) en la permeabilidad vascular asociada al
SHO: (a) La cabergolina logré una reduccidn significativa de la permeabilidad vascular ovarica comenzando con dosis
de 40 pg/kg en comparacion con el grupo que recibio solucidn salina isotdnica (SSI). (b) La N-acetil-L-cisteina demostro
ser eficaz en la disminucién de la permeabilidad vascular especialmente en las dosis mas bajas examinadas. (n=6) Media
+ SEM, *P<0.05, **P<0.01y ***P<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey.
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La NAC atenua las alteraciones inducidas por el SHO sobre los pardmetros ovdricos y uterinos en
contrastante al agonista dopaminérgico

El tratamiento con NAC redujo significativa el peso ovarico a dosis de 25 pg/kg (NAC 25ug/kg: 261.7
+ 19.7 vs SSI: 367.2 + 15.6; p<0.05, y vs SHAM: 408.8 + 31.8 mg/100 g de peso corporal; p<0.001,
ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey) y 50 ug/kg de peso corporal (NAC 50ug/kg: 280.3 +
22.9vs SHAM: 408.8 £ 31.8 mg/100 g de peso corporal; p<0.01, ANOVA de una via seguida de prueba
de Tukey), en comparacién con la inyeccidn de solucion salina SSI y los grupos SHAM (Fig. 20). Una
reduccidn significativa similar en el peso uterino también se observo en las dosis de 25 pg/kg (NAC
25pg/kg: 224.6 + 17.4 vs SSI: 306.9 8.7 y vs SHAM: 318.9 + 11.4 mg/100 g de peso corporal; p<0.01,
ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey) y 50 ug/kg de peso (NAC 50ug/kg: 218.7 + 27.8 vs
SSI: 306.9 + 8.7; p<0.05, y vs SHAM: 318.9 + 11.4 mg/100 g de peso corporal; p<0.01, ANOVA de una

via seguida de prueba de Tukey) (Fig. 21).
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Figura 19. Efectos de la administracién local de N-acetilcisteina (NAC) sobre la concentracion de VEGF-A y la morfologia
ovdrica en ratas afectadas por SHO: (a) El tratamiento con NAC condujo a una disminuciéon de los niveles de VEGF-A,
con reducciones similares a las observadas con la administracion de CB, especialmente en la concentracion mas baja
administrada. (b) En cuanto a la distribucidn de foliculos o cuerpos luteos (CL), el tratamiento antioxidante incrementé
los porcentajes de foliculos antrales (AF) en comparacién con el grupo tratado con solucién salina SSI, mientras que los
porcentajes de CL experimentaron una disminucion significativa. (n=6) Media + SEM, *P<0.05, **P<0.01y ***P<0.001,
ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey.
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Por el contrario, el agonista dopaminérgico no demostré un efecto significativo en el peso ovarico
kg (CB 40ug/kg: 344.7 +25.5vs SSI: 367.2 + 15.6 y vs SHAM: 408.8 + 31.8 mg/100 g de peso corporal;
ns) (Fig. 18b) o uterino (CB 40ug/kg: 311.8 £21.8 vs SSI: 306.9 + 8.7 y vs SHAM: 318.9 + 11.4 mg/100

g de peso corporal; p<0.01, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey) (Fig. 19b).
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Figura 20. Impacto diferencial de la cabergolina (CB) (a) y la N-acetil-L-cisteina (NAC) (b) en el peso ovarico inducido por
SHO en un Modelo de Rata con SHO. La NAC en dosis bajas disminuyé el peso ovérico en comparacién con el grupo que
recibié soluciéon salina isotdnica (SSI), a diferencia de la CB, que no mostré efecto. (n=6) Media + SEM, *P<0.05,
**p<0.01y ***P<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey.

Adicionalmente, la administracion de NAC a una dosis de 25 pg/kg estuvo asociada con un
aumento en la proporcion de AFs (NAC 25ug/kg: 40.7 + 1.4 vs SSI: 26.0 + 1.4 % de AFs; p<0.001,
ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey) y un porcentaje disminuido de CLs (NAC 25pg/kg:
23.4£1.5vsSSI: 38.1 £ 0.6 % de CLs; p<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey) en
comparacién con el grupo SSI (Fig. 19b). Sin embargo, estas tendencias no se observaron en dosis
mas altas del antioxidante. Por el contrario, el agonista dopaminérgico no demostrd un efecto

significativo en la morfologia de estas estructuras ovaricas, en la proporcién de AFs (CB 40ug/kg:



28.8 + 1.4 vs SSI: 26.0 + 1.4 % de AFs; p<0.001, ns) ni en la de CLs (CB 40ug/kg: 42.5 + 1.5 vs SSI:
38.11 0.6 % de CLs; ns) (Fig. 20b).
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Figura 21. Impacto diferencial de la cabergolina (CB) (a) y la N-acetilcisteina (NAC) (b) en el peso del utero inducido por
SHO en un Modelo de Rata con SHO. La NAC en dosis bajas disminuyd el peso uterino en comparacion con el grupo que
recibié soluciéon salina isotdnica (SSI), a diferencia de la CB, que no mostré efecto. (n=6) Media + SEM, *P<0.05,
**p<0.01y ***P<0.001, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey.

Altas dosis de NAC mitigan la lipoperoxidacion y los niveles de NO, exhibiendo efectos
contrastantes en comparacion con la cabergolina

La administracion de NAC a una dosis de 200 ug/kg de peso corporal atenud significativamente la
lipoperoxidacion (NAC 200ug/kg: 0.21 *+ 0.01 vs SSI: 0.35 + 0.07; p<0.01, y vs SHAM: 0.32 + 0.02
UM/mg de proteina; p<0.05, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey). Por el contrario, dosis
mas bajas no produjeron efectos significativos. Los niveles de éxido nitrico, inferidos a partir de la
formacidn de nitrito, también se redujeron significativamente en dosis que comienzan en 100 pg/kg

de peso corporal (NAC 200ug/kg: 0.64 + 0.05 vs SSI: 1.53 + 0.28 uM/mg de proteina; p<0.05, ANOVA
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de una via seguida de prueba de Tukey), con la disminucién sostenida en la dosis de 200 ug/kg de
peso corporal (NAC 200ug/kg: 0.61 + 0.09 vs SSI: 1.53 + 0.28 uM/mg de proteina; p<0.05, ANOVA de
una via seguida de prueba de Tukey) comparados con el grupo SSI. No se observaron cambios
significativos en la lipoperoxidacion en las dosis mas bajas de 25 pg/kg (NAC 25ug/kg: 0.34 £ 0.02 vs
SSI: 0.35 £ 0.07; ns) y 50 pg/kg de peso corporal (NAC 50ug/kg: 0.31 £ 0.03 vs SSI: 0.35 £ 0.07; ns) o
en los niveles de nitritos a las mismas dosis, 25 pg/kg (NAC 25ug/kg: 1.23 £ 0.23 vs SSI: 1.53 + 0.28
uM/mg de proteina; ns) y 50 pug/kg de peso corporal (NAC 50ug/kg: 0.97 + 0.07 vs SSI: 1.53 + 0.28
uM/mg de proteina; ns), indicando una relacién dosis-respuesta. Mientras tanto, la cabergolina no
mostré un efecto significativo en la lipoperoxidacion (CB 40pg/kg: 0.32 +0.05 vs SSI: 0.35 + 0.07; ns)
o los niveles de dxido nitrico en ninguna de las concentraciones probadas (CB 40ug/kg: 0.88 + 0.31

vs SSI: 1.53 + 0.28 pM/mg de proteina; ns) (Fig. 22).
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Figura 22. Efectos de la administracion local de N-acetil-L-cisteina sobre la lipoperoxidacion (a) y los niveles de dxido
nitrico (b) en ratas con SHO. (a) Se registré una disminucion significativa en los marcadores de lipoperoxidacién,
especificamente MDA + 4HDA, en la concentracion mas alta del antioxidante administrada, en comparacién con los
grupos SSI'y SHAM. (b) Adicionalmente, se observé una reduccion en los niveles de dxido nitrico a partir de una dosis
de 100 pg/kg frente al grupo SSI. (n=6) Media + SEM, *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001, ANOVA de una via seguida de
prueba de Tukey.
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DISCUSION

Estudio in silico

La investigacion in silico de las dindmicas interaccion entre RDA2 y VEGFR-2, complementada por
analisis de acoplamiento molecular de agonistas especificos del RDA2, ha desvelado las
complejidades inherentes a las interacciones receptor-ligando. Estas tienen importantes
consecuencias para el desarrollo de terapias especificas. Se ha identificado una interfaz clave entre
RDA2 y VEGFR-2, caracterizada por la formacién de puentes de hidrégeno y puentes salinos, pero
notablemente ausente de puentes disulfuro. Esto indica una interaccién especifica y funcionalmente
relevante que es crucial para la sefializacidn y la regulacion de procesos bioldgicos mediados por
estos receptores (Sinha et al., 2009). La especificidad de estas interacciones indica que la estabilidad
de la interaccion depende de fuerzas no covalentes, evidenciada por la ausencia de puentes

disulfuro, lo cual es clave para la modulacién de la actividad del receptor.

El empleo de herramientas computacionales, como AutoDock y AutoDock Vina, ha permitido una
exploracion detallada de los residuos esenciales en la unién y activaciéon del RDA2 por agonistas,
incluidos la dopamina, la cabergolina y la quinagolida. Residuos como Asp114 y Phe390 han sido
identificados como criticos para la afinidad y especificidad del ligando, confirmando estudios
anteriores (Di Stasi et al., 2019) y resaltando la importancia de las interacciones precisas en el disefio

de farmacos que modulen con exactitud la actividad del RDA2.

La comparacion entre la dopamina y otros agonistas del RDA2 ha demostrado diferencias
significativas en la energia de unidn, eficacia del ligando y constantes de inhibicién, donde los
agonistas cabergolina y quinagolida exhiben mayor afinidad y estabilidad en la formacion del
complejo receptor-ligando que la dopamina natural. Esto enfatiza el potencial de los agonistas del
RDA2 en el desarrollo de enfoques terapéuticos que requieren una modulacién exacta de la actividad
del RDA2. Se ha observado experimentalmente que el receptor RDA2 colocaliza con VEGFR-2 en
células endoteliales, y muestra una interaccién reducida con la proteina tirosina fosfatasa con
dominios SH2 (SHP-2) (Sinha et al., 2009). Sumado a lo anterior, la administracién de VEGF reduce la
colocalizacién RDA2-VEGFR-2, mientras que la dopamina incrementa la colocalizacién de SHP-2 con
RDA2, lo que lleva a un aumento en la fosforilacion de SHP-2. Este proceso esta vinculado al
incremento de la actividad fosfatasa de SHP-2, especificamente inhibiendo VEGFR-2 al actuar sobre

las tirosinas Y951, Y996 e Y1059, sin influir en Y1175 (Sinha et al., 2009). Estos resultados sugieren
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una compleja interaccién entre RDA2, VEGFR-2, y SHP2, que varia con la presencia de dopamina o

VEGF, afectando la funcion de VEGFR-2.

La heterodimerizacion de VEGFR-2 con otros receptores de la misma familia, como VEGFR-1 o
VEGFR-3, es vital para la regulacién de la funcién receptora y la homeostasis celular, dependiendo
del ligando especifico presente (Cai et al., 2017; Cudmore et al., 2012; Di Stasi et al., 2019). Este
panorama complejo de interacciones no solo resalta la importancia de la colocalizacién y
fosforilacion en la regulacion de las funciones del receptor, sino que también expone la compleja red
de sefializacién celular implicada en la homeostasis endotelial, presentando un potencial

significativo como blanco en el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

Este estudio aporta evidencia valiosa sobre la importancia de la especificidad molecular en la unidn
al RDA2 y destaca el potencial de los agonistas del RDA2 para mejorar las terapias existentes,
proporcionando una base sélida para el desarrollo futuro de farmacos mds eficaces y especificos. La
manipulacion selectiva de estas interacciones ofrece enfoques novedosos para tratar enfermedades
relacionadas con la disfuncidn de estos receptores o sus vias de sefializacidén asociadas, enfatizando

el potencial terapéutico de la interaccién especifica entre RDA2 y VEGFR-2.

Estudio in vivo

El modelo de SHO en ratas utilizado en nuestro estudio replicé las condiciones definidas por
metodologias establecidas por otros autores (Ferrero et al., 2014). Este modelo se caracteriza por
niveles elevados de VEGF-A y un aumento en la permeabilidad vascular. Concomitantemente con
estos cambios se observan aumentos en el peso corporal, uterino y ovarico (Elia et al., 2013). El
grupo de control recibié gonadotropinas en dosis mas bajas, consistentes con las dosis en estudios
comparativos (Zhai et al., 2017). Al examinar, el grupo de control mostré un aumento en los pesos
ovarico y uterino en comparacion con el grupo intacto (Ferrero et al., 2014; Gémez et al., 2003). En
particular, el grupo de control no mostré un aumento correspondiente en la permeabilidad vascular,
VEGF-A, niveles de dxido nitrico o lipoperoxidacion, estableciéndolo como una linea base apropiada

para comparacién.

En el modelo inducido por SHO, observamos un marcado aumento en los niveles de dxido nitrico,
evidenciado por el aumento en iones de nitrito. El aumento observado en la permeabilidad vascular
en el SHO esta relacionado con la regulacion al alza de VEGF-A y la activacion de su receptor, VEGFR-
2 (Ferrero et al., 2014). En el VEGFR-2 humano, la fosforilacidn de los residuos de tirosina 949 (Y949)

y 951 (Y951) inicia la activacién del dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), desencadenando una
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cascada de eventos de sefializacién en células musculares lisas adyacentes al endotelio. Esta cascada
es critica para las vias de sefializacién de la quinasa de proteina 3-quinasa de fosfoinositida y B (PI3K-
Akt) que dependen del flujo vascular (Jin et al., 2003; Li et al., 2016). Estas vias son esenciales para
la vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad vascular(Simons et al., 2016) y juegan un papel
significativo en el proceso de remodelacién vascular (Rudic et al., 1998). Los estrégenos influyen
ademas estas vias mediante la regulacion al alza de la actividad de eNOS mediada por vias de
sefializacién no gendmicas como la PI3K y la Akt. Esta activacién estd modulada por la PKC y la PKA
(Forstermann & Sessa, 2012; Kim et al., 2008). Los niveles elevados de estrégenos son un hallazgo
comun en casos clinicos de SHO, estos niveles elevados pueden explicar el aumento en la
concentracion de iones de nitrito observados en modelos de SHO, ya que los estrégenos modulan la
actividad de eNOS y la produccion de NO(Baser et al., 2022; Elia et al., 2013; Zhai et al., 2017), lo
gue puede explicar el aumento en la concentracion de iones de nitrito observado en nuestro modelo

de SHO.

El analisis de la lipoperoxidacién estimado por las concentraciones de MDA + 4-HDA, indicé una
elevacion en el grupo SHO en relacién con el grupo de control. La lipoperoxidacidén es un proceso en
el que las moléculas de oxigeno se afiaden a las cadenas acilo insaturadas de lipidos, aumentando
asi su capacidad hidrofilica y difusion hacia la superficie de la membrana (Clemente et al., 2020).
Esta alteracion facilita el acceso de enzimas como las ciclooxigenasas y lipooxigenasas a sus sustratos
lipidicos, catalizando la produccidon de metabolitos que impulsan la inflamacién y apoyan la unidn
de proteinas y receptores a lipidos oxidados (Dias et al., 2020). La degradacién de perdxidos lipidicos
produce aldehidos como el 4-hidroxinonenal (4-HNE) y MDA, que son contribuyentes significativos
a esta clase (Ayala et al., 2014), estos aldehidos afectan profundamente la integridad estructural de
las bicapas lipidicas alterando las interacciones lipidicas, gradientes de iones, fluidez y permeabilidad
(Catala & Diaz, 2016; Gaschler & Stockwell, 2017). Ademas, otros estudios han mostrado que
concentraciones de MDA en un rango de 150 a 250 uM pueden inducir una reduccién dependiente
de la dosis en la impedancia eléctrica total de monocapas de células endoteliales, implicando un

aumento en la permeabilidad endotelial (Samsonov et al., 2017).

En el contexto del SHO, la expresion y actividad de NOS no acoplada se regulan al alza, llevando a un
aumento en oxido nitrico y, posteriormente, en la produccién de peroxinitrito (ONOO-). Este evento
es un precursor de la formacion de especies reactivas de nitrdgeno (RNS) y mediadores

inflamatorios. En tales escenarios, eNOS puede funcionar como una fuente de peroxinitrito,
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contribuyendo a un aumento significativo en el estrés oxidativo (Dias et al., 2020). El aumento
observado en los niveles de nitritos y lipoperoxidacién en el grupo de ratas con SHO sugiere un estrés

oxidativo amplificado dentro del sindrome.

Los antioxidantes son esenciales para mitigar la lipoperoxidacion. Pueden terminar reacciones en
cadena radicales, que no son dependientes de enzimas, interactuando con radicales peroxilo alquilo
o alcoxilo (Clemente et al., 2020). Nuestra investigacion examiné los efectos de un antioxidante en
el SHO. Observamos que la NAC redujo los niveles de éxido nitrico y lipoperoxidacién en su dosis
mas alta administrada. Ademas, la NAC proporciona una defensa contra ROS, aumentando
ligeramente el H,S y las especies de azufre dentro de la célula. Este aumento se debe a la liberacion
gradual de cisteina de la NAC, que promueve la generacién continua de productos de azufre que
confieren proteccién mds alld del GSH (Pedre et al.,, 2021). Sin embargo, es notable que la
disminucién en la lipoperoxidacion en estas dosis no correspondid a una disminucion en la

permeabilidad vascular.

La permeabilidad vascular es una caracteristica distintiva del SHO y esta influenciada por varios
factores, incluyendo la activacién de eNOS y la proteina Src (Simons et al., 2016). Dentro de las
adhesiones focales, la sefializacién es mediada por transductores como la FAK y su sustrato paxilina.
Aunque la activacién de Src puede seguir a FAK, la fosforilacién de FAK mediada por Src es esencial
para modular la forma y adhesién celular después de la exposicién a VEGF-A (Westhoff et al., 2004).
La Src también modifica las uniones adherentes endoteliales al fosforilar VE-cadherina como
respuesta a VEGF-A (Gémez et al., 2004). Esta fosforilacion desencadena la endocitosis de VE-
cadherina, interrumpiendo las uniones adherentes, aumentando asi la permeabilidad vascular(Li et

al., 2016).

El agonismo de RDA2 reduce la permeabilidad vascular al disminuir la secrecién de VEGF-A en un
modelo murino (Ferrero et al., 2014; Monaghan-Benson & Burridge, 2009). En entornos clinicos, la
administracion de cabergolina ha estado asociada con una reduccion en el volumen de ascitis y la
permeabilidad vascular(Alvarez et al., 2007). Aunque el agonista RDA2 ha mostrado moderar la
incidencia de SHO, no alterd significativamente las tasas de SHO severo (Alvarez et al., 2007).
Nuestros datos sugieren que la administracion directa de cabergolina a la bursa ovarica disminuye
especificamente la permeabilidad vascular y los niveles de VEGF-A, indicando un efecto localizado
dentro del ovario. Sin embargo, la cabergolina no afectd otros pardmetros estudiados, como el peso

ovarico, lipoperoxidacidn, niveles de iones de nitrito y morfologia ovarica. En contraste, la
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administracion del antioxidante en bajas concentraciones condujo a una reduccidn tanto en los
niveles de VEGF-A como en la permeabilidad vascular, sin cambiar significativamente la
lipoperoxidacidn o los niveles de éxido nitrico. Esto es consistente con la evidencia de que la NAC
puede mitigar ROS en células endoteliales de manera dosis-responsiva, incluso en presencia de

VEGF-A (Shukla et al., 2016).

La NAC también ha demostrado regular al alza la expresion de proteinas de adhesion celular,
incluyendo VE-cadherina, ocludina y B-catenina, y proteger contra alteraciones inducidas por
radiacion ionizante (Zhu et al., 2012). Ademas, inhibe la fosforilacién de VE-cadherina y B-catenina,
un proceso que tipicamente es estimulado por VEGF-A (Ebrahimi et al., 2023; Shukla et al., 2016).
Estudios involucrando autoinjertos ovaricos en ratones han indicado que la NAC suprime el mRNA
de VEGF-A poco después del injerto, con un aumento marcado siete dias después del injerto, que
luego se atenua en presencia de estrégenos (Scotti et al., 2014). La reduccién en la concentracidn de
VEGF-A observada en nuestro estudio, efectuada por el tratamiento con antioxidantes de baja dosis,
apoya estos hallazgos. Dosis mas altas no produjeron este efecto. Este fendmeno puede estar
relacionado con la accion moduladora de la NAC sobre las proteinas de adhesion celular (Zhu et al.,
2012) y sugiere que la eficacia del antioxidante en dosis mas bajas podria depender del entorno
celular (Scotti et al., 2014), especialmente dada la reduccion observada en el estrés oxidativo en
dosis elevadas. Sin embargo, es importante considerar que nuestros resultados reflejan los niveles
de la proteina VEGF-A y no su mRNA. Esto sugiere que mecanismos postranscripcionales y
postraduccionales podrian estar involucrados, influyendo en la expresién de VEGF-A que estarian

relacionados con los cambios encontrados en distintas dosis de NAC.

En este estudio, el grupo SHO exhibié un aumento notable en el nimero de CLs, lo que sugiere una
elevacion inducida por gonadotropinas en las tasas de ovulacion en comparacién con el grupo de
control. También observamos una disminucién en la proporcién de foliculos preantrales y antrales,
mientras que el nimero de foliculos preovulatorios no se vio afectado significativamente. Estos
hallazgos estan de acuerdo con informes previos que han documentado un aumento en CLs y una
reduccion en el conteo folicular después de la induccion de SHO en modelos animales(Elia et al.,
2013; Navot et al., 1992). Correspondientemente, el SHO en humanos se caracteriza por el desarrollo

de multiples CLs (Navot et al., 1992).

La administracién con NAC, una terapia antioxidante, redujo significativamente el peso ovarico. Este

resultado esta asociado con cambios en la distribucién de la morfologia ovarica. Hubo una reduccion
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en el porcentaje de CLs, indicando una disminucidon potencial en la tasa de ovulacién. La disminucién
concurrente en foliculos antrales sugiere que la NAC puede influir en las etapas tempranas de la
foliculogénesis, posiblemente restaurando las funciones ovulatorias normales. Apoyando nuestros
hallazgos, otras investigaciones han indicado que la NAC aumenta el niUmero de foliculos preantrales
en autoinjertos ovdricos, lo que es consistente con los efectos moduladores que observamos en el

desarrollo folicular (Scotti et al., 2014).

CONCLUSIONES

La identificacion de una interfaz clave entre RDA2 y VEGFR-2, caracterizada por puentes de
hidrégeno y puentes salinos pero ausente de puentes disulfuro, subraya una interaccidn especifica
y funcionalmente relevante para la sefalizacion y regulacién de procesos bioldgicos. Esta
especificidad sugiere que la estabilidad de la interaccién depende de fuerzas no covalentes, lo cual
es crucial para la modulacion de la actividad del receptor. Mientras que, al comparar la dopamina
con agonistas del RDA2, se observa que estos ultimos presentan mayor afinidad y estabilidad en Ia
formacidon del complejo receptor-ligando, lo que indica su potencial superior para el desarrollo de
terapias precisas.

La administracion de NAC a dosis altas redujo los niveles de dxido nitrico y lipoperoxidacion,
demostrando su eficacia como antioxidante. Sin embargo, esta reduccidén no se correlaciond
necesariamente con una disminucidon en la permeabilidad vascular, sugiriendo que los efectos
antioxidantes de la NAC pueden no ser los responsables directos de la mejora en todos los signos
del SHO. Ademas, la NAC a dosis bajas no solo mitigd la permeabilidad vascular y redujo los niveles
de VEGF-A, sino que también mostré un efecto protector sobre el desarrollo folicular, indicando su
potencial para restaurar la funcién ovulatoria normal. Esto sugiere que los beneficios terapéuticos
de la NAC en el manejo del SHO podrian deberse a otros mecanismos mas alld de su capacidad
antioxidante.

El efecto de la NAC para reducir marcadores de estrés oxidativos o los niveles de VEGF-A, asi como
su impacto en la permeabilidad vascular y la morfologia ovdrica, que depende de la dosis
administrada subraya la importancia de optimizar las dosis para maximizar los beneficios
terapéuticos sin inducir efectos adversos. Estos hallazgos refuerzan la idea de que los antioxidantes,
especialmente la NAC, representan una estrategia prometedora para tratar o aliviar algunos
aspectos del SHO, aunque es necesario profundizar en la investigacién para entender

completamente su mecanismo de accién y eficacia en distintos aspectos del sindrome.

77



En comparacidn con la cabergolina, la NAC no solo mostré una reduccidn en la permeabilidad

vascular y en los niveles de VEGF-A, sino que también demostré efectos beneficiosos adicionales,

como la disminucion del peso ovarico y uterino. Ademas, la NAC parece tener un efecto protector

sobre el desarrollo folicular, estos resultados sugieren que la NAC podria ofrecer un enfoque mas

completo para el tratamiento del SHO, proporcionando beneficios que van mas alld de los ofrecidos

por la cabergolina.

PERSPECTIVAS

Evaluacién continua de la morfologia ovdrica: Realizar estudios que monitoreen la
morfologia ovarica a lo largo de todo el ciclo reproductivo podria proporcionar detalles
detallados sobre las dindmicas de la foliculogénesis y la ovulacion bajo condiciones normales
y patoldgicas. Esto ayudaria a identificar etapas criticas donde intervenciones como la NAC
podrian ser mas efectivas.

Desarrollo de un modelo adulto de SHO en ratas: Con el objetivo de simular mds fielmente
las condiciones patoldgicas del SHO en mujeres adultas, se propone el desarrollo de un
modelo animal utilizando ratas adultas. Este enfoque ayudaria a evaluar la efectividad de
nuevas terapias y tratamientos en un entorno que imita de cerca las condiciones humanas,
permitiendo asi una mejor comprension de los mecanismos subyacentes y la optimizacién
de las intervenciones terapéuticas.

Estudio de administracion oral e intramuscular de NAC y agonistas de RDA2: Investigar la
eficacia y seguridad de la administracion oral e intramuscular de NAC y agonistas de RDA2
en modelos animales. Esta transicion hacia métodos de administracién que son mas
facilmente aplicables a humanos podria facilitar la extrapolacién de los resultados de los
estudios preclinicos a la practica clinica

Tratamiento profilactico con NAC: Explorar el uso de NAC como un tratamiento profilactico
en modelos animales y eventualmente en ensayos clinicos podria determinar su eficacia en
prevenir o mitigar los sintomas del SHO antes de que estos se manifiesten completamente.
Estudios de interaccién de farmacos combinados: Investigar como la combinacién de NAC
con otros farmacos podria mejorar la eficacia del tratamiento para el SHO. Por ejemplo, la
combinacién de NAC con agonistas de RDA2 podria tener efectos sinérgicos, ofreciendo una

estrategia terapéutica mas robusta.
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Estudios comparativos de eficacia entre NAC, moduladores de GnRH y letrozol: Realizar
estudios comparativos para evaluar la eficacia de la NAC frente a otros tratamientos
establecidos como los moduladores de GnRH y el letrozol, que son cominmente utilizados
en el manejo del SHO. Ademas, seria valioso examinar los efectos secundarios y la calidad
de vida de los pacientes, proporcionando asi una comparativa holistica que puede informar
las decisiones de tratamiento.

Andlisis molecular: Profundizar en los mecanismos moleculares y genéticos que subyacen a
la interaccidn entre RDA2 y VEGFR-2, asi como las alteraciones en la expresién y la actividad
de estas proteinas en diferentes condiciones patolégicas. Esto podria llevar a la
identificacién de biomarcadores para el diagndstico precoz o la progresion del SHO.
Exploracion de la regulacion endotelial y vascular: Dado que la permeabilidad vascular juega
un papel crucial en el SHO, estudiar mas a fondo cémo los tratamientos afectan la integridad
y funcién endotelial podria ofrecer nuevas vias para la intervencidn terapéutica.

Ensayos clinicos: Basdndose en los resultados prometedores de la NAC en modelos
animales, seria crucial validar estos hallazgos mediante ensayos clinicos. Estos estudios
podrian enfocarse en la eficacia, seguridad, y la dosificacidon éptima de estos compuestos en

humanos, comparando sus efectos con los tratamientos estandar.
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