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RESUMEN 

En el presente estudio analizamos el papel del sistema dopaminérgico del ovario 

en la regulación de la ovulación, por medio del bloqueo de los receptores 

dopaminérgicos ováricos sobre los mecanismos de regulación neuroendocrina de la 

ovulación en cada etapa del ciclo estral. 

Grupos de ratas de la cepa CII-ZV con ciclos regulares de cuatro días se inyectaron 

en las bursas ováricas con diferentes antagonistas dopaminérgicos: haloperidol 

(antagonista DA2>DA1), EEDQ (antagonista irreversible DA2 y 5HT),  sulpiride 

(antagonista DA2-4) o SCH-23390 (antagonista DA1) a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día 

del ciclo estral: estro, diestro-1, diestro-2 y proestro. Los animales se sacrificaron al 

siguiente estro esperado. 

La inyección de haloperidol a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro y diestro-1 y a las 

8:00 o 20:00 h del diestro-2; la de EEDQ a las 13:00 h del estro y a las 8:00 o 13:00 h del 

diestro-1; la de SCH-23390 a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-1 y la de sulpiride a las 

8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-1, en el diestro- 2 a las 8:00 h y en el estro a las 20:00 h. 

bloqueó la ovulación. 

El reemplazo hormonal con GnRH a las 14:00 h del proestro esperado, en los 

animales inyectados con cualquiera de los antagonistas dopaminérgicos, dio como 

resultado la ovulación al estro esperado.  

En los animales tratados con haloperidol en estro o diestro-2, la inyección de 

benzoato de estradiol a las 14:00 h del diestro-2 normalizó la ovulación en el 50% de los 

animales, y no tuvo efecto en los animales tratados en el diestro-1  mientras que en los 

animales inyectados con EEDQ o SCH-23390 en diestro-1 ovularon 48 horas después de 

haber sido inyectados con benzoato de estradiol en el diestro-2. En los animales tratados 

con sulpiride a las 8:00 o 13:00 h del diestro 1 o a las 8.00 del diestro-2 el tratamiento con 

benzoato de estradiol resultó en la recuperación de la ovulación, lo que no ocurrió en los 

animales tratados a las 20:00 h del día del estro o diestro-1. 
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En los animales no ovulantes tratados con haloperidol, las concentraciones 

séricas de progesterona y estradiol fueron mayores que en el grupo control y  no fueron 

modificadas en los grupos tratados con SCH-23390 o sulpiride. 

En cortes de ovario las reacciones de inmunofluorescencia para tirosina 

hidroxilasa, dopamina β-hidroxilasa y DARPP-32 muestran que dichas enzimas se 

encuentran presentes en las células de la teca y granulosa en los folículos en desarrollo. 

En los ovarios de los animales inyectados con haloperidol en el diestro-1 se observa un 

aumento en la inmunorreactividad de dichas enzimas.  La atresia folicular en los ovarios 

de los animales inyectados con haloperidol fue mayor que en los ovarios de los animales 

controles.  

El tratamiento con haloperidol, SCH-23390 o sulpiride no modificó la cantidad de 

ARNm de la P450aromatasa en los ovarios de los animales no ovulantes.  

Los presentes resultados me sugieren que la unión de la dopamina a sus 

receptores ováricos es necesaria en la regulación de la ovulación a lo largo del ciclo estral, 

que en el diestro-1 la activación de dichos receptores  es crucial para que se produzca la 

ovulación, y que la estimulación de esos receptores desempeña un papel importante en 

la regulación de la secreción de GnRH y en los efectos de feedback estimulante de los 

estrógenos sobre la secreción de gonadotropinas. 
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ABSTRACT 

To study the role of the ovarian dopaminergic system in regulating spontaneous 

ovulation, we analyzed the effects of blocking ovarian dopamine receptors on the 

neuroendocrine mechanism regulating ovulation on each day of the estrous cycle. 

Groups of 4-day cyclic rats of the CII-ZV strain were injected with vehicle, haloperidol 

(DA2>DA1 blocker), EEDQ (DA2 and 5-HT blocker), sulpiride (DA2 blocker) or SCH-23390 

(DA1 blocker) into the bursa of both ovaries on the day of estrus, diestrus-1, diestrus-2 or 

proestrus day at 08:00, 13:00 or 20:00 h. Animals were sacrificed the following predicted 

estrus day. Ovulation was blocked by injecting haloperidol on estrus or diestrus-1 at 8:00, 

13:00 or 20:00 h and on diestrus-2 at 08:00 or 20:00 h; by injecting EEDQ on estrus at 13:00 

h or diestrus-1 at 8:00 or 13:00 h; by injecting SCH-23390 on diestrus-1 at 8:00, 13:00 or 

20:00 h; and by injecting sulpiride on diestrus-1 at 08:00, 13:00 or 20:00 h, on diestrus-2 at 

08:00 and on estrus at 20:00 h.  

Rats treated with any of the dopamine antagonists that blocked ovulation, the 

injection OF GnRH on the predicted proestrus at 14.00 h restored ovulation. In animals 

treated with haloperidol on estrus or diestrus-2, injecting oestradiol benzoate at 14.00 h 

on diestrus-2 restored ovulation in 50% of the animals, and had no effect in animals 

treated on diestrus-1, while it restored ovulation in sulpiride and SCH-23390 treated rats.  

Our results suggest that the participation of dopamine ovarian receptors in 

regulating ovulation varies along the estrus cycle, that highest activity occurs on 

dioestrus-1, and that they play a role in regulating GnRH secretion and on the positive 

feedback effects of estrogen on gonadotropin secretion. 
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I. INTRODUCCIÓN 
En las hembras de los mamíferos el ciclo ovárico es el resultado de varios eventos 

que ocurren en el cerebro, la hipófisis, los ovarios, las adrenales y el aparato reproductor. 

El ciclo ovárico es regulado por señales neuroendocrinas originadas en el hipotálamo las 

que estimulan o inhiben la secreción de gonadotropinas por la hipófisis, las que a su vez 

estimulan una secuencia ordenada de eventos morfológicos en el ovario que culminan 

en la secreción hormonal y la ovulación (Ferin, 1999; Freeman, 1994; Hotchkiss y Knobil, 

1996; Maeda, 2010; Sellix, 2014) 

En los folículos ováricos los gametos femeninos (ovocitos) alcanzan su madurez y 

se transforman en células capaces de ser fecundadas después de la ovulación. En los 

folículos hay células especializadas que secretan las hormonas esteroideas y 

polipeptídicas necesarias en la regulación de las funciones reproductivas. La primera 

descripción del ovario fue reportado por Aristóteles hace más de 2000 años y 

actualmente la información sobre las características morfológicas microscópicas sigue 

en expansión (Yao y Barh, 1999; Dissen et al., 2003; Smith et al., 2014). El conocimiento de 

la función endócrina y nerviosa es esencial para entender los mecanismos que regulan la 

reproducción y la regeneración de la vida (Ferin, 1999; Freeman, 1994; Maeda, 2010). 

 

1.1 Anatomía del ovario  

En los vertebrados los ovarios son órganos pares, a excepción de las aves y reptiles 

que solo tienen uno. Los ovarios se localizan por fuera del peritoneo, contra la pared de 

la cavidad pélvica superior, suspendidos por el mesovario del ligamento ancho (Yao y 

Barh, 1999; Jones, 1991; Yeh y Adashi, 1999). 

Los ovarios están envueltos por un repliegue del peritoneo, de 0.5 a 1 mm de 

espesor, que recibe el nombre de  bursa ovárica. Se ha propuesto que en los animales con 

ovulación múltiple como la rata, la bursa ovárica es responsable de evitar que los 

ovocitos liberados se dispersen en la cavidad abdominal y se asegure su incorporación 

en los cuernos uterinos (trompa de Falopio en el humano) (Agduhr, 1927).    

1 
 



  

Aunque en los mamíferos el tamaño de los ovarios varía según la especie en 

estudio, su estructura es similar.  

Desde el punto de vista estructural, en el ovario se describen tres zonas: la corteza, 

la médula y el hilio. En la corteza se localizan los folículos en diferentes estadios de 

desarrollo y los cuerpos lúteos (Fig. 1). En la capa más externa de la corteza se encuentra 

el epitelio germinal derivado del peritoneo. Bajo el epitelio germinal se encuentra la 

túnica albugínea, una capa de tejido conectivo que delimita a la corteza. La médula está 

situada en el centro del ovario y contiene el tejido conjuntivo laxo, vasos sanguíneos y 

linfáticos así como nervios (Yeh y Adashi, 1999; Humphrey y Bahr, 1999; Strauss y 

Williams, 2009). 

 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura anatómica típica del ovario de los mamíferos. El ovario consta de una médula por la 
que transcurren vasos sanguíneos y nervios que conectan con los compartimentos funcionales de la 
corteza ovárica: folículos, cuerpos lúteos y tejido intersticial (Modificado de Yen y cols., 1999).   
 

 

2 
 



  

En la especie humana los ovarios reciben su riego sanguíneo por la arteria ovárica, 

rama de la aorta abdominal que ingresa al ovario a través del hilio, por la misma zona 

emerge la sangre venosa, los vasos linfáticos y las fibras nerviosas (Yeh y Adashi, 1999; 

Humphrey y Bahr, 1999; Strauss y Williams, 2009). En la rata el ovario recibe riego 

sanguíneo por dos arterias la ovárica y la que corre por el borde del ligamento 

suspensorio, junto con al nervio ovárico superior (NOS). 

 

1.2 Estructura, crecimiento y funciones de los folículos ováricos 

El folículo ovárico tiene dos funciones: posibilitar el desarrollo de un ovocito capaz 

de ser fecundado y sintetizar hormonas sexuales (Richards y cols., 2002; Gervasio y cols., 

2014). 

Los folículos son las estructuras funcionales más sobresalientes de la corteza 

ovárica y su apariencia microscópica es diferente según su estadio de desarrollo (Fig. 2). 

Los folículos están formados por un ovocito rodeado de células de la granulosa y una 

membrana basal (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Factores involucrados en la progresión de la foliculogénesis y oogénesis. Varios factores 
promueven o inhiben el crecimiento folicular. FSH: hormona folículo estimulante; FIG: factor de la línea 
germinal; GDF: factor de crecimiento y diferenciación; MIS: sustancia de inhibición antimulleriana. 
Modificado de Yen, 2009. 
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En los folículos en crecimiento existe una membrana que rodea al ovocito 

denominada zona pelúcida, en cuya formación participan el ovocito y células de la 

granulosa especiales que formarán el cumulus oophorus. Por fuera de la membrana basal 

del folículo se encuentran las células teco-intersticiales que forman una estructura 

denominada teca interna (Fig. 3) (Fair, 2003; Strauss y Williams, 2009; Kurus y cols., 2013). 

Los folículos ováricos participan en un ciclo de constante activación, crecimiento y 

atresia, que se debe en gran parte a la influencia de las gonadotropinas sintetizadas en 

la hipófisis y la concentración de esteroides (Light y Hammes, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Estructura del folículo secundario. Tomado de Ross, Michael H 2007. 

 

La foliculogénesis es el proceso mediante el cual uno o varios folículos son 

seleccionados durante cada ciclo estral o menstrual, aceleran su desarrollo y madura el 

ovocito (Hennet y Combelles, 2012; Light y Hammes, 2013). Durante toda la vida 
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reproductiva grupos de folículos primordiales comienzan su crecimiento y 

diferenciación. Los folículos primordiales se caracterizan por estar rodeados por una 

capa de células que posteriormente dan lugar a las células de la granulosa (Eppig, 2001) 

(Fig. 4).  El primer signo visible del comienzo del crecimiento folicular es el aumento de 

tamaño del ovocito. Por efecto de factores de crecimiento y neurotransmisores, las 

células pre-granulosas aplanadas que rodean al ovocito crecen y se transforman en 

cuboidales, lo que da origen al folículo primario (Eppig, 2001; Fair, 2003) (Fig. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Reclutamiento y diferenciación de las células tecales. Se sugiere que las células madre tecales 
residen en el estroma del ovario y son reclutadas por factores liberados por los folículos después que son 
activados. Algunos factores pueden ser responsables del reclutamiento de estas células y otras promueven 
la proliferación y diferenciación celular. El origen de estos factores aun no es claro, pero se sugiere que es 
un conjunto de señales las que controlan estos procesos. AMH: Hormona anti-mulleriana; bFGF: factor de 
crecimiento básico de fibroblastos; BMP: proteína morfogenética del hueso; GDF9: Factor de crecimiento y 
diferenciación 9; IGF: factor de crecimiento similar a la insulina; KGF: factor de crecimiento de 
queratinocitos; LIF: Factor inhibidor de la leucemia, SCF: Factor de células madre. Modificado de Young & 
McNeilly 2010) 
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Las células de la granulosa son fundamentales en el crecimiento y desarrollo del 

folículo (Dzafic y cols., 2013). El conjunto de células de la granulosa que rodean al ovocito 

tienen un origen mesotelial, por tal razón tres a cinco células progenitoras dan lugar a las 

células completas en un folículo maduro (Byskov y cols., 1977; Strauss y Williams, 2009; 

Dzafic y cols., 2013).  

Los factores de crecimiento y los neurotransmisores estimulan la síntesis de los 

receptores a la hormona folículo estimulante (FSH) en las células pre-granulosas y 

granulosas en el folículo primario y la unión de la FSH estimula el crecimiento folicular y 

la síntesis de los receptores de la hormona luteinizante (LH) en las células de la granulosa 

murales (Strauss y Williams, 2009; Hennet y Combelles, 2012; Light y Hammes, 2013). La 

FSH también estimula la expresión de P450 aromatasa, la enzima que convierte a los 

andrógenos en estrógenos. La FSH y los estrógenos estimulan la proliferación de células 

granulosas cuboidales,  las que al proliferar forman varias capas alrededor del ovocito.  

 Las células de la granulosa se comunican con el ovocito por medio de uniones 

comunicantes (gap junctions) presentes en la membrana celular. Las uniones 

comunicantes están formadas por proteínas denominadas conexinas. Dichas 

comunicaciones facilitan el transporte de aminoácidos, metabolitos de glucosa y 

nucleótidos necesarios para el crecimiento del ovocito (Eppig 2001; Wright y cols., 2001). 

Las células de la granulosa y el ovocito no reciben riego sanguíneo, ni inervación 

(Dominguez y cols., 1991; Yeh y Adashi, 1999). 

Las células de la granulosa muestran diferentes fenotipos que dependen de su 

localización en el folículo y se les clasifica en murales, antrales y del cumulus (Eppig, 2001; 

Wigglesworth y cols., 2014). Las células murales presentan mayor actividad 

esteroidogénica con alta concentración de la enzima 3β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa y citocromo P450 aromatasa. Las células murales poseen una cantidad 

de receptores a LH (Yeh y Adashi, 1999; Strauss y Williams, 2009; Conneely, 2010).  

A medida que el folículo crece, las células de la granulosa secretan un líquido que 

se acumula y genera varias lagunas entre las células de la granulosa, las cuales confluyen 
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y forman el antro del folículo. En el folículo antral, las células de la granulosa que rodean 

al ovocito constituyen el cumulus oophorus (Eppig, 2001; Conneely, 2010).  

En la etapa antral, los folículos llegan a ser dependientes a las gonadotropinas y 

forman grandes folículos antrales, la mayoría de los cuales se someten a la atresia, y 

pocos serán los elegidos para la ovulación (Scaramuzzi y cols., 1993; Edson cols., 2010). 

Las células del cumulus, que son liberadas junto con el ovocito en el momento de 

la ovulación, no expresan la enzima P450 aromatasa y contienen menos receptores a LH 

que las células murales. Estas células producen una matriz extracelular que contiene 

ácido hialurónico, proteoglicanos y proteínas de unión a proteoglicanos, cuya síntesis es 

estimulada por las prostaglandinas generadas en respuesta a la ovulación que permiten 

que se forme el complejo cumulus-ovocito (Russell y Salustri, 2006; Strauss y Williams, 

2009; Conneely, 2010;  Hennet y Combelles, 2012; Wigglesworth, 2014). 

Después del pico pre-ovulatorio de LH y la ovulación las células de la granulosa 

tienen cambios estructurales y genómicos que conducen a la diferenciación en células 

luteínicas productoras de progesterona (Stocco y cols.,  2007).  

Es después de la formación del folículo secundario que las células de la teca 

comienzan a emerger y formar una capa alrededor de la estructura granulosa-ovocito. 

Las células de la teca se originan de las células mesenquimatosas presentes en el estroma 

(Strauss y Williams, 2009;  Honda y cols., 2007; Young y McNeilly, 2010) (Fig. 4).  En la teca 

se distinguen dos capas multicelulares, la teca interna que está cercana a la membrana 

basal del folículo que se encuentra formada por células esteroidogénicas, vasos 

sanguíneos y terminaciones nerviosas, y la teca externa que carece de células 

esteroidogénicas (Domínguez y cols., 1991; Young y McNeilly, 2010) (Fig 3). 

Es el ovocito quien estimula el desarrollo de la teca interna a través de la síntesis 

del factor de crecimiento de diferenciación nueve (GDF-9) (Hayashi y cols., 1999; Strauss 

y Williams, 2009; Young y McNeilly, 2010). Las células de la teca sintetizan el receptor al 

ligando kit cuya unión estimula la síntesis de moléculas que participan en la organización 

de la teca alrededor del folículo en desarrollo (Nilsson y cols., 2002; Nilsson y Skinner, 

2004; Strauss y Williams, 2009) (Fig. 4). 
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Las células de la teca se comunican bidireccionalmente con las células de la 

granulosa, mediante la producción del factor de crecimiento derivado de queratinocitos 

(KGF) y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). El KGF, el HGF y la FSH, estimulan  

la síntesis del  ligando kit por las células de la granulosa, el cuál actúa sobre las células 

de la teca y promueve la expresión de los factores de crecimiento antes mencionados lo 

que genera un feedback estimulante (Magoffin & Weitman, 1994; Parrot y Skinner; 2000; 

Strauuss y Williams, 2009; Young y McNeilly, 2010).  

Las células de la teca no son capaces de producir estrógenos, pero si producen 

andrógenos en respuesta a la LH, los cuales serán convertidos a estrógenos por la P450 

aromatasa activada por la FSH en las células de la granulosa de los folículos en 

crecimiento (Fig. 5). 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Interacción de las células de la granulosa y de la teca en la síntesis de hormonas esteroides. 
Modificado de Erikson y cols., 2001. 
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1.3 Ovulación  

En las hembras de los mamíferos la ovulación (ruptura del folículo preovulatorio 

en la zona más cercana a la túnica albugínea y al epitelio germinal y expulsión del ovocito 

II, capaz de ser fecundado) es un proceso sincronizado e inducido por un aumento brusco 

en la secreción de LH por la hipófisis, el cual es estimulado por la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH) (Bakos, 1993; Maeda, 2010; Choi y Smitz, 2014).  

El ovario secreta hormonas esteroides, las cuales actúan en el hipotálamo y  la 

hipófisis donde regulan la secreción de las hormonas gonadotrópicas, sobre los órganos 

del sistema reproductor, sobre el sistema inmunológico, el sistema muscular, el hígado, 

el sistema nervioso, etc. El desarrollo embriológico depende del correcto funcionamiento 

del hipotálamo, la hipófisis y el tracto reproductivo (Ciechanowska y cols., 2010; Maeda, 

2010; Choi y Smitz, 2014). 

La ovulación es estimulada por el incremento brusco de la concentración 

plasmática de LH. Durante el periodo periovulatorio, el ovocito completa la primera 

división meiótica y su maduración, lo que culmina con la ruptura de la pared del folículo 

en su borde apical inmediatamente por debajo del epitelio que recubre al ovario, lo que 

posibilita que el ovocito rodeado por el cumulus salga del ovario y llegue a la trompa 

uterina (Conti y cols., 2012).  

Durante el proceso de ruptura de la pared del folículo se rompen capilares 

sanguíneos, de tal forma que posterior a la salida del ovocito, la cavidad antral se llena 

de sangre y proliferan las células endoteliales que forman los capilares del cuerpo lúteo. 

Las células de la granulosa y la teca interna, proliferan dentro de la cavidad folicular y 

presentan cambios estructurales y funcionales promoviendo la formación del cuerpo 

lúteo. Si no ocurre la fecundación, el cuerpo lúteo degenera y el tejido conectivo 

reemplaza a las células luteínicas y en los primates se forma el corpus albicans.  
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1.4 Factores hormonales que regulan la ovulación 

1.4.1 Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) 

La GnRH y las neuronas que la secretan son componentes críticos del sistema 

reproductivo. La GnRH es la principal hormona que estimula la liberación de 

gonadotropinas y su secreción es regulada por neurotransmisores y hormonas (Moenter 

y cols., 2003; Maeda, 2010; Lomniczi y cols., 2014). 

En los mamíferos, las neuronas GnRHérgicas se localizan en el área preóptica y en 

sitios adyacentes a la región rostral del hipotálamo (Roa, 2013). Estas neuronas forman 

una red neuronal difusa que funciona como un generador de pulsos de GnRH (Knobil, 

1990; Thompson y Kaiser, 2014). La liberación pulsátil de GnRH a la eminencia media es 

fundamental en la regulación de la función reproductiva (Wray, 2001; Thompson y Kaiser, 

2014). 

En el humano existen aproximadamente 7000 neuronas GnRHérgicas 

responsables de la liberación de gonadotropinas y en total se conocen 20 isoformas de 

GnRH encontradas en diferentes especies (Clifton & Steiner, 2009; Watanabe y cols., 

2014). Las isoformas de la GnRH son codificadas por genes diferentes en distintas 

regiones del cerebro (Ciechanowska y cols., 2010). Todas las variantes del GnRH son 

decapéptidos que difieren entre sí por su secuencia de aminoácidos. La GnRH tipo I fue la 

primera isoforma aislada y se encuentra en la mayoría de los mamíferos. Dicho 

decapéptido es el más estudiado ya que regula la secreción de gonadotropinas (Hall, 

2009; Perret y McArdle, 2013). 

La acción de la GnRH realiza por su unión a dos tipos de receptores, el GnRH tipo I 

(GnRHR-I) y el tipo II (GnRHR-II) (Millar, 2005; Perret y McArdle, 2013). Ambos receptores 

son expresados en diferentes regiones cerebrales y tejidos periféricos. En los mamíferos, 

el receptor a GnRHR-I es expresado en la hipófisis, la unión de la GnRH al receptor regula 

la secreción de las gonadotropinas (Millar, 2005; Perret y McArdle, 2013). 

La liberación de GnRH es regulada por diferentes neurotransmisores como la 

noradrenalina (NA), el glutamato y ácido gama aminobutírico (GABA), liberados por  

neuronas intermedias que hacen sinapsis en las células GnRHérgicas. En las células 
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GnRHégicas,  la expresión de receptores colinérgicos, dopaminérgicos y serotoninérgicos 

es baja para ser detectados por técnicas inmunocitoquímicas o sus efectos en la 

secreción de GnRH son mediados por neuronas intermediarias (Ciechanowska y cols., 

2010; Hall, 2009; Lomniczi y cols., 2014) (Fig. 6). 

Las neuronas GnRHérgicas expresan receptores a neuropéptidos que regulan la 

secreción de GnRH, como el neuropéptido Y (NPY), péptido intestinal vasoactivo (VIP), la 

galanina, neurotensina, kisspeptina (Ciechanowska y cols., 2010; Roa, 2013; Beltramo y 

cols., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Regulación neuronal de la GnRH en el área preóptica. ARC: núcleo arcuato; CRH: neuronas 
corticotrópicas; DA: neuronas dopaminérgicas; ER: receptores a estradiol, GABA: neuronas GABAérgicas;    
5-HT: neuronas serotoninérgicas; NA: neuronas noradrenérgicas; NPY: neuronas que sintetizan  el 
neuropéptido Y; β-END: β-endorfinas; POA: área preóptica; PVN: núcleo periventricular; VM: núcleo 
ventromedial. Tomado de Ciechanowska, 2008. 

 

 

11 
 



  

Las hormonas metabólicas y reproductivas también participan en  la regulación 

de la liberación de GnRH ya que las neuronas GnRHérgicas expresan receptores a 

hormonas como la insulina, leptina, progesterona y testosterona (Hall, 2009; Roa, 2013). 

En este contexto, las neuronas GnRHérgicas también expresan receptores a 

estrógenos (ERα y ERβ) cuya estimulación regula la excitabilidad de la membrana, la 

producción de AMPc y la secreción de GnRH (Hu y cols., 2008; Perret y McArdle, 2013; 

Lomniczi y cols., 2014). 

El GnRHR es un receptor acoplado a proteínas G. La unión de GnRH a GnRHR activa 

la subunidad Gq/11 que promueve la liberación de Ca2+ intracelular y la activación de la 

proteína cinasa C, vías de transducción que activan a la síntesis y secreción de las 

gonadotropinas (Ciechanowska, 2008; Perret y McArdle, 2013; Beltramo y cols., 2014) . Las 

concentraciones elevadas de GnRH desensibilizan a los receptores lo que explica que la 

GnRH se libere en pulsos discretos que resulta en la óptima secreción de gonadotropinas. 

Los pulsos de bajas frecuencias favorecen la síntesis y secreción de FSH,  mientras que 

los de altas frecuencias estimulan la síntesis y secreción de LH (Krsmanovic y cols., 2009; 

Thompson y Kaiser, 2014). Los mecanismos moleculares responsables de estos efectos 

siguen siendo un tema de investigación.  

1.4.2 Gonadotropinas 

Existen tres gonadotropinas de origen hipofisario: FSH, LH, prolactina (PRL) y una 

gonadotropina de origen placentario (hCG en el caso del humano. Desde el punto de vista 

químico la FSH, LH Y hCG son glicoproteínas heterodiméricas compuestas de una 

subunidad α y una β unidas de forma no covalente (Ascoli y Puett 2009; Thompson y 

Kaiser, 2014). En el humano, la subunidad α es codificada por el gen CGH, cuya proteína 

de 92 residuos de aminoácidos es la misma para LH, FSH y hCG. La subunidad β de la LH, 

FSH y hCG contiene 121, 110 y 145 aminoácidos respectivamente. Esta subunidad  es la 

que le confiere especificidad a la hormona. Ambas subunidades presentan residuos ricos 

en cisteína (Ascoli & Puett 2009). La glicosilación influye tanto en la velocidad de 

degradación y las actividades específicas de las hormonas. Las gonadotropinas 

deglicosiladas se unen a sus receptores con mayor afinidad, pero con menor actividad 
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específica, en comparación con las formas nativas de las hormonas (Ascoli y Puett 2009; 

Wide y Eriksson, 2013). 

La síntesis y secreción de las gonadotropinas es regulada por diversos factores 

endócrinos y parácrinos que se generan en el cerebro, la hipófisis y los ovarios 

(Drummond, 2006; Thompson y Kaiser, 2014). La activina y la inhibina miembros de la 

familia de los factores de crecimiento TGF-β y la folistatina, son moduladores de los 

gonadotropos en el eje reproductivo (Bilezikjian y cols., 2012). En las mujeres, la acción 

local de la activina B en la hipófisis promueve a la secreción de FSH requerida para la 

foliculogénesis (Woodruff y Mather, 1995; Bilezikjian y cols., 2006). En roedores, se ha 

demostrado que la activina B junto con la GnRH ayudan a regular el feed back de los 

esteroides sexuales. La inhibina junto con la folistatina y el polipéptido activador de la 

adenilato ciclasa de la pituitaria  (PACAP), regula la expresión de la subunidad β de la FSH 

y por lo tanto promueve el aumento de FSH que se produce a finales de proestro y 

principios de estro (Burger y cols., 2004). 

En la hipófisis, la inhibina actúa como una señal reguladora el feed back inhibitorio 

de las gónadas, mientras que la folistatina regula los efectos de la activina en los 

gonadotropos (Bilezikjian y cols., 2006, 2012; Stenvers y Findlay, 2010). 

Los ovarios controlan a la secreción de las gonadotropinas hipofisarias 

principalmente por los esteroides sexuales (andrógenos, estrógenos y progesterona) 

(Drummond, 2006).  Aunque la mayoría de los efectos de los esteroides ováricos sobre las 

gonadotropinas están mediados por el hipotálamo por medio de la liberación de GnRH, 

los esteroides también actúan directamente sobre los gonadotropos (Naftolin y cols., 

2007; Maeda, 2010). Los efectos de la progesterona y el estradiol pueden ser inhibitorios 

o estimulantes respectivamente y dependen del sexo, la especie, el medio hormonal, 

mientras que la testosterona tiene un efecto inhibitorio exclusivamente (Ciechanowska, 

2008; Maeda, 2010; Moenter y Chu, 2012). 

 La estimulación de los receptores a LH (LHR) regula la síntesis de las hormonas 

esteroides y la ovulación (Ascoli & Puett 2009; Troppmann y cols., 2013). El receptor DE 

LH tiene afinidad para la LH y hCG, mientras que el receptor a FSH (FHSR) es una proteína 
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cuya estimulación regula el desarrollo del folículo y la síntesis de estrógenos (Dias y cols., 

2002; Simoni y Casarini, 2014). En la rata, el gen que codifica al LHR está formado  por 70 

Kb de ADN y consiste en 11 exones, mientras que el gen que codifica para el FSHR tiene 

190 Kb de ADN y contiene 10 exones Simoni y Casarini, 2014; Choi y Smitz, 2014). Ambos 

receptores se encuentran en el ovario y pertenecen a la familia de los receptores a 

rhodopsina/β2-adrenérgicos acoplados a proteínas G (Ulloa-Aguirre y cols., 2007; Ascoli 

& Puett, 2009; Choi y Smitz, 2014).  

 

1.4.3 Hormonas secretadas por los ovarios 

Los ovarios secretan hormonas esteroides y hormonas polipeptídicas 

(Drummond, 2006; Sellix, 2014). Las hormonas esteroides que sintetizan los folículos son 

tres: progesterona, andrógenos y estrógenos, todas derivadas del colesterol (Fig. 7). 

Todas las hormonas esteroideas tienen en su estructura al ciclo pentano-perhidro-

fenantreno. Estas hormonas son liberadas al torrente sanguíneo y actúan sobre el propio 

ovario y otros órganos incluyendo al SNC. 

El colesterol es un compuesto de 27 carbonos, que presenta 3 anillos hexano, un 

pentano, una cadena alifática de 8 carbonos en el C-17,  dos grupos metilo en los 

carbonos 10 y 18,  un OH en el carbono 3 y un doble enlace entre C5-C6 (Fig. 7) 

(Drummond, 2006; Strauss, 2009; Kazeto y cols., 2011; Miller y Auchus, 2011). Las 

lipoproteínas son las encargadas de internalizar el colesterol a la célula. Por la acción de 

varias enzimas, que en conjunto reciben el nombre de P450, la molécula de  colesterol 

presenta cambios estructurales, entre los que se encuentra la pérdida de carbonos lo que 

da origen a los progestágenos  con 21 carbonos, andrógenos con 19 carbonos y 

estrógenos con 18 carbonos (Drummond, 2006; Strauss, 2009; Kazeto y cols., 2011; Miller 

y Auchus, 2011). 

El primer paso de la vía esteroidogénica es la conversión del colesterol a 

pregnenolona (Fig. 7). La reacción ocurre en las mitocondrias de las células de la teca 

interna que contienen a la enzima citocromo P450 (CYP11A) y su función es escindir la 

14 
 



  

cadena lateral del colesterol. Esta reacción es el paso limitante en la esteroidogénesis 

(Drummond, 2006; Strauss, 2009; Kazeto y cols., 2011; Miller y Auchus, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 7. Ruta biosintética de las hormonas esteroides sexuales.  Modificado de Strauss, 2009. 
 

Las vesículas lipídicas almacenan a los precursores de la síntesis de hormonas 

esteroides en forma de ésteres de colesterol. El colesterol es transportado a la 

mitocondria por la proteína de regulación esteroidogénica aguda (StAR). La proteína 

StAR parece mediar la regulación trófica aguda de la síntesis de hormonas esteroideas 

(Manna y cols., 2009; Miller y Auchus, 2011) 

El retículo endoplásmico liso contiene las enzimas restantes necesarias para 

producir andrógenos. La pregnenolona se metaboliza por dos diferentes enzimas: la  3β-

Hidroxiesteroide Deshidrogenasa (3βHSD) que provoca la deshidrogenación del grupo 

hidroxilo del carbono 3 y su conversión en grupo cetónico,  y la isomerización del doble 

enlace C5-C6 a C4-C5, lo que resulta en la formación de progesterona. En la segunda vía, 
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la enzima P450 17-hidroxilasa, 17,20-hidroxilasa (P450c17) cataliza la conversión de 

progesterona a dehidroepiandrosterona por una segunda oxidación del C17 que 

desprende la cadena lateral como acetato y genera una estructura de 19 carbonos 

precursora de andrógenos.  Asimismo, la P450c17 también cataliza la conversión de 

progesterona a androstenediona (Fig. 7) (Drummond, 2006; Strauss, 2009; Miller y 

Auchus, 2011). 

La androstenediona es convertida en testosterona por efectos de la 17β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD), por reducción del grupo ceto del C17, el cual 

es un paso limitante para su síntesis.  La androstenediona también es el sustrato para la 

formación  de estrógenos por acción de la aromatasa en las células de la granulosa del 

folículo. (Miller y Auchus, 2011). La aromatasa (P450arom) es una enzima localizada en el 

retículo endoplásmico de dichas células y convierte la androstenediona en estrona o la 

testosterona a 17β-estradiol. Cataliza tres hidroxilaciones separadas, las dos primeras 

dan lugar a la formación de las estructuras 19-hidroxi y 19-aldehído, y la tercera cataliza 

la pérdida del metilo 19, con desprendimiento de ácido fórmico y aromatiza el anillo A  

(Fig. 7) (Strauss, 2009; Miller y Auchus, 2011). 

Las células de la teca interna son las productoras exclusivas de los andrógenos 

ováricos, que son el sustrato para la producción de estradiol en las células de la granulosa 

vecinas (Strauss, 2009; Miller y Auchus, 2011). 

Las hormonas polipeptídicas que sintetiza el ovario son: la inhibina, activina y 

folistatina. La inhibina es un dímero que consiste de dos subunidades α y β. La subunidad 

β tiene dos formas la subunidad βA y la βB (Hall, 2009; Marino y Zanghi, 2013). La inhibina 

disminuye la expresión de la subunidad β de la FSH y tiene pocos o nulos efectos sobre la 

liberación de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Hall, 2009; Marino y 

Zanghi, 2013). 

La activina es una hormona formada por la dimerización de dos subunidades β 

idénticas y es sintetizada de manera ubicua.  En la hipófisis de la rata, tanto la activina A 

(que contiene dos subunidades αA) y la activina B (que contiene dos subunidades βB) 

estimulan la expresión de la cadena β de la FSH en los gonadotropos y de la síntesis del 
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GnRHR (Hall, 2009; Marino y Zanghi, 2013). Debido a que la activina A se produce en la 

hipófisis, actúa de forma parácrina en la regulación de la secreción de FSH. La activina B 

se sintetiza exclusivamente en los gonadotropos, lo que sugiere que tiene un papel 

autócrino en la síntesis de FSH (Hall, 2009; Marino y Zanghi, 2013). La activina promueve 

la diferenciación y proliferación de las células de la granulosa y la expresión de los 

receptores a FSH, por lo tanto juega un papel crucial en la transformación de los folículos 

preantrales, que no dependen del estímulo de las gonadotropinas,  a folículos antrales 

que son estrictamente dependientes de gonadotropinas (Knight y Glister, 2006; Marino y 

Zanghi, 2013) 

La folistatina es una hormona peptídica que se sintetiza en la hipófisis y que regula 

la secreción de las gonadotropinas. La folistatina es un potente inhibidor de la expresión 

y secreción de la cadena β de la FSH y su efecto es aditivo junto con la acción de la 

inhibina. La expresión de la folistatina en los gonadotropos es estimulada por GnRH y  

activina, mientras que la  inhibina y la testosterona disminuyen su secreción. La 

expresión de la folistatina tiene una autorregulación y un feedback inhibitorio. La 

regulación de la folistatina por la GnRH es dependiente de la frecuencia de los pulsos de 

la hormona, a mayor frecuencia mayor la expresión de la folistatina (Hall, 2009; Marino y 

Zanghi, 2013). 

 

1.5 Ciclo reproductivo 

En los roedores de laboratorio como el ratón, el hámster y la rata se presentan 

ciclos estrales de aproximadamente cuatro días con ovulación espontánea (McMillan, 

1998; Freeman, 2006; Goldman, 2007). En la rata las fases del ciclo estral tienen 

duraciones variables, las cuales se detallan a continuación: 

Diestro-1: Durante esta fase las concentraciones plasmáticas de LH, FSH, bajas y 

presentan pequeñas fluctuaciones cíclicas. La concentración de estrógenos es baja en la 

mañana de ese día y comienza a incrementar en la tarde, mientras que la de progesterona 

presenta un aumento entre las 10:00 del diestro 1 y las 01.00 del diestro 2 (Smith y cols. 

1975). En el ovario se observan folículos en todas las etapas de crecimiento, excepto 
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folículos preovulatorios. El epitelio vaginal está formado la membrana basal y  2-3 capas 

de células epiteliales unidas a la membrana basal; el frotis vaginal revela la presencia de 

algunas células epiteliales nucleadas, leucocitos polimorfonucleados y moco (Freeman, 

2006; Goldman, 2007). 

 

 

 

 

Figura 8. Perfil de secreción de gonadotropinas y esteroides sexuales en los diferentes días y 
horas del ciclo estral de la rata.  Tomado de Freeman, 2006. 
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Diestro-2: Durante la tarde de este día, las concentraciones plasmáticas de FSH, 

LH y prolactina se mantienen bajas, la concentración plasmática de progesterona es 

menor que en el diestro-1 y la de estrógenos sigue aumentando lentamente. Las células 

del epitelio vaginal aumentan su proliferación; el frotis vaginal presenta gran cantidad de 

leucocitos polimorfonucleares con escasa cantidad de células epiteliales. La acción 

creciente de los estrógenos sobre el útero resulta en un aumento en la irrigación 

sanguínea y proliferan las células que forman las capas del epitelio uterino (Freeman, 

2006; Goldman, 2007). 

Proestro: El frotis vaginal del proestro, es caracterizado por una completa 

ausencia de leucocitos y predominancia de células epiteliales nucleadas. Las 

concentraciones plasmáticas de estrógenos continúan en aumento gradual hasta 

alcanzar su máxima concentración, seguido de su caída en la tarde (“pico” preovulatorio 

de estrógenos). Por su parte, durante la mañana del proestro, las concentraciones de 

FSH, LH y prolactina se mantienen bajas; cuando se produce la caída brusca de 

estrógenos, las concentraciones plasmáticas de prolactina y progesterona se 

incrementan rápidamente hasta alcanzar un máximo (picos preovulatorios de prolactina 

y progesterona) seguidas de una disminución que alcanza un mínimo en las primeras 

horas del día del estro. En la tarde del proestro la concentración plasmática de LH  

empiezan a aumentar y alcanzan su nivel máximo entre las 17:00 y 19:00 h de ese día (pico 

preovulatorio de LH). El rápido surgimiento de LH induce la ruptura folicular y la 

ovulación. La secreción de FSH es muy similar a la LH, inicia su incremento desde la tarde 

del proestro. Aunque los niveles de FSH y LH declinan a sus niveles basales al mismo 

tiempo, durante la madrugada del estro se produce un aumento secundario de FSH que 

culmina en la mañana del estro (Freeman, 2006; Goldman, 2007).   

Estro: Las concentraciones plasmáticas de estrógenos, progesterona, LH y 

prolactina disminuyen al mínimo (niveles hormonales basales), pero no la de FSH, que 

alcanza un segundo “pico” en la mañana de este día. Las capas del epitelio vaginal entran 

en regresión, produciéndose una descamación generalizada que en el frotis se hace 

evidente por la presencia de gran cantidad de células cornificadas sin núcleo. Las células 
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escamosas son el resultado de la maduración de las células nucleadas debido a que las 

células aumentan la síntesis de queratina, este proceso sucede en todos los epitelios poli 

estratificados planos. Durante las primeras horas de este día se produce la ovulación; si 

ocurre la fertilización de los ovocitos, la concentración plasmática de progesterona se 

mantiene alta asegurando así el implante de los huevos y su desarrollo. De no ocurrir la 

fertilización, la caída de la concentración plasmática de progesterona en el día del 

diestro-2, ocasiona una rápida regresión de las capas del endometrio uterino, el líquido 

de extravasación acumulado en la luz del útero es liberado y la serie de eventos 

endocrinos se reinician (Freeman, 2006; Goldman, 2007). 

 

1.6 La inervación ovárica como parte del sistema regulador de las funciones del 

órgano: ovulación y  secreción de hormonas 

Diversas estructuras cerebrales se conectan por vía multisináptica con los ovarios  

y participan en la regulación de sus funciones por un mecanismo nervioso que 

complementa a la vía hormonal (Domínguez y cols., 1998, 2003, 2012; Lara y cols., 2001; 

Aguado 2002; Dissen y cols., 2003; Gerendai y cols., 2005, 2009).  El control nervioso 

directo de los ovarios es considerado como el ajuste fino de la regulación del sistema. El 

otro control es llevado a cabo por las acciones de modulación autócrinas y parácrinas del 

ovario (Lawrence y Burden, 1980; Aguado, 2002; Gerendai y cols., 2005, 2009).  

Los ovarios reciben inervación por medio de fibras eferentes simpáticas y 

parasimpáticas que pertenecen al sistema nervioso autónomo (SNA). Las fibras 

simpáticas preganglionares se localizan en los segmentos torácico inferior y lumbar 

superior de la médula espinal. Las fibras parasimpáticas son de origen vagal. Estos 

nervios poseen fibras nerviosas aferentes que llevan información hacia el SNC se 

encuentran localizadas en los segmentos torácico inferior y lumbar superior del ganglio 

de la raíz dorsal y el ganglio nodoso del vago (Lawrence and Burden, 1980; Aguado, 2002, 

Gerendai, 2009). 

Las fibras nerviosas aferentes y eferentes del ovario liberan los neurotransmisores 

clásicos del SNA (noradrenalina, adrenalina y acetilcolina) (Mayerhofer y cols., 1998; 
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1999) y contienen otros neurotransmisores y neuropéptidos que incluyen a la serotonina, 

el GABA (Erdö y cols., 1985; Laszlo y cols., 1989), VIP (Dissen y Ojeda, 1999; Davoren y 

Hsueh, 1985, Aguado, 2002), sustancia P (Dees y cols., 1985, 1986; Ojeda y cols., 1985), el 

péptido relacionado con el gen de la calcitonina y galanina (Tsafriri y cols., 1994).  

En animales adultos existen diferencias en el número de ovocitos liberados por el 

ovario izquierdo y derecho, lo que depende de la inervación ovárica (Domínguez, y cols., 

1989). 

Los ovarios reciben su inervación por el NOS, el nervio del plexo ovárico (NPO) y el 

nervio vago (Lawrence y Burden, 1980; Aguado, 2002; Gerendai y cols., 2005). El NOS, se 

localiza en el ligamento suspensorio ovárico, ingresa al órgano a través del hilio y sus 

fibras se encuentran distribuidas alrededor de las células secretoras de hormonas, en la 

capa de células de la teca perifolicular en estrecha relación con la capa interna de las 

células de la teca y con las células intersticiales. La sección uni- o bilateral del NOS 

modifica la respuesta del ovario a las gonadotropinas (Domínguez y cols., 2003), por lo 

que se postula que la información nerviosa juega un papel importante en la regulación 

de la secreción hormonal y la ovulación. 

En la rata adulta, la sección unilateral del NOS resulta en la disminución o la falta 

de ovulación por el ovario desnervado, lo cual varía en función del día del ciclo estral en 

que se realizó la sección (Chávez & Domínguez, 1994). 

Resultados similares se encontraron cuando la sección del NOS se realizó en 

animales prepuberales (Morales y cols., 1993). Los animales prepuberales con sección del 

nervio ovárico superior izquierdo no ovularon aún con la administración de 

gonadotropina coriónica equina (PMSG). En las ratas con sección del NOS bilateral la tasa 

de animales ovulantes del ovario derecho es 50% más bajo que del izquierdo (Morales y 

cols., 1998). 

Cuando se secciona el NOS en ratas de 4 días de edad, se retrasa la edad de la 

apertura vaginal, existe un desajuste en el ciclo estral y un número mayor de cuerpos 

lúteos en los ovarios, probablemente debido a la atenuación del proceso luteolítico. Los 

niveles  plasmáticos de FSH, prolactina y hormona del crecimiento son menores en las 
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ratas con la sección del NOS que en los controles, mientras que la de estradiol y de NA 

son mayores (Forneris y Aguado, 2002). El NPO inerva principalmente los vasos 

sanguíneos (Gerendai, y col, 2005). Por técnicas de marcaje fluorescente se ha mostrado 

que el NOS y el NPO llegan de las neuronas post-ganglionares localizadas en el complejo 

del ganglio celiaco mesentérico superior (Aguado, 2002). 

La lesión del plexo cervico-vaginal modifica el ciclo estral en cobayas (Buño  y 

cols., 1975) y la ovulación en la rata (Domínguez y col. 1981). El plexo cervico-vaginal 

morfológicamente está formado por neuronas catecolaminérgicas  que contribuyen a la 

inervación del ovario. La lesión del plexo cervico-vaginal prolonga la presencia de diestro 

vaginal en el ciclo estral (Aguado, 2002). 

De acuerdo con Sawyer & Clifton (1980), la inervación aminérgica del hipotálamo 

influye en la secreción de la hipófisis de una forma modulada. La NA es estimulante, la    

5-HT es inhibitoria y la dopamina (DA) es neutral en la influencia del pico preovulatorio 

de la LH en el proestro en ratas ovariectomizadas. 

Por otra parte, la localización de las fibras colinérgicas en el ovario no es 

completamente clara, como en el caso de las fibras adrenérgicas; aunque algunas 

estructuras del SNC participan en la regulación de las funciones ováricas por medio del 

nervio vago (Gerendai y cols., 2000). 

Los efectos de la vagotomía unilateral son diferentes en el ovario derecho e 

izquierdo, por lo que se sugiere  que la información transportada por el nervio vago 

derecho e izquierdo es diferente (Chávez y cols., 1987). A partir de resultados 

experimentales y hechos normales y patológicos, se considera que la estructura, la 

funcionalidad y los mecanismos de regulación de los ovarios son asimétricos y varían 

durante el ciclo estral (Domínguez y cols., 2003). 

Estudios de D’Albora y cols., (2002) y Ojeda y cols.,  (1985), muestran la presencia 

de ganglios y neuronas aisladas en los ovarios de algunas cepas de ratas, primates y 

humanos. Las neuronas aisladas están dispersas a lo largo de venas sanguíneas del 

ovario, la médula y cerca de los folículos. Algunas neuronas presentan 

inmunorreactividad a la TH, otras al NPY.   
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La denervación noradrenérgica periférica inducida por la administración de 

sulfato de guanetidina disminuye el contenido de NA, el cual es mayor en el ovario 

izquierdo que el derecho. La concentración de estrógenos y progesterona en el suero, así 

como el número de folículos y sus diámetros fueron diferentes según el día del ciclo estral 

en el que fue realizado el tratamiento (Trujillo & Riboni, 2002). 

En la rata, la inyección de lidocaína y NA en el ovario afecta la ovulación y depende 

del ovario tratado. En animales con administración de lidocaína-NA en el ovario izquierdo 

intacto antes de la extirpación del ovario derecho no ocurre la ovulación. De forma 

contraria en el ovario derecho intacto sujeto al mismo tratamiento antes mencionado, 

ocurre ovulación. Al inyectar hCG no se recupera la ovulación (Domínguez y cols., 1998). 

 

1.7 Las catecolaminas en el ovario 

La NA modula la respuesta de los folículos y la glándula intersticial a las 

gonadotropinas, lo que estimula la esteroidogénesis (Bodis y cols., 1992) y el desarrollo 

folicular (Lara y cols., 1990). En el ovario humano la concentración de NA es mayor que la 

de DA (Mayerhofer y cols., 1997; Lara y cols., 2001). 

Existen pocos estudios sobre el papel funcional de la DA en la regulación de la 

respuesta del ovario a las gonadotropinas. Estudios in vitro muestran que en el folículo 

ovárico hay actividad de la dopamina-β-hidroxilasa (DBH) enzima limitante de la síntesis 

de NA a partir de DA. La NA interactúa con los receptores α y β-adrenérgicos presentes en 

las células de la granulosa  (Forh y cols., 1993; Young y cols., 2005). En la Macaca mulatta, 

los ovocitos capturan DA y la usan como precursor de NA (Mayerhofer y cols., 1998).  Así, 

la DA del ovario actúa en los ovocitos como precursor de NA. También es posible que 

participe en la regulación de la función de células endócrinas y nerviosas, por ejemplo en 

la regulación de  la secreción de esteroides sexuales o en la estimulación del crecimiento 

folicular (Wiesak y cols., 1990; Mayerhofer y cols., 1997).   

La DA actúa por su unión a cinco tipos de receptores (DA1-DA5), los cuales se 

clasifican en dos familias que incluyen los DA1 y DA5 y otra los receptores DA2, DA3 y DA4. 

En el ovario humano y de la yegua las células de la granulosa presentan receptores DA1 
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(Mayerhofer y cols., 1999; 2000; King y cols., 2005). En células de la granulosa aisladas de 

folículos preovulatorios de mujeres tratadas con gonadotropinas para  la realización de 

la  fertilización in vitro, la activación de los receptores de tipo D1 por medio de agonistas 

selectivos, así como la administración de DA no afectan la síntesis de progesterona 

(Mayerhofer y cols., 2000).  

La activación de los receptores D1 se asocia con la elevación de AMPc y el 

incremento de la fosforilación de la DARPP-32, un tercer mensajero de la cascada de la 

DA, así como de otras moléculas de señalización del ovario y otros tejidos. Aunque los 

receptores a DA están presentes en el ovario y más específicamente en las células de la 

granulosa, no existe suficiente información sobre el significado funcional de la unión de 

la DA a sus receptores DA1 y DA2 en la regulación de las funciones del ovario.  

A partir de los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, se sugiere que las 

diferencias en el papel que tiene la DA en la regulación de la función reproductiva se 

deben a los modelos experimentales utilizados, ya que los efectos funcionales de la unión 

de la DA a sus diversos receptores varían durante el ciclo estral (Domínguez y cols., 1987; 

Morán y Domínguez, 1995). 

La inyección intramuscular de haloperidol (HLP), un antagonista de los receptores 

DA2>DA1, en los días del estro o diestro-1, bloqueó la ovulación al día del estro esperado,   

y  fue menos efectiva cuando se administró en el diestro-2 o el proestro. Estos resultados 

son interpretados como una prueba de que el sistema dopaminérgico participa en la 

regulación de la secreción de gonadotropinas necesarias para la ovulación;  que está 

relacionado con las modificaciones en el crecimiento y la maduración folicular ya que se 

retrasa el reclutamiento de nuevos folículos normalmente inducidos por FSH y que su 

participación en la secuencia de los eventos neuroendocrinos que culminan en la 

ovulación, es fundamental en la primera mitad del ciclo estral (Domínguez y cols., 1987). 

También se ha re-evaluado la participación de la DA en la regulación del ciclo 

estral y la ovulación espontánea de la rata y se han confirmado las observaciones 

anteriores (Morán y Domínguez, 1995).  La administración subcutánea de una dosis única 
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de HLP en la primera (Ramírez-Ávila 2001) o en la segunda mitad del ciclo estral prolonga 

17 días la aparición del siguiente estro vaginal (Pastelín-Rojas, 2003). 

 En este periodo hay una inhibición del desarrollo folicular y un aumento de los 

índices de atresia independiente del momento del ciclo estral en que se realiza el bloqueo 

de los receptores dopaminérgicos. Si bien estos efectos pudieran ser explicados por la 

interrupción de la secreción de gonadotropinas, el reemplazo hormonal diario con GnRH 

en dichos animales fue ineficaz para restablecer la función ovárica y el ciclo estral antes 

de los 17 días de la aparición del estro vaginal (Vargas-Torres, 2002). En conjunto, a partir 

de los resultados reseñados se propone que el bloqueo farmacológico de los receptores 

DA1 y DA2 afecta la secreción de las gonadotropinas y sus acciones en los ovarios. 
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II. JUSTIFICACIÓN 
Existe un creciente interés por esclarecer las causas de diferentes síndromes y 

patologías ováricas que producen infertilidad o cuadros de anovulación crónica 

causados por desórdenes periféricos o disfunciones del eje hipotálamo-adenohipófisis-

ovario (Gerendai y cols., 2009). Los trastornos reproductivos de la mujer son ocasionados 

por una deficiencia en los mecanismos de emisión o recepción de señales humorales y 

por alteraciones en las señales nerviosas que regulan la función fisiológica del ovario 

(Parra y cols., 2007). 

Estudios de las dos décadas pasadas permiten sugerir la existencia de una vía 

nerviosa directa entre el ovario y el SNC que pudiera ejercer su acción de una forma 

complementaria a las hormonas secretadas por la hipófisis (Gerendai y cols., 2009). 

Los antecedentes muestran el papel crítico que desempeña la DA en la regulación 

de la función reproductiva de la hembra en relación con las vías de comunicación 

neuroendocrinas y endocrinas y ponen de manifiesto los efectos del bloqueo sistémico 

de los receptores dopaminérgicos sobre el funcionamiento del eje hipotálamo-hipófisis-

ovario (Domínguez y cols., 1987; Moran y cols., 1995). Al presente, no existen evidencias 

claras de la función fisiológica y reproductiva que tiene la DA y sus receptores en el ovario, 

sea como un neurotransmisor clásico, como un neuromodulador o como un precursor de 

NA. Si bien se ha detectado la presencia de DA y de sus receptores en diferentes 

compartimientos de la gónada femenina y se discute su papel funcional en este órgano 

(Mayerhofer et al. 1999, Mayerhofer et al. 2000, King et al. 2005, Rey-Ares et al. 2007). 

Si la DA ovárica actúa como un modulador estimulante, inhibitorio o ambos de las 

acciones de otros neurotransmisores (tal es el caso de la NA y el VIP) (Parra y cols., 2007; 

Greiner y cols., 2008), o de las hormonas clásicas que participan en los mecanismos que 

regulan las funciones ováricas (Adashi & Hsueh, 1981),  se explicarían los cambios sobre 

la respuesta ovulatoria y sus efectos sobre el desarrollo folicular, observados en los 

estudios del bloqueo sistémico de sus receptores (Domínguez et al., 1987). Sin embargo, 

no hay estudios que confirmen la presencia de DA en la terminales sinápticas, tanto 

  



  

aquellas de origen extrínseco (Lara y cols., 2002) como las provenientes de neuronas 

ováricas intrínsecas (D’Albora y cols., 2002; Dees y cols., 2006). 

Dado que no existen evidencias claras sobre el papel funcional de la DA sobre la 

regulación fisiológica del ovario, en el presente estudio se analizó el roles de la inervación 

dopaminérgica de los ovarios en particular con los mecanismos que controlan el 

desarrollo folicular y la ovulación de la rata adulta. Para ello se analizaron los efectos del 

bloqueo de los receptores DA1 y DA2 directamente en los ovarios y algunos de los 

mecanismos reguladores de la ovulación que fueron alterados por la falta de la unión de 

la DA a sus receptores. 
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III. HIPÓTESIS 
En la rata adulta, el bloqueo farmacológico de los receptores dopaminérgicos en 

el ovario inducirá un retraso en la ovulación espontánea que dependerá de alteraciones 

en la liberación de la señal endocrina hipotalámica y de la señal estimulante estrogénica, 

según el día y la hora del ciclo estral en que se realiza el tratamiento.  

IV. OBJETIVO GENERAL 
Analizar los efectos fisiológicos y bioquímicos del bloqueo farmacológico de los 

receptores dopaminérgicos DA1 y DA2 en los ovarios, a diferentes horas de cada día del 

ciclo estral sobre la ovulación espontánea, la actividad hormonal esteroidogénica y  

catecolaminérgica de los ovarios al día del estro esperado. 

V. OBJETIVOS PARTICULARES 
1) Analizar el efecto del bloqueo farmacológico de los receptores dopaminérgicos 

ováricos  a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día del ciclo estral sobre la ovulación 

de la rata adulta cíclica.  

2) Examinar los efectos del reemplazo de las señales hormonales: hipotalámica y 

ovárica, en los animales con bloqueo de los receptores dopaminérgicos ováricos. 

3) Cuantificar las hormonas esteroides: progesterona y estradiol en los animales no 

ovulantes que fueron sometidos al bloqueo farmacológico de los receptores 

dopaminérgicos ováricos. 

4) Estudiar la presencia de las enzimas tirosina hidroxilasa, dopamina-β-hidroxilasa 

y de la proteína fosforilada DARPP-32  en los ovarios de ratas sometidos al bloqueo 

farmacológico de los receptores dopaminérgicos DA1 y DA2 en el día del estro y 

diestro-1. 

5) Cuantificar los cambios en el ARNm de la P450 aromatasa ovárica en los animales 

con bloqueo farmacológico de los receptores DA1 y DA2 en el diestro-1. 

  



VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
6.1 Diagrama de trabajo  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ratas hembra de 200-250
g con evaluación de 3
ciclos consecutivos de 4
días

Estro Diestro-1 Diestro-2 Proestro Estro
esperado

 Sacrificio por decapitación a las 9:00 h
 Conteo de ovocitos en los oviductos
 Disección de ovarios para la

determinación de las proteínas TH, DBH y
DARPP-32 por inmunohistofluorescencia

 Determinación de hormonas esteroides:
P4 y E2 por RIA

 Cuantificación del ARNm de la enzima
P450 aromatasa en el ovario por qRT-PCR

Laparatomía dorsolateral de ratas para inyección de 20 μL 
de antagonistas dopaminérgicos dentro de las bursas

ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h

GRUPOS:
Control: Solución salina o Ácido áscorbico 0.1%
Sham: Laparotomía sin administración de antagonistas
HLP: 100 μg/ 20 μL
EEDQ: 100 μg/20 μL
SCH-23390: 100 μg/20 μL
SPD: 200 μg/ 20 μL

Reemplazo hormonal
Benzoato de Estradiol 10 

μg s.c a las 14:00 h

Reemplazo hormonal
GnRH sintética 3.7 μg/kg 

i.m. a las 14:00 h

Ciclo estral



  

6.2 Sujetos de experimentación 

 Todos los procedimientos descritos en el presente estudio fueron desarrollados 

de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana del cuidado y manejo de animales de 

laboratorio (NOM-062-ZOO-1999) y fueron aprobados por el Comité del Bioterio “Claude 

Bernard” de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla. 

 Se utilizaron ratas hembra adultas de la cepa CII-ZV de 200 a 250 g de peso, 

mantenidas en fotoperiodo controlado de 14 h luz y 10 h de oscuridad (luces encendidas 

de las 05:00 a 19:00 h) con acceso a agua y alimento ad libitum. Los animales fueron 

colocados en cajas de acrílico en grupos de cinco. 

  

6.3 Registro del Ciclo Estral 

Se realizó el registro de los cambios del epitelio vaginal por medio de frotis obtenidos 

de la mucosa vaginal; el registro se realizó diariamente entre las 9:00 y 10:00 h a lo largo 

del experimento. En el estudio sólo se utilizaron  animales que presentaron al menos tres 

ciclos consecutivos de cuatro días de duración: estro, distro-1, diestro-2 y proestro 

(animales cíclicos),  distribuidos en los diferentes grupos experimentales. 

 

6.4 Procedimiento quirúrgico 

Las intervenciones quirúrgicas se realizaron bajo anestesia con éter entre las 8:00 

y las 9:00 h, las 13:00 y las 14:00 h o las 20:00 y las 21:00 h de cada día del ciclo estral (estro, 

diestro-1, diestro-2 y proestro). 

Una vez anestesiados los animales, se les practicó una incisión dorsal en el lado 

izquierdo o derecho que abarcó piel y músculo, y se exteriorizó el ovario respectivo 

localizando la bolsa que lo recubre (bursa ovárica), en donde se introdujo una jeringa 

Hamilton de 100 μL (Hamilton, USA) con una aguja de 29 mm. Con ayuda de una bomba 

de infusión nanomolar Nano-Injector, Stepper Motorized (Stolting Co., USA), calibrada 
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para administrar 20 μL en 20 segundos, se inyectaron los antagonistas dopaminérgicos 

de acuerdo al grupo experimental a trabajar. 

Los antagonistas dopaminérgicos utilizados en este estudio fueron:  

Haloperidol clínico [5 μg/μL] (Pulsit, PRECIMEX S. A. de C.V. Edo. de México), un 

antagonista de los receptores DA-2>DA-1 el cual fue obtenido por autorización del 

bioterio “Claude Bernard” de la BUAP.  

N-(2-etoxi-1,2-dihidroquinolina) carboxilato de etilo (EEDQ, Sigma-Aldrich Co. 

USA) [5 μg/μL], el cual inactiva irreversiblemente varios sitios de los receptores acoplados 

a proteínas G incluyendo el dopaminérgico (Henry and Roth, 1984).  

Hidrocloruro de R(+)-7-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-

benzazepina (SCH-23390) [5 μg/μL], antagonista selectivo de los receptores DA-1. 

 Sulpiride [10 μg/ μL] (SPD; Sigma-Aldrich Co. USA), antagonista selectivo de los 

receptores DA-2 y DA-5. 

Como índice de comparación, se incluyeron grupos con operación simulada, en 

los que únicamente se practicó una incisión en piel y músculo sin tocar ningún órgano o 

grupos control en los que se administró solución salina  o ácido ascórbico 0.1%. 

Al término de la cirugía, la herida fue tratada con antiséptico y los animales fueron 

devueltos a su caja de acrílico correspondiente. Al siguiente día se reanudó la toma de 

frotis vaginal. Los animales fueron sacrificados al siguiente estro vaginal esperado 

independientemente si la citología vaginal presentaba células epiteliales cornificadas.  

 

6.5 Preparación de los fármacos 

El HLP fue utilizado directamente de la marca comercial clínica Haldol (Janssen-Cilag 

México) a una concentración de 5mg/mL. 

De acuerdo a la información que proporciona la literatura, el EEDQ (Cat. 14983-7; 

Sigma Aldrich Inc.) se preparó a una concentración de 5 mg/mL y para su dilución se 

utilizó una mezcla 1:1 de etanol 96% y solución salina  (Hess et al, 1988; Levant et al, 1997). 
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El SCH-23390 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) se preparó a una 

concentración de 5 mg/mL y para su dilución se utilizó solución salina. 

El Sulpiride (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) se preparó a una 

concentración de 10 mg/mL y para su dilución se utilizó una solución de ácido ascórbico 

al 0.1% y una gota de ácido acético glacial. 

 

6.6 Preparación de Hormonas  

Solución Stock de GnRH (40 μg/mL): se pesaron 2 mg de GnRH sintética (LHRH, 

Cat. L-1898; Sigma Inc.), los que se diluyeron en 10 mL de agua destilada; la solución se 

aforó a 50 ml.   

Solución de GnRH sintética: Se tomó 1 ml de solución stock  y se aforó hasta 5 mL 

de agua destilada, la concentración de la solución resultante fue de  8 μg/mL. 

Solución de Benzoato de Estradiol. De acuerdo con Everett y Sawyer (1949) se 

pesaron en balanza de precisión 20 mg de cristales de Benzoato de Estradiol (BE; Sigma 

Products Inc., Catálogo: B-8515, β-Estradiol 3-benzoate). Los cristales se disolvieron en 

100 µL de acetona seguido de la incorporación de 900 µL de aceite vegetal de canola 

(Solución Stock a concentración final de: 20 mg/mL). Inmediatamente, se tomaron 10 µL 

de la solución stock de BE y se aforó a 1 ml (1000 µL) con aceite vegetal de canola puro 

(Solución Oleosa a concentración final de: 0.2 mg/mL). La solución oleosa de BE se 

guardó en frasco ámbar con sello de goma. 

 

6.7 Procedimiento de Autopsia 

Los animales fueron pesados en una balanza granataria, se les tomó frotis vaginal 

e inmediatamente fueron sacrificados por decapitación entre las 9:00 y 11:00 h del estro 

vaginal esperado. La sangre del tronco fue obtenida y centrifugada a 3000 rpm por 15 

min. Se disecaron los oviductos y se inspeccionaron para buscar ovocitos bajo el 

microscopio estereotáxico, los cuales fueron contados siguiendo la metodología del 

grupo de investigación (Morales y col. 1993). Se disecaron y pesaron los ovarios y el útero. 
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Los ovarios fueron inmediatamente congelados a -70 °C hasta el momento de la 

extracción del ARNm de la P450 aromatasa por qRT-PCR. 

En otros grupos experimentales se realizó una perfusión intracardiaca con 

solución salina para la exanguinación seguida de la perfusión de paraformaldehído al 4% 

(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) para la fijación del tejido ovárico y la posterior 

determinación de proteínas por inmunofluorescencia. 

 

6.8 Reemplazo hormonal en animales tratados con antagonistas dopaminérgicos 

Únicamente se hicieron reemplazos hormonales de aquellos grupos que 

presentaron una tasa de ovulación menor al 50%. Estos grupos donde se observaron 

fallas en la ovulación espontánea fueron sometidos a cirugía dorso bilateral, siguiendo el 

protocolo explicado anteriormente. Posteriormente fueron tratados con una dosis única 

de GnRH sintética o Benzoato de Estradiol como se describe a continuación: 

Reemplazo de la Señal Hipotalámica: 

A las 14 horas del día del proestro esperado posterior a la cirugía, se administraron 

3.7 µg/kg peso de GnRH sintética de forma intramuscular. 

Reemplazo de la Señal Ovárica: 

A las 14 horas del día del diestro-2 esperado posterior a la cirugía, se 

administraron 10 µg de Benzoato de Estradiol de forma subcutánea.   

Los animales se sacrificaron en la mañana del estro esperado 

independientemente si la citología vaginal presentaba o no células epiteliales 

cornificadas. 

 

6.9 Cuantificación de hormonas esteroides en suero: estrógenos y progesterona  

Las concentraciones de hormonas esteroides: P4 y E2 fueron medidas en suero 

utilizando Radio Inmuno Ensayo (RIA) de fase sólida. Los kits fueron comprados a 

Diagnostic Products (Los Ángeles California, EUA). Se adicionaron 100 μL de muestra 

problema a tubos e polipropileno que contenían el anticuerpo específico anti-
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progesterona-I125 y anti-estradiol-I125 respectivamente, además de 1 mL de hormona 

radioactiva I125. La mezcla se agitó por un minuto y se incubó durante tres horas a 

temperatura ambiente. Después se decantó y finalmente se determinó la concentración 

de hormonas en función de las cuentas por minuto y de una curva de calibración. 

 

6.10 Determinación de la presencia de TH, DBH y DARPP-32 en los ovarios 

por inmunohistofluorescencia  

Los ovarios obtenidos de los animales perfundidos fueron colocados en buffer de 

fosfatos (PBS) a pH 7.4 durante 24 h y posteriormente se colocaron en soluciones de 

sacarosa al 10, 20 o 30%  cada 24 h para su criopreservación. 

El tejido ovárico fue cortado en secciones de 20 µm de grosor en el criostato 

(Microm HM 505 N) a -20 °C. La identificación inmunohistoquímica fue realizada como lo 

reporta Dees y cols., 1995 con algunas modificaciones. 

Las secciones fueron descongeladas a temperatura ambiente, se lavaron tres 

veces por 10 min en buffer de fosfatos en potasio (KPBS) y fueron incubadas por 30 min 

en tritón-PBS al 0.5%. Posteriormente se trataron con suero normal de cabra al 2% y se 

incubaron con el anticuerpo primario durante 36 h a 4°C. 

Los anticuerpos primarios utilizados fueron policlonales de conejo: TH (1:200 

Santa Cruz Biotechnology Inc.),  DBH (1:200 Santa Cruz Biotechnology Inc.) y p-DARPP-32 

(Thr 75) (1:500 Santa Cruz Biotechnology Inc.). 

Después de la incubación del anticuerpo primario,  los tejidos se lavaron dos veces 

con tritón-PBS al 0.5% y dos veces con suero normal de cabra al 2% durante 15 min, y 

acto seguido se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a 

fluoresceína (1:100 Santa Cruz Biotechnology Inc.) durante una hora. 

Al finalizar la incubación del anticuerpo secundario, los tejidos se lavaron tres 

veces con PBS por 20 min y se incubaron con un anticuerpo primario policlonal de ratón 

para Actina (1:100 Santa Cruz Biotechnology Inc.) por dos horas. Se realizaron dos 

lavados con tritón-PBS al 0.5% y dos lavados con suero normal de cabra al 2% y 
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posteriormente los tejidos se incubaron con un anticuerpo secundario anti-ratón 

acoplado a rhodamina (1:100) por una hora, seguido de tres lavados con PBS por 20 min. 

Los cortes fueron teñidos con DAPI-Vecta-Shield (Vector Laboratories) para contra teñir 

núcleos. 

Las observaciones y el análisis de la inmunorreactividad de los anticuerpos en los 

folículos ováricos se realizó en un microscopio de fluorescencia acoplado a una lámpara 

de mercurio con filtros: rojo, verde y azul (Olympus BX41). El registro de las imágenes se 

capturó por medio de una cámara digital acoplada al microscopio por medio del objetivo 

10X y 40X. Las fotomicrografías obtenidas en formato JPEG del software Image Pro, se 

almacenaron y posteriormente se analizaron con ImageJ software. Se utilizaron seis 

cortes seriados de cada grupo para analizar los folículos ováricos en diferentes etapas de 

crecimiento. 

 

6.11 Determinación del ARNm de P450 aromatasa en ovario 

A los ovarios de los animales inyectados con antagonistas dopaminérgicos DA1 o 

DA2 en las bursas ováricas se les extrajo el ARN total por la técnica del reactivo de Trizol. 

Cada ovario fue homogenizado en frío con pistilo estéril frío en tubos eppendorf de 1.5 

mL con 350 μL de Tri Reagent (Sigma-Aldrich Co. USA). 

La concentración de ARN se determinó por absorbancia a 260/280 nm y su 

integridad se verificó por electroforesis en 0.7 o 0.8 % de agarosa en una solución 

amortiguadora Tris Ácido Bórico, EDTA 0.5% (TBE 0.5X). 

Los geles fueron visualizados mediante irradiación con luz ultravioleta en un 

transiluminador. El registro de resultados se realizó mediante fotografía digital. 

El ARNm de la proteína P450 aromatasa se analizó a partir del ADN 

complementario (ADNc) obtenido por la retrotranscripción de 100 ng de ARN total. La 

amplificación de la RT- PCR se realizó en 2 pasos. La reacción de RT-PCR consistió en un 

ciclo de desnaturalización a 97 °C por 5 min, seguido por 28 ciclos de amplificación 
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definidos a 96 °C por 30s, alineamiento a 55 °C por 30 s, y extensión a 72 °C por 1 min. Un 

ciclo final de extensión de 72 °C por 15 min fue incluido. 

Para estimar el nivel de transcritos de P450 aromatasa de ovario con bloqueo de 

los receptores dopaminérgicos, se realizó un análisis de qRT-PCR (Transcriptasa reversa 

y PCR en tiempo real), de un solo paso One Step (Applied Biosystem, USA).  

La reacción se realizó en un termociclador (Applied Biosystem, USA) y se llevó a 

cabo en un volumen de 25 µL incluyendo 12.5µL de 2X RT-PCR master mix QuantiTect 

SYBR Green, 3 µL del ADNc y 0.2 µM de cada uno de los primers diseñados para amplificar 

una parte de cada gen. Para cuantificar cada blanco transcrito se construyó una curva 

estándar con diluciones seriales de cDNA. La amplificación se desarrolló de forma 

siguiente: A 95°C por 10 min, y 40 ciclos de A 95°C por 15 s y diferentes temperaturas de 

alineamiento (55-60°C) por 15 s y la extensión a 72 °C por 1 min. El amplicón fue 

confirmado por disociación y electroforesis en gel de agarosa. El cálculo de los niveles de 

ARNm fue realizado por medio del ciclo umbral (CT). La CT para cada muestra se calculó 

por el software del sistema de PCR en tiempo real con detección de fluorescencia 

automatizada. 

 

6.12 Análisis estadístico de los resultados  

La tasa de animales ovulantes fue analizado con la prueba de probabilidad exacta 

de Fisher. El número de ovocitos se analizó por medio de la prueba de Kruskal-Wallis 

seguida de una prueba U Mann-Whitney. 

Las concentraciones de hormonas en suero y el ARNm de la P450 aromatasa 

fueron analizados por medio del software Graph Pad Instat3, Inc., (San Diego, CA, USA). 

Con una prueba U Mann-Whitney y una ANOVA de una vía con una prueba Dunnet post 

hoc. Se consideró significativa una p<0.05.  
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VII. RESULTADOS 
7.1 Efectos del éter como anestésico en ratas con operación simulada o con 

inyección de vehículo en la bursa ovárica sobre la ovulación 

Grupo de animales intactos que presentaron tres ciclos estrales consecutivos de 

cuatro días de duración fueron sacrificados a las 9:00 h del día del estro esperado y se 

cuantificaron los ovocitos. La tasa de ovulación en dichos animales fue de 27/27 y el 

número de ovocitos fue de 11.1 ± 0.6. 

Todas las cirugías se realizaron en animales anestesiados con éter debido a que 

los anestésicos convencionales son antagonistas adrenérgicos, los cuáles afectan los 

resultados experimentales.  

Las cirugías simuladas se realizaron en animales a diferentes días del ciclo estral 

y se sacrificaron al siguiente estro vaginal esperado. La tasa de ovulación de dichos 

animales fue de 32/37 y el número de ovocitos fue 11.3 ± 0.9 lo cual indica que ni las 

cirugías ni el éter afectan la ovulación en los animales. 

Al comparar la tasa ovulatoria de los animales intactos o con operación simulada, 

la inyección de los vehículos: solución salina o ácido ascórbico 0.1%, dentro de las bursas 

ováricas en cada día del ciclo estral no modificó la tasa de ovulación (27/27 vs 32/37, 

57/73), ni el número de ovocitos de los animales ovulantes (11.1 ± 0.6 vs 11.3 ± 0.9, 11.6 ± 

0.5). 

La tasa promedio de ovulación y el número de ovocitos antes mencionados fueron 

utilizados como grupo control para comparar los diferentes parámetros de los efectos 

del bloqueo de los receptores dopaminérgicos. 
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7.2 Efectos de la administración sistémica de antagonistas dopaminérgicos sobre 

la ovulación 

A grupos de animales (N=6) se les inyectaron los antagonistas dopaminérgicos 

fuera de las bursas ováricas a las mismas dosis que el experimento anterior, con la 

finalidad de analizar los efectos del bloqueo de los receptores dopaminérgicos sistémicos 

y compararlos con el efecto local. 

Ninguna de las ratas tratadas con HLP en estro o diestro-1 fuera de la bursa 

ovárica a las 8:00 o 13:00 ovularon (0/8). Las ratas administradas en diestro-2 o proestro 

con el tratamiento antes mencionado ovularon normalmente (8/8). 

La administración de SCH-23390 fuera de la bursa ovárica en ratas en estro, 

diestro-1 o diestro-2 a las 8:00 o 13:00 h no afectaron la ovulación (12/12). 

Ninguno de los animales inyectados con SPD fuera de la bursa ovárica en diestro-1 a las 

8:00 o 13:00 h ovularon (0/8).  

 

7.3 Efectos de la inyección de antagonistas dopaminérgicos DA-1 y DA-2 dentro 

de las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día del ciclo estral 

sobre la ovulación 

Como se muestra en la figura 9, el tratamiento con HLP (antagonista de los 

receptores DA-2>DA-1) en ratas en estro a las 13:00 o 20:00 h,  en diestro-1 a las 8:00, 13:00 

o 20:00 h o en diestro-2 a las 8:00 o 20:00 h, bloqueó la ovulación en el 100% de los 

animales. Solamente el 20% de las ratas inyectadas en estro a las 8:00 h ovularon. El 

número de ovocitos liberados por animal ovulante tratados en estro fue menor que el 

grupo vehículo (HLP: 6 vs control: 10.8 ± 1.7) (Tabla 1). 

En las ratas en proestro, la inyección de HLP en las bursas ováricas a las 13:00 h 

bloqueó la ovulación en 4/6 animales (Fig. 9), y no se afectó en las ratas inyectadas a las 

8:00 o 20:00 h. El número de ovocitos fue similar al vehículo (Tabla 1). 

La inyección del agente alquilante EEDQ (antagonista de los receptores DA-1 y DA-

2) en las bursas ováricas, a las 08:00 o 20:00 h del estro o a las 08:00, 13:00 o 20:00 h del 
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diestro-2, bloqueó la ovulación en el 50% de los animales tratados. El mismo tratamiento 

a las 13:00 h del día del estro, a las 08:00 o 13:00 h del diestro-1 bloqueó la ovulación en 

el 100% de los animales tratados (Fig. 10). El número de ovocitos liberados por animal 

ovulante fue similar al grupo vehículo (Tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Porcentaje de animales ovulantes inyectados con HLP (antagonista de los receptores DA-2>DA-1) 
[100 μg/ 20 μL] en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes días del ciclo estral. Los 
animales se sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro vaginal esperado (n=6).  *p<0.05 respecto al grupo 
vehículo con un test exacto de Fisher. 
 

TABLA 1. NÚMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR RATAS CON BLOQUEO DE LOS 
RECEPTORES DOPAMINÉRGICOS DA-2>DA-1 

 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Grupos Vehículo HLP Vehículo HLP Vehículo HLP 

Estro 10.8 ± 1.7 6 12.2 ± 0.7 0 9.0 ± 4.0 0 

Diestro-1 10.8 ± 1.7 0 12.8 ±  0.8 0 14.0 ± 1.0 0 

Diestro-2 11.3 ± 1.1 0 12.0 ± 0.9 12.0 7.3 ±2.4 0 

Proestro 12.6 ± 1.5 13.2± 1.0 11.3 ± 0.8 11.0 ± 0.6 14.3 ±1.4 11.0 ± 2.0 
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Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con HLP (antagonista dopaminérgico 
DA-2>DA-1) [100 μg/ 20 μL] en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día del ciclo estral. 
Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro vaginal esperado. ANOVA de una vía y una 
post-prueba de Kruskal Wallis *p<0.05 respecto al grupo vehículo.  
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Figura 10. Porcentaje de animales ovulantes inyectados con EEDQ (antagonista irreversible de los 
receptores dopaminérgicos DA-1 y DA-2) [100 μg/ 20 μL] en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h en 
los diferentes días del ciclo estral. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro vaginal 
esperado (n=6 por grupo).  *p<0.05 respecto al grupo vehículo con un test exacto de Fisher. 
 

 

 

TABLA 2. NÚMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR  RATAS CON BLOQUEO 
IRREVERSIBLE DE LOS RECEPTORES DOPAMINÉRGICOS DA-1 Y DA-2. 

 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Grupos Vehículo EEDQ Vehículo EEDQ Vehículo EEDQ 

Estro 10.8 ± 1.7 6.8 ± 1.3 12.2 ± 0.7 0 9.0 ± 4.0 11.5 ±1.5 

Diestro-1 10.8 ± 1.7 0 12.8 ±  0.8 0 14.0 ± 1.0 8.3 ±1.2 

Diestro-2 11.3 ± 1.1 8.0 ± 2.0 12.0 ± 0.9 10.6 ± 2.4 7.3 ±2.4 8.5 ± 3.5 

Proestro 12.6 ± 1.5 6.25 ± 1.1 11.3 ± 0.8 12.0 ± 0.7 14.3 ±1.4 9.0 ± 1.8 

 

 

 

08
:00

13
:00

20
:00

08
:00

13
:00

20
:00

08
:00

13
:00

20
:00

08
:00

13
:00

20
:00

0

20

40

60

80

100

EEDQVehículo
Diestro-1 Diestro-2 ProestroEstro

** *%
 d

e 
an

im
al

es
 o

vu
la

nt
es

Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con EEDQ (antagonista dopaminérgico 
DA-1 y DA-2) [100 μg/10 μL] a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día del ciclo estral. Los animales se 
sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro vaginal esperado.  ANOVA de una vía y una post-prueba de  
Kruskal Wallis *p<0.05 respecto al grupo vehículo.  
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7.4 Efectos de la  inyección de antagonistas dopaminérgicos DA-1 o DA-2 dentro 

de las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día del ciclo estral 

sobre la ovulación 

La inyección de SCH-23390 (antagonista dopaminérgico DA-1) dentro de las 

bursas ováricas de las ratas a las 8:00 h del diestro-2, proestro o estro no afectó la 

ovulación espontánea. El mismo tratamiento en ratas en diestro-1 a las 8:00 o 20:00 h, 

bloqueó  la ovulación en el 100% de los animales al estro esperado, y el efecto fue menor 

(33% de animales ovulantes) cuando el tratamiento se realizó a  las 13:00 h (Fig. 11). El 

número de ovocitos liberados por animal ovulante fue similar al del grupo control (Tabla 

3). 

La inyección de SPD (antagonista de los receptores DA-2) dentro de las bursas 

ováricas a las 20:00 h del estro, o a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-1, y a las 8:00 h del 

diestro-2, bloqueó  la ovulación en el 100% de los animales en el día del estro esperado 

(Fig. 12). El mismo tratamiento no tuvo efectos en las ratas tratadas a las 13:00 h o 20:00 

h del diestro-2 o a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del P ni a las 8:00 o 13:00 h del estro (Fig.  12). 

El número de ovocitos en los animales ovulantes fue similar al del  grupo control (Tabla 

4).  

 

7.5 Efectos de la administración de GnRH o BE en ratas con bloqueo de la 

ovulación por la inyección de antagonistas dopaminérgicos 

La inyección de GnRH i.m. a las 14:00 h del proestro esperado indujo la ovulación 

en el 100% de los animales tratados con HLP a las 8:00 o 20:00 h del estro, 8:00, 13:00 o 

20:00 h del diestro-1 y 20:00 h del diestro-2 y el mismo tratamiento produjo el 80% de 

animales ovulantes a las 13:00 h del estro o 8:00 h del diestro-2 (Fig. 13). El número de 

ovocitos liberados fue similar al grupo control (Tabla 5). 
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Figura 11. Porcentaje de animales ovulantes inyectados con SCH-23390 (antagonista de los receptores DA-
1) [100 μg/ 20 μL] en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes días del ciclo estral. Los 
animales se sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro vaginal esperado (n=6 por grupo).  *p<0.05 respecto 
al grupo vehículo con un test exacto de Fisher. 
 

 

 

TABLA 3. NÚMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR RATAS CON BLOQUEO 
IRREVERSIBLE DE LOS RECEPTORES DOPAMINÉRGICOS DA-1 

 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Grupos Vehículo SCH-23390 Vehículo SCH-23390 Vehículo SCH-23390 

Estro 10.8 ± 1.7 10.1 ± 0.9 12.2 ± 0.7 14.2 ± 1.1 9.0 ± 4.0 5.3 ± 2.9 

Diestro-1 10.8 ± 1.7 0 12.8 ±  0.8 11.0 ± 1.0 14.0 ± 1.0 0 

Diestro-2 11.3 ± 1.1 10.5 ± 1.8 12.0 ± 0.9 13.0 ± 1.8 7.3 ±2.4 12.3 ± 0.9 

Proestro 12.6 ± 1.5 12.0 ± 0.4 11.3 ± 0.8 10.0 ± 1.0 14.3 ±1.4 10.5 ± 1.4 
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Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con SCH-23390 (antagonista 
dopaminérgico DA-1) [100 μg/20 μL] a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día del ciclo estral. Los animales 
se sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro vaginal esperado.  ANOVA de una vía y una post-prueba de  
Kruskal Wallis *p<0.05.  
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Figura 12. Porcentaje de animales ovulantes inyectados con SPD (antagonista dopaminérgico DA-2) [200 
μg/ 20 μL] en las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes días del ciclo estral. Los 
animales se sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro vaginal esperado (n=6 por grupo).  *p<0.05 respecto 
al grupo vehículo con un test exacto de Fisher. 
 

 

TABLA 4. NÚMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR RATAS CON BLOQUEO 
IRREVERSIBLE DE LOS RECEPTORES DOPAMINÉRGICOS DA-2 

 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Grupos Vehículo SPD Vehículo SPD Vehículo SPD 

Estro 10.8 ± 1.7 12.8 ± 0.9 12.2 ± 0.7 12.7 ± 0.8 9.0 ± 4.0 0 

Diestro-1 10.8 ± 1.7 0 12.8 ±  0.8 0 14.0 ± 1.0 0 

Diestro-2 11.3 ± 1.1 0 12.0 ± 0.9 7.0 ± 1.7 7.3 ±2.4 2.0 

Proestro 12.6 ± 1.5 13.8 ± 0.9 11.3 ± 0.8 10.2 ± 0.8 14.3 ±1.4 4.0 ± 1.0* 
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Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con SPD (antagonista dopaminérgico   
DA-2) [200 μg/ 20μL] a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día del ciclo estral. Los animales se sacrificaron a 
las 9:00 h del siguiente estro vaginal esperado.  ANOVA de una vía y una post-prueba de  Kruskal Wallis 
*p<0.05 respecto al grupo vehículo.  
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La administración de GnRH a las 14:00 h del proestro esperado indujo ovulación 

en el 100% de los animales inyectados con EEDQ a las 13:00 o 20:00 h del estro, 8:00 o 

13:00  del diestro-1 y 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-2 (Fig. 14). El mismo tratamiento 

indujo la ovulación en el 75% de los animales inyectados a las 8:00 h del estro. El número 

de ovocitos liberados fue semejante al grupo control (Tabla 6). 

La administración de BE a las 14:00 h del diestro-2 esperado no indujo la ovulación 

en ninguno de los animales inyectados con HLP en las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 

20:00 h del diestro-1. El mismo tratamiento realizado en ratas inyectadas con HLP a las 

8:00 h del diestro-2 o a las 13:00 del día del estro,  indujo la ovulación en el 50% y el 40% 

de animales tratados y solo en el 20% de animales tratados a las 20:00 h del estro y 

diestro-2 (Fig. 15).  El número de ovocitos liberados por los animales inyectados con BE 

fue similar al grupo control (Tabla 7). 

En el caso del grupo inyectado con EEDQ en las bursas ováricas, la administración 

de BE a las 14:00 h del diestro-2 indujo la ovulación en el 100% de los animales tratados 

a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro y diestro-2 y solo en el 80% en los animales tratados a 

las 8:00 h del diestro-1 (Fig. 16). El número de ovocitos liberados por los animales 

inyectados BE fue similar al grupo control (Tabla 8).  
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Figura 13. Porcentaje de animales ovulantes con inyección de HLP [100 μg/20 μL] (antagonista de los 
receptores DA-2>DA-1) en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro, diestro-1 y diestro-2 más 
la estimulación con GnRH [3.7 μg/kg i.m] a las 14:00 h del proestro esperado. Los animales se sacrificaron 
a las 9:00 h del estro vaginal esperado (n=6 por grupo).  *p<0.05 respecto al grupo HLP con un test exacto 
de Fisher. 
 

  

  

 

 

 

 

 

TABLA 5. EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE GnRH EN EL NÚMERO DE 
OVOCITOS LIBERADOS POR RATAS CON BLOQUEO DE LOS RECEPTORES 

DOPAMINÉRGICOS DA1 Y DA2 
Grupos 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Estro 11.8 ± 1.0 11.8 ± 0.9 8.8 ± 2.3 

Diestro-1 10.3 ± 1.4 7.3 ± 1.6 7.5 ± 2.3 

Diestro-2 8.7 ± 1.5 NA 9.2 ± 0.9 

Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con HLP [100 μg/20 μL] (antagonista 
dopaminérgico DA-2>DA-1) en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día del ciclo estral y 
la estimulación con GnRH [3.7 μg/kg] a las 14:00 h del proestro. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h 
del estro vaginal esperado. NA: No aplica. ANOVA de una vía y una post-prueba de Kruskal Wallis *p<0.05 
respecto al grupo vehículo de la tabla 1.  
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Figura 14. Porcentaje de animales ovulantes con inyección de EEDQ [100 μg/20 μL] en las bursas ováricas 
a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro, diestro-1 y diestro-2 e inyectados con GnRH  [3.7 μg/kg i.m]  a las 14:00 
h del proestro esperado. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del estro vaginal esperado (n=6 por grupo).  
*p<0.05 respecto al EEDQ con un test exacto de Fisher. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABLA 6. EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE GnRH  SOBRE EL NÚMERO DE 
OVOCITOS LIBERADOS POR RATAS CON BLOQUEO IRREVERSIBLE DE LOS 

RECEPTORES DOPAMINÉRGICOS DA-1 Y DA-2 
Grupos 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Estro 5.7 ± 2.5 11.0 ± 2.5 9.5 ± 5.5 

Diestro-1 12.0 ± 1.4 5.8 ± 1.5 NA 

Diestro-2 9.3 ± 1.8 9.0 ± 2.4 10.0 ± 3.0 

Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con EEDQ (antagonista irreversible 
dopaminérgico DA1 y DA2) [100 μg/ 20μL] en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h de cada día del 
ciclo estral y la estimulación con GnRH a las 14:00 h del proestro. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h 
del estro vaginal esperado. NA: No aplica.  ANOVA de una vía y una post-prueba de  Kruskal Wallis *p<0.05 
respecto al grupo vehículo de la tabla 2.  
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Figura 15. Porcentaje de animales ovulantes con inyección de HLP (antagonista dopaminérgico DA2>DA-
1) [100 μg/20 μL] en las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro, diestro-1 y diestro-2 e inyectados 
con BE [10 μg s.c.] a las 14:00 h del diestro-2 esperado. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del estro 
vaginal esperado (n=6 por grupo).  *p<0.05 respecto al grupo HLP con un test exacto de Fisher. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABLA 7. EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE BE  SOBRE EL NÚMERO DE 
OVOCITOS LIBERADOS POR RATAS CON BLOQUEO DE LOS RECEPTORES 

DOPAMINÉRGICOS DA-1 Y DA-2 
Grupos 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Estro 11.3 ± 2.5 11.5 ± 1.5 11.0 

Diestro-1 0 0 0 

Diestro-2 4.0 ± 1.0 NA 11.0 

Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con HLP (antagonista dopaminérgico   
DA-1 y DA-2) [100 μg/μL] en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro, diestro-1 y diestro-2. 
E inyectados con BE [10 μg s.c] a las 14:00 h del diestro-2. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del 
siguiente estro vaginal esperado. NA: no aplica. ANOVA de una vía y una post-prueba de Kruskal Wallis 
*p<0.05 respecto al grupo vehículo de la tabla 1.  
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Figura 16. Porcentaje de animales ovulantes con inyección de EEDQ [100 μg/20 μL] (antagonista 
irreversible de los receptores DA-1 y DA-2), en las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro, diestro-
1 y diestro-2 e inyectados con BE [10 μg s.c.] a las 14:00 h del diestro-2. Los animales se sacrificaron a las 
9:00 h del estro vaginal esperado (n=6 por grupo).  *p<0.05 respecto al grupo EEDQ con un test exacto de 
Fisher. 
 

 

 

 

 

 

 

 

TABLA 8. EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE BE SOBRE EL NÚMERO DE 
OVOCITOS LIBERADOS POR RATAS CON BLOQUEO IRREVERSIBLE DE LOS 

RECEPTORES DOPAMINÉRGICOS DA-1 Y DA-2 
Grupo 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Estro 13.0 ± 1.3 12.3 ±  0.9 11.8 ± 0.4 

Diestro-1 5.3 ± 0.5 10.0 ± 1.3 8.3 ± 1.6 

Diestro-2 10.0 ± 2.0 12.0 ± 3.0 9.3 ± 1.8 

Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con EEDQ [100 μg/ 20μL] (antagonista 
irreversible dopaminérgico DA-1 y DA-2) en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro, diestro-
1 o diestro-2 e inyectados con BE [10μg s.c.] a las 14:00 h del diestro-2. Los animales se sacrificaron a las 
9:00 h del estro vaginal esperado.  ANOVA de una vía y una post-prueba de  Kruskal Wallis *p<0.05 respecto 
al vehículo de la tabla 2.  
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7.6 Efectos de la administración de GnRH o BE en ratas con bloqueo de los 

receptores DA1 o DA2 sobre la ovulación  

La administración de GnRH a las 14:00 h del proestro indujo la ovulación en el 

100% de los animales con inyección de SCH-23390 a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-

1 (Fig. 17). No hubo cambios en el número de ovocitos respecto al grupo control (Tabla 

9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Porcentaje de animales ovulantes con inyección de SCH-23390 [100 μg/20 μl] (antagonista de 
los receptores DA-1), en las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-1 y estimulados con GnRH 
[3.7 μg/kg i.m] a las 14:00 h del proestro. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del estro vaginal esperado 
(n=6 por grupo).  *p<0.05 respecto al grupo SCH-23390 con un test exacto de Fisher. 
 

 

 

 

TABLA 9. EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE GnRH EN NÚMERO DE OVOCITOS 
POR RATAS CON BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DOPAMINÉRGICOS DA-1 

Grupos Diestro-1 

8:00 h  13.0 ± 0.9  

13:00 h  6.4 ± 0.5  

20:00 h  9.75 ± 0.6  
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Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con SCH-23390 [100 μg/20 μL] 
(antagonista dopaminérgico DA-1) en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-1 y 
estimulados con GnRH [3.7 μg/kg i.m.] a las 14:00 h del proestro. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h 
del estro vaginal esperado. ANOVA de una vía y una post-prueba de Kruskal Wallis *p<0.05 respecto al 
vehículo de la tabla 3.  

49 
 



  

20:00 08:00 13:00 20:00 08:00

0

20

40

60

80

100

SPD SPD + GnRH

Diestro-1Estro

* *

Diestro-2

* *

%
 d

e 
an

im
al

es
 o

vu
la

nt
es

Asimismo, la administración de GnRH a las 14:00 h del proestro indujo la ovulación 

en el 100% de los animales inyectados con SPD a las 20:00 h del estro, 13:00 o 20:00 h del 

diestro-1 y 8:00 h diestro-2. El mismo tratamiento indujo el 50% de animales ovulantes 

en el grupo tratado con SPD a las 8:00 h del diestro-1 (Fig. 18). No hubo cambios en el 

número de ovocitos respecto al grupo control (Tabla 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Porcentaje de animales ovulantes con inyección de SPD (antagonista de los receptores DA-2) 
[200 μg/20 μL] en las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-1 y estimulados con GnRH [3.7 
μg/kg i.m] a las 14:00 h del proestro. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del estro vaginal esperado 
(n=6 por grupo).  *p<0.05 respecto al grupo SPD con un test exacto de Fisher. 
 

 

 

 

TABLA 10. EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE GnRH SOBREL EL NÚMERO DE 
OVOCITOS LIBERADOS POR RATAS CON BLOQUEO DE LOS RECEPTORES 

DOPAMINÉRGICOS DA-2 
Grupos 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Estro NA NA 7.5 ± 1.6 

Diestro-1 3.2 ± 1.8 9.3 ± 0.9 7.0 ± 1.6 

Diestro-2 10.3 ± 1.4 NA NA 

Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con SPD (antagonista de los receptores  
DA-2) [200 μg/20 μL] en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro, diestro-1 y diestro-2 y 
estimulados con GnRH [3.7 μg/kg i.m.] a las 14:00 h del proestro. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h 
del siguiente estro vaginal esperado.  ANOVA de una vía y una post-prueba de Kruskal Wallis *p<0.05 
respecto al vehículo de la tabla 4.  
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La administración de BE a las 14:00 h del diestro-2 esperado indujo el 100% de 

animales ovulantes a pesar del bloqueo de los receptores dopaminérgicos DA1 con SCH-

23390 a las 8:00 o 20:00 h del diestro-1. El mismo tratamiento indujo el 50% de animales 

ovulantes cuando el bloqueo de los receptores se realizó a las 13:00 h del diestro-1 (Fig. 

19). No hubo cambios en el número de ovocitos respecto al grupo control (Tabla 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19. Porcentaje de animales ovulantes con inyección de SCH-23390 (antagonista de los receptores 
DA-1) [100 μg/20 μl] en las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-1 e inyectados con BE  [10 
μg s.c.]  a las 14:00 h del diestro-2 en animales. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro 
vaginal esperado (n=6).  *p<0.05 respecto al grupo SCH-23390 con un test exacto de Fisher. 
 

 

 

 

TABLA 11. EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE BE EN LA OVULACIÓN DE RATAS 
CON BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DOPAMINÉRGICOS DA-1 

Grupos Diestro-1 

8:00 h  13.5 ± 1.0  

13:00 h  6.0 ± 1.5  

20:00 h  11.8 ± 1.2  

Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con SCH-23390 (antagonista de los 
receptores DA-1) [100 μg/20 μL] en las bursas ováricas, a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-1 e inyectados 
con BE [10 μg s.c.] a las 14:00 h del diestro-2. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro 
vaginal esperado. ANOVA de una vía y una post-prueba de  Kruskal Wallis *p<0.05 respecto al grupo 
vehículo de la tabla 3.  
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El reemplazo hormonal con BE no indujo ovulación en los grupos con inyección de 

SPD a las 20:00 h del estro o diestro-2. El mismo tratamiento indujo ovulación en el 50% 

y 75% de los animales con bloqueo de los receptores DA1 a las 8:00 o 13:00 h del diestro-

1 respectivamente. Todos los animales ovularon con BE cuando el bloqueo de los 

receptores DA1 se realizó a las 8:00 h del diestro-2 (Fig. 20). No hubo cambios en el 

número de ovocitos liberados respecto al grupo control (Tabla 12). 

 

 

TABLA 12. EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE BE EN LA OVULACIÓN DE RATAS 
CON BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DOPAMINÉRGICOS DA-2 

Grupos 8:00 h 13:00 h 20:00 h 

Estro NA NA 9.8 ± 3.3 

Diestro-1 4.7 ± 1.5 4.7 ± 2.2 0 

Diestro-2 11.3 ± 1.4 NA NA 

Figura 20. Porcentaje de animales ovulantes con inyección de SPD (antagonista de los receptores DA-2) 
[200 μg/20 μL] en las bursas ováricas a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del diestro-1 e inyectados con BE  [10 μg s.c.]  
a las 14:00 h del diestro-2. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del siguiente estro vaginal esperado 
(n=6).  *p<0.05 respecto al grupo SPD con un test exacto de Fisher. 

Media ± EEM del número de ovocitos de los animales inyectados con SPD (antagonista dopaminérgico 
DA2) [200 μg/μL] en las bursas ováricas,  a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del estro, diestro-1 y diestro-2 e 
inyectados con BE [10 μg s.c.] a las 14:00 h del diestro-2. Los animales se sacrificaron a las 9:00 h del 
siguiente estro vaginal esperado.  ANOVA de una vía y una post-prueba de  Kruskal Wallis *p<0.05 respecto 
al grupo vehículo de la tabla 4.  
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7.7 Variación de las hormonas esteroides: estradiol y progesterona, en el estro 

esperado de los animales no ovulantes con bloqueo de los receptores 

dopaminérgicos ováricos 

Las concentraciones de progesterona (ng/mL) en el estro esperado fueron más 

elevadas en los animales inyectados con HLP  a las 8:00 o 13:00 h en el día del diestro-1 y 

a las 08:00 h del diestro-2 respecto al grupo control (Fig. 21A). 

Las concentraciones de progesterona (ng/mL) no se modificaron en los animales 

no ovulantes tratados con SCH-23390 en diestro-1 a las 8:00 h o 13:00 h con respecto al 

grupo vehículo al momento del sacrificio (Fig. 21B). 

Asimismo, las concentraciones de progesterona en los animales no ovulantes 

tratados con SPD en diestro-1 a las 8:00 o 13:00 h; o en diestro-2 a las 8:00 h fueron 

similares al grupo vehículo al momento del sacrificio (Fig. 21C). 

Las concentraciones de estradiol en los animales no ovulantes tratados con HLP 

en las bursas ováricas a las 8:00 h del estro, diestro-1 y diestro-2 fueron mayores respecto 

al grupo vehículo (Fig. 22A).  

No se observaron cambios en las concentraciones de estradiol en las ratas 

tratadas con HLP a las 13:00 h del estro y diestro-1 respecto al grupo vehículo (Fig. 22A). 

En los animales tratados con SCH-23390 a las 8:00 o 13:00 h del diestro-1 no 

ovulantes las concentraciones de estradiol fueron similares al grupo vehículo (Fig. 22B). 

Del mismo modo, los animales no ovulantes tratados con SPD a las 8:00 o 13:00 h 

del diestro-1 y a las 8:00 h del diestro-2 no presentaron modificaciones en las 

concentraciones de estradiol respecto al grupo vehículo (Fig. 22C). 

Las concentraciones de estradiol en los animales no ovulantes tratados con HLP 

fueron mayores respecto a los animales tratados con SPD a las 8:00 h del diestro-2  (Fig. 

22 A y C). 
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Figura 21. Concentraciones de progesterona (ng/mL) en suero al momento del sacrificio de animales no 
ovulantes inyectados con antagonistas dopaminérgicos en las bursas ováricas. Las gráficas muestran la 
media ± EEM de los animales inyectados con A) HLP, B) SCH-23390 y C) SPD a las 8:00 o 13:00 del estro, 
diestro-1 y diestro-2. Los animales se sacrificaron a las 9:00 del siguiente estro vaginal esperado. * p<0.05 
respecto al grupo vehículo (U-Mann Whitney t-test). 
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Figura 22. Concentraciones de estradiol (pg/mL) en suero al momento del sacrificio de animales no 
ovulantes inyectados con antagonistas dopaminérgicos en las bursas ováricas. Las gráficas muestran la 
media ± EEM de los animales inyectados con A) HLP, B) SCH-23390 y C) SPD a las 8:00 o 13:00 del estro, 
diestro-1 y diestro-2. Los animales se sacrificaron a las 9:00 del siguiente estro vaginal esperado. * p<0.05 
respecto al grupo vehículo (U-Mann Whitney t-test). 
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7.8 Efecto del bloqueo de los receptores dopaminérgicos ováricos DA1 y DA2  en 

el estro y diestro-1 sobre la presencia de tirosina hidroxilasa, dopamina β 

hidroxilasa y la proteína fosforilada DARPP-32  en el ovario  

En los cortes ováricos del grupo control inyectado con solución salina a las 13:00 

h del estro o diestro-1 se observó la presencia de marca para TH principalmente en 

células de la teca y en menor proporción en células de la granulosa. No se encontraron 

folículos preovulatorios. En los cortes ováricos del grupo inyectado con HLP a las 13:00 h 

del diestro-1, la inmunorreactividad en las células de la teca y granulosa fue mayor que 

la del grupo control (HLP: 422 ± 76.9 vs. control: 197 ± 9.5 megapixeles por campo). En los 

ovarios de los animales tratados con HLP se encontraron folículos preovulatorios (Fig. 24 

y 25). 

Con el mismo procedimiento mencionado anteriormente, se analizó la presencia 

de DBH, la enzima limitante para la síntesis de noradrenalina. En el caso de los cortes 

ováricos del grupo vehículo inyectado con solución salina se encontró marca en las 

células de la granulosa y células de la teca. Al comparar la inmunorreactividad del grupo 

vehículo respecto al grupo inyectado con HLP en diestro-1, no se encontraron cambios 

significativos en la enzima (Control: 361.3 ± 71.2; HLP: 586.2 ± 90.7) (Fig. 26 y 27).  

Finalmente para el caso de la inmunorreactividad de la proteína DARPP-32 

fosforilada en Thr 34,  se encontró marca localizada en las células de la granulosa y de la 

teca de los folículos ováricos de animales inyectados con solución salina y de ratas 

tratadas con HLP a las 13:00 h del estro y sacrificados al siguiente estro esperado. En los 

folículos ováricos de animales inyectados en el diestro-1 con solución salina la 

inmunorreactividad a DARPP-32 fue mayor que en los folículos ováricos de ratas 

inyectadas en estro (Fig.  28 y 29). En el grupo tratado con HLP en diestro-1 hay una mayor 

presencia de la proteína con respecto al grupo vehículo.
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Figura 23. Efecto del bloqueo de los receptores DA1 y DA2 ováricos a las 13:00 h del estro  sobre la inmunorreactividad a la tirosina hidroxilasa 
en los folículos ováricos al siguiente estro esperado. El panel de microfotografías muestra la inmunorreactividad para tirosina hidroxilasa (verde, 
Santa Cruz, inc. 1:500)  en las células de la teca y en menor proporción en las células de la granulosa, colocalizadas con actina (Rojo Santa Cruz Inc. 
1:200).  A), B) y C) folículos ováricos de ratas inyectadas con NaCl 0.9% en las bursas ováricas, D), F) y H) folículos ováricos de ratas inyectadas con HLP 
[100 µg/ 20 μL] en las bursas ováricas, Magnificación 10X. E), G) e I) Amplificación a 60X de los folículos de ovarios tratados con HLP CG: Células de la 
granulosa, T: Células de la teca,                  Ovocito. 
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Figura 24. Efecto del bloqueo de los receptores DA1 y DA2 ováricos a las 13:00 h del diestro-1  sobre la inmunorreactividad a la tirosina 
hidroxilasa en los folículos ováricos al siguiente estro esperado. El panel de microfotografías muestra la inmunorreactividad para tirosina 
hidroxilasa (verde, Santa Cruz, inc. 1:500)  en las células de la teca  y en las células de la granulosa, colocalizadas con actina (Rojo Santa Cruz Inc. 
1:200).  A), B) y C) folículos ováricos de ratas inyectadas con NaCl 0.9% en las bursas ováricas, D), F) y H) folículos ováricos de ratas inyectadas con 
HLP [100 µg/ 20 μL] en las bursas ováricas, Magnificación 10X. E), G) e I) Amplificación a 60X de los folículos de ovarios tratados con HLP CG: Células 
de la granulosa, T: Células de la teca,   ovocito. 
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Figura 25. Efecto del bloqueo de los receptores DA1 y DA2 ováricos a las 13:00 h del estro  sobre la inmunorreactividad a dopamina β-
hidroxilasa en los folículos ováricos al siguiente estro esperado. El panel de microfotografías muestra la inmunorreactividad para DBH (verde, 
Santa Cruz, inc. 1:500)  en las células de la teca  y en las células de la granulosa, colocalizadas con actina (Rojo Santa Cruz Inc. 1:200).  A), B) y C) 
folículos ováricos de ratas inyectadas con NaCl 0.9% en las bursas ováricas, D), F) y H) folículos ováricos de ratas inyectadas con HLP [100 µg/ 20 
μL] en las bursas ováricas, Magnificación 10X. E), G) e I) Amplificación a 60X de los folículos de ovarios tratados con HLP CG: Células de la granulosa, 
T: Células de la teca,               Ovocito.  
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Figura 26. Efecto del bloqueo de los receptores DA-1 y DA-2 ováricos a las 13:00 h del diestro-1 sobre la inmunorreactividad a dopamina β-
hidroxilasa en los folículos ováricos al siguiente estro esperado. El panel de microfotografías muestra la inmunorreactividad para DBH (verde, 
Santa Cruz, inc. 1:500)  en las células de la teca  y en las células de la granulosa, colocalizadas con actina (Rojo Santa Cruz Inc. 1:200).  A), B) y C) 
folículos ováricos de ratas inyectadas con NaCl 0.9% en las bursas ováricas, D), F) y H) folículos ováricos de ratas inyectadas con HLP [100 µg/ 20 
μL] en las bursas ováricas, Magnificación 10X. E), G) e I) Amplificación a 60X de los folículos de ovarios tratados con HLP CG: Células de la granulosa, 
T: Células de la teca,             Ovocito.  
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Figura 27. Efecto del bloqueo de los receptores DA1 y DA2 ováricos a las 13:00 h del estro sobre la inmunorreactividad a DARPP-32 en los folículos 
ováricos al siguiente estro esperado. El panel de microfotografías muestra la inmunorreactividad para DARPP-32 (verde, Santa Cruz, inc. 1:500)  en las 
células de la teca  y en las células de la granulosa, colocalizadas con actina (Rojo Santa Cruz Inc. 1:200).  A), B) y C) folículos ováricos de ratas inyectadas con 
NaCl 0.9% en las bursas ováricas, D), F) y H) folículos ováricos de ratas inyectadas con HLP [100 µg/ 20 μL] en las bursas ováricas, Magnificación 10X. E), G) e I) 
Amplificación a 60X de los folículos de ovarios tratados con HLP CG: Células de la granulosa, T: Células de la teca,                            Ovocito.  
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Figura 28. Efecto del bloqueo de los receptores DA1 y DA2 ováricos a las 13:00 h del diestro-1 sobre la inmunorreactividad a DARPP-32 en los folículos 
ováricos al siguiente estro esperado. El panel de microfotografías muestra la inmunorreactividad para DARPP-32 (verde, Santa Cruz, inc. 1:500)  en las células 
de la teca  y en las células de la granulosa, colocalizadas con actina (Rojo Santa Cruz Inc. 1:200).  A), B) y C) folículos ováricos de ratas inyectadas con NaCl 0.9% 
en las bursas ováricas, D), F) y H) folículos ováricos de ratas inyectadas con HLP [100 µg/ 20 μL] en las bursas ováricas, Magnificación 10X. E), G) e I) Amplificación 
a 60X de los folículos de ovarios tratados con HLP CG: Células de la granulosa, T: Células de la teca,                    Ovocito. 
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7.9 Efecto del bloqueo de los receptores dopaminérgicos DA1 y DA2 ováricos a las 

13:00 h del diestro-1 en el desarrollo folicular 

 

La inyección de salina dentro de las bursas ováricas no induce cambios en la 

morfología de los folículos ováricos (Fig. 30B).  Cuando los ovarios fueron tratados con 

salina, se observaron folículos medianos (Fig. 30A), mientras que en el grupo 

inyectado con HLP en las bursas ováricas a las 13:00 h del D1, se observaron folículos 

preovulatorios (Fig. 30C). En estos folículos, la incidencia de atresia fue elevada (Fig. 

30D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. El panel de microfotografías muestra la morfología ovárica de  A) y B) folículos ováricos 
de ratas con inyección de NaCl 0.9% a las 13:00 del diestro-1 a 10X o 40X respectivamente o C) y D) 
folículos ováricos de ratas con inyección de 100 μg/20μL de HLP a las 13:00 h diestro-1. Los folículos 
ováricos con inyección de HLP presentan atresia folicular. Bar 100 o 50 μm. 
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7.10 Efecto del bloqueo de los receptores dopaminérgicos en el ovario a las 13:00 

h del diestro-1 sobre el nivel del ARNm del citocromo P450 aromatasa  de 

ovario al día del estro esperado. 

 

Al estro esperado, no hubo cambios en el ARNm de la P450 aromatasa ovárica en 

ratas sometidas a laparotomía (Grupo Sham) a las 13:00 h del diestro-1, respecto al grupo 

vehículo (NaCl 0.9%) (Fig. 31A y B). Este resultado muestra que ni la propia cirugía, ni la 

inyección en las bursas ováricas modifican la trascripción del gen de la P450 aromatasa 

en el diestro-1.  

Al comparar el grupo intacto en proestro (INT P), respecto a los grupos de 

animales ovulantes sham y vehículo realizados en diestro-1 (sacrificados al estro 

esperado y confirmado el día del ciclo por citología vaginal), se observó que la cantidad 

de ARNm de la P450 aromatasa ovárica aumentó un 80%, por consiguiente se deduce que 

existe una mayor cantidad de transcrito en el día del estro que en el proestro (Fig. 31A).  

Los grupos sham y vehículo respecto a los grupos inyectados con los antagonistas 

dopaminérgicos no presentan diferencias significativas (Fig. 31A y B); sin embargo, no se 

puede asumir una comparación entre los mismos debido a que se encuentran en 

momentos hormonales diferentes según lo observado en la citología vaginal. 

Los grupos sham y vehículo tratados a las 13:00h del diestro-1 mostraron un estro 

vaginal al momento del sacrifico y presentaron ovulación espontánea, lo que indica que 

se llevó a cabo la correcta regulación hormonal para la síntesis de estrógenos.  

Los grupos inyectados con los antagonistas dopaminérgicos en el ovario, 

mostraron citología vaginal típica de diestro y proestro al momento del sacrificio y no 

presentaron ovulación. Por esta razón, la concentración de ARNm de los grupos 

inyectados con los antagonistas dopaminérgicos tiene mayor correlación con el ARNm 

del grupo de ratas intactas en proestro ya que se encuentran en momentos hormonales 

similares según lo observado en la citología vaginal al momento del sacrificio. 

64 
 



  

SHAM VH
INT P

SPD
SCH

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Ovularon No ovularon
Presentaron
Estro vaginal

Presentaron
Diestro y Proestro

vaginal

* ***

Ab
un

da
nc

ia
 d

e 
AR

N
m

 r
el

at
iv

o

Los datos muestran que el antagonismo de los receptores DA1 o DA2 en los ovarios 

de rata a las 13:00 h del diestro-1 incrementa un 60 y 70% respectivamente la 

transcripción de la aromatasa respecto al grupo intacto en proestro (Fig. 31A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 30. Efecto de los antagonistas dopaminérgicos en el diestro-1 sobre los niveles de ARNm de P450 
aromatasa al estro esperado. La determinación se realizó por qRT-PCR. El nivel de ARNm de ratas intactas en proestro 
fue fijado arbitrariamente como 1.0 y la relación de los grupos tratados se calcularon respecto al mismo. Se muestra la 
abundancia relativa del ARNm de P450 de los ovarios tratados con los antagonistas dopaminérgicos selectivos SCH y 
SPD antagonistas del receptor DA1 y DA2 respectivamenteCada barra representa la media ± ESM de cuatro 
experimentos independientes por triplicado.  * P<0.001, frente al grupo intacto en proestro. 
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VIII. DISCUSIÓN 
El presente estudio se muestra por primera vez los efectos endócrinos y 

neuroendocrinos que regula la unión de la DA a sus receptores dopaminérgicos DA1 y DA2 

presentes en los ovarios durante el día del diestro-1.  

Estudios realizados en yeguas y perras muestran la relación que tiene la 

estimulación de los receptores dopaminérgicos a nivel sistémico con la ovulación, y la 

secreción de hormonas esteroides (Mari et al., 2009; Donadeu et al., 2002; Zoldag et al., 

2001; Besognet et al., 1997).  En yeguas en anestro, el bloqueo de los receptores DA2 por 

el tratamiento con SPD adelantó la primera ovulación (Mari et al., 2009). 

En ratas hembra, la inyección sub-crónica de antipsicóticos (antagonistas de los 

receptores dopaminérgicos) redujo el número de animales con ciclos estrales regulares 

los cuales presentaron diestro en estado permanente (Fell et al., 2004).  

En el presente estudio, la inyección del antagonista selectivo de los receptores 

DA1 a las 8:00, 13:00 o 20:00 h dentro de las bursas ováricas en ratas en diestro-1, 

retrasaron la ovulación la cual se presentó 24 h después del estro vaginal esperado. Estos 

resultados nos sugiere que en el diestro-1 la unión de la DA a los receptores DA1 participa 

en la regulación del desarrollo folicular y como resultado retrasa los mecanismos 

endócrinos y neuroendocrinos para que se produzca la ovulación. 

Al analizar el papel de los receptores dopaminérgicos DA2 se sugiere que la unión 

de la DA a dichos receptores es necesaria desde la noche del estro a la mañana del 

diestro-2 y probablemente tenga efectos en el hipotálamo (bloqueo de la liberación de 

GnRH) o hipófisis (retraso en el feedback estimulante de los estrógenos para la secreción 

de LH).  

Para que se produzca la ovulación se requiere el aumento en la frecuencia y 

amplitud de la liberación pulsátil de GnRH por el hipotálamo a fin de que se produzca la 

secreción preovulatoria de LH (Maeda et al., 2010). En los mamíferos la regulación de la 

secreción de GnRH participan informaciones neuroendocrinas intrínsecas que culminan 

con el aumento de la frecuencia y amplitud de los pulsos de la hormona. Este mecanismo 
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es propio de los llamados ovulantes espontáneos (mujer, rata, ratón, vaca). En el otro 

modelo el aumento en la frecuencia y amplitud de los pulsos de GnRH  es 

desencadenados por el coito y a esas especies se les denomina ovulantes reflejos, como 

son la gata, coneja, hurón (Maeda et al., 2010).  

En el ciclo de los animales de ovulación espontánea,  la actividad del generador 

de pulsos de GnRH es modulada por  los esteroides gonadales, estrógenos y progesterona 

(Haughian y Wiltbank, 2002). En la mujer, durante la fase luteal que sigue a la ovulación 

las altas concentraciones de progesterona se acompañan de la presencia de  pulsos de 

LH de baja frecuencia y alta amplitud. Cuando las concentraciones de estradiol de la fase 

folicular se mantienen incrementadas, los pulsos de LH ocurren a una mayor frecuencia 

y menor amplitud (Goodman y Karsch, 1980). Estos efectos de la progesterona y el 

estradiol sobre la pulsatibilidad de la GnRH y LH son críticos en la regulación del 

desarrollo folicular. Cuando la concentración plasmática de  progesterona disminuye 

debido a la lisis del cuerpo lúteo, el generador de pulsos de GnRH se reactiva lo cual 

resulta en el aumento de la frecuencia de los pulsos de LH, los que a su vez estimulan la 

secreción de estradiol que culmina con el “pico preovulatorio de estradiol” el cual es 

necesario para que se produzca el “picopreovulatorio de LH” y  la ovulación del (los) 

folículo(s) dominante(s) (Wiltbank et al., 2002). 

En el día del diestro-2 el aumento en la concentración de estradiol ejerce un 

feedback estimulante sobre la secreción de GnRH que culmina en el día del proestro con 

un aumento brusco de la concentración plasmática de la hormona lo cual estimula el 

aumento de la frecuencia y amplitud de la secreción de preovulatoria de GnRH Y LH que 

induce la ovulación (Evans et al., 1995, 1997; Freeman 2006).  

En el presente estudio, el reemplazo de la señal hormonal de GnRH en el día del 

proestro esperado en los animales con bloqueo de los receptores dopaminérgicos DA1 y 

DA2 o ambos, provocó ovulación en todos los animales al estro esperado. Esto nos 

sugiere que la unión de la DA a sus receptores participa en la regulación de la liberación 

preovulatoria de GnRH y LH.  
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Dado que el bloqueo conjunto de  los receptores DA2>DA1 por la inyección de HLP 

previene el feedback estimulante de los estrógenos, retrasa el desarrollo folicular y la 

ovulación, sugiero que la información dopaminérgica del ovario participa de manera 

estimulante en la regulación de la síntesis de estrógenos y el desarrollo folicular. 

En el presente estudio, el bloqueo de los receptores dopaminérgicos  DA2>DA1 por 

la micro inyección de HLP en las bursas ováricas resultó en la disminución de la 

concentración de progesterona sérica, mientras que el bloqueo de uno u otro receptor 

no afectó dichos resultados, probablemente por un aumento en la secreción de 

prolactina (Batipsta y cols., 2002; Kinon y cols., 2003). 

Según Abogast y Ben-Jonathan (1990) la progesterona pero no el estradiol  

mantiene los niveles basales de prolactina debido a una reducción en la actividad de las 

neuronas hipotalámicas lo que conduce a una ausencia en la entrada de DA a los 

lactotropos de la hipófisis anterior. Como resultado, la concentración de prolactina 

permanece elevada por un periodo prolongado, lo que produce cambios en la oleada de 

LH. 

Taketa y cols., (2011), mostraron que la inyección de SPD durante cuatro días a 

ratas adultas, éstas presentaron altos niveles de prolactina, progesterona en suero, y la 

expresión de StAR  y 3β-HSD en el cuerpo lúteo recién formado, por lo que sugieren que 

el aumento en la concentración de progesterona se debe  a la secreción de prolactina por 

la hipófisis.  

Durante la formación del cuerpo lúteo se presenta un aumento en la angiogénesis 

la cual es regulada por una variedad de factores estimulantes e inhibitorios (Macchiarelli 

y cols., 2010). Según Delgado-Rosas y cols., (2011 y Gómez y cols., (2006, 2011) en el 

cuerpo lúteo de la rataLa unión de la DA a sus receptores DA2 inhibe al factor de 

crecimiento endotelial vascular un mediador de la angiogénesis ovárica. La inyección de 

agonistas del receptor DA2 disminuye  permeabilidad vascular observada en ratas pre-

púberes inyectadas con PMSG sin afectar la angiogénesis ovárica. En el presente estudio 

el bloqueo de los receptores DA2 por la micro inyección de SPD dentro de las bursas 

ováricas bloqueó la ovulación y se podría sugerir que la vida del cuerpo lúteo se pudo 
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haber prolongado, lo que resultaría en una alteración en los mecanismos luteolíticos 

modificando el crecimiento y la maduración del folículo. En nuestro estudio, la inyección 

de GnRH a ratas con bloqueo de los receptores DA2 con SPD se produjo la ovulación por 

lo que sugiero que la maduración de los folículos y la presencia de receptores a LH no fue 

afectada. 

Mostafapour y cols., 2014 mostraron que ratas inyectadas con SPD durante 28 días 

disminuyen las concentraciones séricas de FSH, LH y estradiol, mientras que las de 

progesterona y prolactina permanecen aumentadas. En el presente estudio la inyección 

de SPD en el diestro-1 no modificó la concentración de progesterona y los animales 

ovularon 24 a 48 h posteriores al estro esperado, lo cual nos sugiere que la concentración 

de prolactina no se habría incrementado por la inyección de SPD. 

Aunque el HLP y el SPD son antagonistas de los receptores DA2 que inducen 

hiperprolactinemia, se requiere inyectar altas dosis de SPD  para incrementar los niveles 

de progesterona (Mostafapour y cols., 2014). Estudios en cultivos celulares de ovario de 

rata, tratadas con PMSG e incubadas con agonistas del receptor DA1, incrementaron los 

niveles de progesterona (Mori y cols., 1994). En el presente estudio las ratas con bloqueo 

del receptor dopaminérgico DA1 no mostraron cambios en la concentración de 

progesterona, lo que nos sugiere que otros factores además de la dopamina participan 

en la regulación de la secreción de progesterona. 

Rey-Ares y cols., (2007), muestran que la cantidad de ARNm de los receptores DA1 

o DA2 es mayor en las células de la teca y el cuerpo lúteo que en las células de la 

granulosa. El estímulo con LH de las células teco-intersticiales de los folículos ováricos 

aumenta la síntesis de andrógenos y su conversión a estrógenos, por lo que se sugiere 

que la unión de la DA a sus receptores regula la síntesis de hormonas esteroides (Gervásio 

et al., 2014). Dado que mostramos que entre las células de la teca algunas son TH 

positivas, proponemos que el ovario tiene la maquinaria enzimática para sintetizar per se 

DA y que ésta participa en la regulación de la conversión de andrógenos a estrógenos. Es 

posible que estas células sean neuronas, que podrían participar en la regulación de las 

funciones ováricas, tal y como ha sido propuesto (Lara y cols., 2002; Greiner y cols., 2008, 
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Domínguez y cols. 2012, Gerendai y cols. 2009). Dado que las células de la granulosa no 

pueden sintetizar  DA debido a que no expresan TH, si poseen transportador a DA y NA lo 

que les permite incorporar DA y NA a las células las cuales participan en la regulación de 

la síntesis hormonal por estas células (Greiner y cols. 2008). 

Mayerhofer y cols., 1998 proponen que en el ovario la DA solo actúa como  

precursor para la síntesis de NA. En nuestro estudio,  el bloqueo de los receptores DA1 y 

DA2 por la inyección de HLP en las bursas ováricas resultó en la disminución de la 

expresión de DBH, enzima limitante para la síntesis de NA, en las células de la teca  

folicular, lo que nos sugiere que la dopamina regula la síntesis de NA por dichas células y   

que la DA per se modula la regulación del ciclo ovárico de la rata adulta. 

En las células de la granulosa de folículos humanos se localizan los cinco 

receptores dopaminérgicos descritos en el SNC, mientras que en las células de la 

granulosa del ovario de la ratas se describen solo dos receptores dopaminérgicos (Rey-

Ares y cols., 2007). La activación de estos receptores por la DA genera una vía de 

transducción de señales intracelular que permite la activación de DARPP-32 (Rey-Ares y 

cols., 2007; Mayerhofer y cols., 1999; 2000), el cual representa un integrador funcional de 

algunos mensajeros. La DARPP-32  es una fosfodiesterasa que participa en la cascada de 

señalización del receptor DA1 y este receptor participa en la regulación de la síntesis de 

hormonas esteroides. En nuestro estudio, se mostró in vivo que la DA interactúa con el 

receptor DA1 lo que resulta en la activación (fosforilación en Thr 34) de  la DARPP-32  en 

las células de la granulosa. La unión de la DA a los receptores DA1, pero no a los DA2, 

aumenta La fosforilación de dicha proteína (Ouimet y cols., 1984),  lo que nos sugieren 

que la dopamina participa en la regulación de la síntesis de hormonas esteroides por su 

unión a los receptores DA1, tal y como ha sido postulado (Mayerhorfer y cols., 1999; Rey-

Ares y cols., 2007). Dado que no todas las células de la granulosa se encuentran activas 

simultáneamente, propongo que la actividad de los receptores a DA presentes en el 

ovario depende de la hora del día del ciclo estral. 

Los resultados del bloqueo de los receptores dopaminérgicos DA1 y DA2 en las bursas 

ováricas de ratas en diferentes días y horas del ciclo estral, nos sugieren que en la primera 
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mitad del ciclo estral, la unión de la DA a sus receptores dopaminérgicos ováricos, 

generan señales neuroendocrinas que se requieren en la regulación de la liberación 

espontánea de GnRH y de la síntesis de estradiol, lo cual depende del  tipo de receptor 

dopaminérgico activado. 
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IX. CONCLUSIONES 
 En los ovarios de los animales cíclicos en los días del estro, diestro-1 y la mañana 

del diestro-2, se origina una señal nerviosa de naturaleza dopaminérgica 

imprescindible para la secreción pre-ovulatoria de GnRH. 

 El sistema de feed-back estimulante de los estrógenos también requiere de una 

señal dopaminérgica originada en los ovarios.  

 La síntesis de las enzimas tirosina hidroxilasa, dopamina β-hidroxilasa y la 

proteína DARPP-32 en los folículos en diferentes estadios de crecimiento, 

dependen de la actividad de los receptores DA 1 y DA 2. 

 La actividad de los receptores dopaminérgicos DA1 y DA2 en el diestro-1 y diestro-

2 modula la transcripción del gen de la enzima P450 aromatasa encargada de 

sintetizar estrógenos. 
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Abstract Hormonal and neural signals regulate the

ovarian follicular development. The present study’s hy-

pothesis is that the blockade of ovarian dopamine receptors

locally will affect follicle development and ovulation.

Groups of adult 4-day cyclic rats of the CII-ZV strain on

estrus, diestrus-1, diestrus-2, or proestrus day were injected

with vehicle, haloperidol (DA2[DA1 blocker), sulpiride

(DA2 blocker), or SCH-23390 (DA1 blocker) into the

bursa of both ovaries at 08:00, 13:00, or 20:00 h. Animals

were sacrificed the following predicted estrus day. The

following treatments blocked ovulation: injecting

haloperidol to rats on estrus or diestrus-1 at 8:00, 13:00, or

20:00 h and to rats on diestrus-2 at 08:00, or 20:00 h; in-

jecting SCH-23390 to rats on diestrus-1 at 8:00, 13:00, or

20:00 h; injecting sulpiride to rats on estrus at 20:00 h,

diestrus-1 at 08:00, 13:00, or 20:00 h and to rats on dies-

trus-2 at 08:00 h. In rats treated with any of the dopamine

antagonists that blocked ovulation, injecting GnRH at

14.00 h on the next predicted proestrus day restored ovu-

lation. Injecting estradiol benzoate at 14.00 h of the next

predicted diestrus-2 restored ovulation in some animals

treated with haloperidol on estrus or diestrus-2 and was

ineffective in rats treated on diestrus-1. In rats treated with

sulpiride or SCH-23390 ovulation occurred in most ani-

mals (SCH-23390: 6/8; SPD: 9/12). Present results suggest

that dopamine ovarian receptors’ participation in regulating

follicular development and ovulation varies along the

estrus cycle, with their most prominent activity occurring

on diestrus-1.

Keywords Ovulation � Estrus cycle � Dopamine

receptors � Hormone replacement

Introduction

The ovarian catecholaminergic innervation arrives via the

ovarian plexus nerve and the superior ovarian nerve [1, 2].

These nerves’ fibers carry norepinephrine (NE) and dopa-

mine (DA) [3, 4], as well as other neurotransmitters.

The ovaries of some animal species, including primates,

rats, and fowl, have neuronal cell bodies that presumably

synthesize catecholamines [5, 6]. Since tyrosine hy-

droxylase (TH) is the limiting enzyme for DA and NE

synthesis, its presence in the ovary has been used to de-

scribe the ovary’s basic capacity to produce its own neu-

rotransmitters [4–8].

The presence of DA in the ovaries of different animal

species has been described by Barh and Ben-Jonathan [9],

Denning-Kendall et al. [10], and Mayerhofer et al. [3, 11].

Studies have shown the presence of mRNA for DA1 and

DA2 receptors in the ovarian cortex of mares, humans,

monkeys, and rats [3, 12–14]. The presence of DA1 and

DA2 receptors in the ovaries of rats suggest that follicular

development and/or the function of the corpus luteum may

be regulated by DA [3, 11, 12, 14].

Blocking DA receptors by subcutaneous injection of

either haloperidol (HLP) or chlorpromazine prolonged the
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Ciencias, Benemérita Universidad Autónoma de Puebla,

Puebla, Mexico

3 Biology of Reproduction Research Unit, Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza, UNAM, Mexico, D.F., Mexico

123

Endocrine

DOI 10.1007/s12020-015-0636-4

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s12020-015-0636-4&amp;domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s12020-015-0636-4&amp;domain=pdf


estrus cycle and blocked ovulation [15, 16], while the

pharmacological stimulation of DA receptors with apo-

morphine also blocked ovulation. In vitro studies show that

the ovarian DA system plays a role in the regulation of

steroidogenesis by its ligand to the DA1 receptor [17, 18].

Adding DA to human granulosa cell cultures decreased the

effects of follicular stimulant hormone on estradiol secre-

tion, without affecting the effects of luteinizing hormone

(LH) on progesterone secretion [19, 20].

To our knowledge, no studies on the effects of directly

blocking DA receptors in the ovary have been published.

Based on available results, we hypothesize that during the

estrus cycle the DA ligand to ovarian dopaminergic re-

ceptors plays a role in regulating ovarian functions. The

present study aims were to evaluate the physiological role

played by ovarian DA receptors in regulating follicular

development and ovulation. This study is focused on

analyzing the effects of blocking DA1, DA1–2, or DA2

ovarian receptors on ovulation, and estradiol and proges-

terone serum levels in adult cyclic rats. For this purpose,

we used HLP a DA2[DA1 blocker, SCH-23390 a DA1

blocker and sulpiride (SPD) DA-2 blocker [21, 22]. The

ovarian receptors’ participation on GnRH’s effects on

ovulation and positive estrogen feedback on gonadotropin

secretion was also assessed. To assess the source of DA in

ovaries of rats on diestrus-1 and the activation of DA1

receptor, the TH and DARPP-32 protein immunoreactivity

content was analyzed in the ovarian follicles.

Materials and methods

Animals

All procedures described in this study were performed in

accordance to the Mexican Law of Animal Treatment and

Protection Guidelines (NOM-062-ZOO-1999). The Com-

mittee of the Bioterio Claude Bernard of the Benemérita

Universidad Autónoma de Puebla approved the ex-

perimental protocols.

Adult virgin female rats (200–250 g) of the CII-ZV

strain were maintained under controlled light conditions

(lights on from 05:00 to 19:00 h), with free access to food

and water ad libitum. Daily vaginal smears were taken

between 9:00 and 11:00 h. This study only used rats

showing three consecutive 4-day estrus cycles. Groups of

six animals were randomly allocated to the following ex-

perimental groups.

Control group

Control non-treated cyclic rats were sacrificed at

9:00–10:00 h of the predicted estrus day.

Sham group

Groups of rats on estrus, diestrus-1, diestrus-2, or proestrus

were ether anesthetized at 8:00, 13:00, or 20:00 h, dorsally

laparotomized, and the right and left ovaries exposed for

5 min. Subsequently, the ovaries were carefully returned to

the abdominal cavity, and the skin and muscle sutured. The

rats were sacrificed the following predicted estrus day at

9:00–10:00 h.

Intra-ovarian bursa injection of vehicle, HLP,

SCH23390 or SPD

Groups of rats on estrus, diestrus-1, diestrus-2, or proestrus

were laparotomized at 8:00, 13:00, or 20.00 h, and the right

and left ovaries exposed. The DA antagonists concentration

used was selected based on the results of a dose-response

curve. With the aid of a Nano-Injector, Stepper Motorized

(Stoelting Co, USA) and a 100-lL micro syringe (Hamil-

ton, USA), equipped with a 29-gage needle, 20 lL of

saline, ascorbic acid 0.1 %, HLP (Janssen-Cilag México)

(100 lg in saline), SCH-23390 (Sigma Chemical Co.,

USA) (100 lg in saline), or SPD (Sigma Chemical Co.,

USA), (200 lg dissolved in ascorbic acid and one drop of

glacial acetic acid) was injected into both ovarian bursa at a

rate of 4 lL/min, following the methodologies described

by Morán et al. [23, 24] and Rosas et al. [25]. The injected

fluid distended the ovarian bursa. To prevent fluid leakage,

the needle was kept in the ovarian bursa for 5 min. Sub-

sequently, the ovaries were carefully cleaned, dried, and

returned to the abdominal cavity, and the skin and muscle

were sutured. The rats were sacrificed the following pre-

dicted estrus day at 9:00–10:00 h.

Dousing DA blocking drugs over the ovaries

To assess if the DA blocking drugs were acting only on the

ovaries, groups of rats (n = 4) on estrus, diestrus-1, dies-

trus-2, or proestrus were laparotomized at 8:00 or 13:00 h,

and the right and left ovaries exposed. Subsequently, the

same concentrations and volumes of drug injected into the

ovarian bursa or saline was doused over the exposed

ovaries at a rate of 4 lL/min. After treatment, the ovaries

were carefully cleaned, dried, and returned to the ab-

dominal cavity, and the skin and muscle were sutured. The

rats were sacrificed the following predicted estrus day at

9:00–10:00 h.

Hormone replacement in rats treated with DA

antagonist

Since blocking DA receptors in the ovaries blocked ovu-

lation, we assessed the potential relation between the

Endocrine

123



anovulation resulting from blocking DA receptors and the

blockage of gonadotropin-releasing hormone. Based on

published results on hormone replacement studies [26, 27],

rats treated on estrus, diestrus-1, or diestrus-2 with DA

receptors antagonists that blocked ovulation, and were in-

jected i.m. with 3.7 lg/kg b.w. of GnRH (Sigma Chemical

Co., USA) at 14:00 h of the following predicted proestrus

day. The animals were sacrificed the following morning.

Other groups of rats treated on estrus, diestrus-1, or

diestrus-2 with DA receptors antagonists that blocked

ovulation, and were injected with 10 lg of estradiol ben-

zoate (EB) s.c (Sigma Chemical Co., USA) at 14:00 h on

the predicted diestrus-2 day, following Weick et al. [28]

study. These rats were sacrificed between 09.00 and

10.30 h on the next predicted estrus day.

Autopsy procedures

Rats were sacrificed by decapitation the morning of the

next predicted estrus day after treatment. The blood of the

trunk was collected, centrifuged for 15 min at 3000 rpm,

and stored at -20 �C until hormones in serum were mea-

sured. At autopsy, the ovaries were removed and weighed

using a precision balance. The oviducts were dissected, and

the number of ova present was counted with the aid of a

dissecting microscope.

Hormone assay

Progesterone and estradiol serum concentrations in vehicle

treated and non-ovulating rats were measured using Radio-

Immuno-Assay; with kits purchased form Diagnostic

Products (Los Angeles, CA). Progesterone results are ex-

pressed in ng/mL and estradiol in pg/mL. The intra- and

inter-assay percent variation coefficients for progesterone

were 5.3 and 9.87 and for estradiol 6.9 and 10.8, respec-

tively. The detection limits for progesterone analysis were

between 0.03 and 50 ng/mL, with a correlation coefficient

of 0.9887. For estradiol, the detection limits were between

3.99 pg/mL and 1.9 ng/mL, with a correlation coefficient

of 0.9960.

Immunofluorescence

Cryosections of 20-lm thick of the ovaries were mounted

on coated glass slides. The frozen sections were rinsed with

PBS, pH 7.4, and twice in PBS-B (PBS with 0.5 % Triton

X-100). The sections were blocked by incubating in IgG-

free 2 % bovine serum albumin (BSA sigma) for 30 min to

reduce background staining [29]. Then slides were incu-

bated overnight at 4 �C with a polyclonal rabbit anti-TH

antibody or polyclonal rabbit anti-DARPP-32 (Santa Cruz

Biotechnology Inc, USA) diluted in PBS-B to 1:500 and

subsequently incubated with a secondary antibody goat-

anti-rabbit FITC-labeled (Jackson Immuno Research

Laboratories Inc.) diluted at 1:100 with PBS-B for its vi-

sualized in the green channel. Then the slides were incu-

bated with polyclonal mouse anti-actin antibody (Santa

Cruz Biotechnology Inc. USA) diluted in PBS-B to 1:200.

The samples were incubated with the secondary antibody

anti-mouse rhodamine-labeled secondary antibodies

(Jackson Immuno research Laboratories Inc. USA) for its

visualized in the red channel. Slides were counterstained

with Vectashield with DAPI (Vector Labs., CA, USA) for

nuclei staining and visualized in the blue channel. Pho-

tomicrographs of the ovarian follicles showing the oocyte

with its nucleus were obtained with a Digital Camera

coupled with a fluorescence microscope (Olympus Cor-

poration). Ten randomly selected follicles from each group

(n = 3) were used for counting the immunoreactivity of

the TH-positive cells using National Institutes of Health’s

ImageJ software [30].

Ovarian morphology

The ovaries were fixed in Bouin’s fluid, embedded in

paraffin wax, and serially sectioned at 10 lm. The sections

were stained with hematoxylin-eosin and examined under a

light microscope. Follicles were classified as healthy or

atretic. Degenerative changes observed by light mi-

croscopy, including the presence of more than eight pyc-

notic nuclei in granulosa cells per follicle, hypertrophy in

the theca-interna cells, and degeneration signs in the

oocyte, were used as criteria for atresia.

Statistics

The number of ova shed by ovulating rats was analyzed

using Kruskal–Wallis, followed by a Mann–Whitney

U test. Ovulation rate, expressed as the number of ovu-

lating animals per number of treated animals, was analyzed

using Fisher’s exact probability test. Hormonal serum

levels and immunoreactivity of TH or DARPP-32 were

analyzed using the Graph Pad InStat3 Software, Inc.,

U-Mann–Whitney t test (San Diego, CA, USA). A prob-

ability B5 % was considered significant.

Results

Effects of ether anesthesia and sham operation

Compared to the control and sham treatment groups, in-

jecting the saline or ascorbic acid into the ovarian bursa of

rats on each day of estrus cycle did not modify ovulation

rates (untouched control 18/18; sham operated animals
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32/37 vs. animals injected with saline 40/57; animals in-

jected with ascorbic acid 23/25) nor the number of ova

shed by ovulating animals (11.1 ± 0.6; 11.3 ± 0.9 vs 11.6

± 0.5; 11.8 ± 0.5). The ovulation rates is the number of

ovulating animals/number of treated animals. Given that no

significant effects were observed; the average ovulation

rate and number of ova shed by control, sham treatment,

and saline or ascorbic rats injected are hereafter referred to

as the control group values. Control group values were

used to assess the effects of blocking DA receptors on

ovulation rate and number of ova shed.

Effects of dousing DA1/DA2 receptor blocking drugs

over the ovaries

HLP doused over the exposed ovaries of rats on estrus or

diestrus-1 at 8:00 or 13:00 h blocked ovulation (0/4; 0/4 vs.

4/4, P\ 0.005, Fisher’s exact probability test). HLP had

no apparent effect on ovulation when doused over the ex-

posed ovaries of rats on diestrus-2 or proestrus (4/4; 4/4 vs.

4/4). SCH-23390 doused over the exposed ovaries of rats

on estrus, diestrus-1, diestrus-2, or proestrus at 08:00,

13:00, or 20:00 h had no effect on ovulation. SPD doused

over the exposed ovaries of rats on diestrus-1 at 8:00,

13:00, or 20:00 h blocked ovulation (0/4; 0/4; 0/4 vs. 4/4,

P\ 0.005, Fisher’s exact probability test). No effects were

observed in rats doused with SPD on estrus, diestrus-2, or

proestrus.

Effects on ovulation resulting from blocking ovarian

DA2 > DA1, DA1, or DA2 receptors on each day

of the estrus cycle

Compared to control rats, HLP treatment to rats on estrus

or diestrus-1 at 08.00, 13:00, or 20:00 h, and to rats in

diestrus-2 at 08:00 or 20:00 h, blocked ovulation. HLP

treatment to rats on proestrus at 13:00 h blocked ovulation

in four out of six rats; no effect on ovulation was observed

in rats treated at 08:00 or 20:00 h (Fig. 1a). HLP injected

rats at 08.00 of diestrus-1 ovulated 10–12 days after of the

predicted estrus day.

Compared to control rats, injecting SCH-23390 to rats

on diestrus-1 at 8:00, 13.00, or 20:00 h blocked ovulation

on the predicted estrus day (Fig. 1b). The animals injected

with SCH-23390 on diestrus-1 ovulated 24 h after to the

predicted vaginal estrus day. Rats injected with SCH-

23390 on diestrus-2, proestrus, or estrus ovulated.

Compared to control rats, injecting SPD to rats on estrus

at 20:00 h, diestrus-1 at 8:00, 13:00, or 20:00 h, or to on

diestrus-2 at 8:00 h blocked ovulation (Fig. 1c). The rats

injected with SPD on diestrus-1 ovulated 24 (1/6) or 48 (5/

6) h after the predicted vaginal estrus day. SPD treatment

to rats on diestrus-2, at 13:00 or 20:00 h, or on proestrus or

estrus, ovulated.

Effects of injecting GnRH or EB to rats treated

with DA blocking receptors that blocked ovulation

Injecting GnRH (i.m.) at 14:00 h of the predicted proestrus

day of rats previously treated with DA blocking receptors

(HLP, SCH-23390, or SPD) on the days and times that

blocked ovulation, resulted in 96 % ovulation induction

(Fig. 2). The number of ova shed by ovulating animals

treated with this hormonal replacement was similar to the

control group.

The effects of injecting EB at 14:00 h of the predicted

diestrus-2 day of rats previously treated with DA blocking

receptors were not as conclusive. EB treatment did not

induce ovulation in any of the animals treated with HLP at

8:00, 13:00, or 20:00 h on diestrus-1. EB treatment to rats

treated with HLP at 8:00 on estrus induced ovulation the

predicted estrus day and did not induce ovulation in most

animals treated with HLP at 13:00 or 20:00 h on estrus (2/5

vs. 1/4) (Fig. 3a). Animals with EB hormonal replacement

had a similar number of ova shed as the control group. EB

treatment on diestrus-2 induced ovulation in 100 % of the

animals treated on diestrus-1 with SCH-23390 at 08:00 or

20:00 h, and only in 50 % of the animals treated with SCH-

23390 at 13:00 h (Fig. 3b). The number of ova shed by

ovulating animals was similar to the control group. EB

treatment on diestrus-2 to animals treated with SPD on the

previous estrous cycle at 20 h of estrus or diestrus-1 did not

induce ovulation. EB treatment on diestrus-2 to animals

treated on the previous estrous cycle with SPD at 8:00 or

13:00 h of diestrus-1 induced ovulation of 50 and 75 % of

the animals, respectively. EB treatment at 14:00 h on

diestrus-2 to animals treated with SPD at 8:00 h on dies-

trus-2 induced ovulation in all animals (Fig. 3c). The

number of ova shed by ovulating animals was similar to the

control group.

Hormone concentrations in non-ovulating rats

with blocked DA receptors at 13:00 h

Compared to control animals, non-ovulating rats treated

with HLP on diestrus-1 at 08:00 or 13:00 h, or on diestrus-

2 at 13:00 h showed higher progesterone levels (Fig. 4a).

Such differences were not observed in rats treated with

SCH-23390 (Fig. 4b) or SPD (Fig. 4c).

Estradiol levels in non-ovulating rats on estrus, diestrus-1,

or diestrus-2 treated with HLP at 8:00 h were higher than in

the control group (Fig. 4d). Such differences were not ob-

served in rats treated with SCH-23390 or SPD (Fig. 4e, f).
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Effects on follicular development resulting

from injecting ovarian DA1/DA2 blocking receptors

into the ovarian bursas of rats on diestrus-1

at 13:00 h

Saline treatment into the ovarian bursas did not induce

observable morphological changes in ovarian follicles

(Fig. 5a, b). The presence of several pre-ovulatory follicles

was observed in the ovaries of rats on diestrus-1 treated

with HLP at 13:00 h (Fig. 5c). In these follicles, the inci-

dence of atresia was higher than in the control group

(Fig. 5d). Fresh corpus luteum, characterized by healthy

cells with large nuclei, were observed in the ovaries of all

ovulating animals from the different experimental groups.

In turn, fresh corpus luteum were consistently absent in the

ovaries of non-ovulating rats.

Fig. 1 Ovulation rates in rats

with bilateral injection of

dopaminergic blockers. The

injection into the ovarian bursa

with a HLP, b SCH-23390 or

c SPD on each day of the estrus

cycle at 8:00, 13:00, or 20:00 h

was performed. The animals

were sacrificed at 9:00 h on the

predicted estrus day. *P\ 0.05

Fisher’s exact probability test
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Fig. 2 Effects of injecting

GnRH to rats treated with DA

blocking receptors that blocked

ovulation. Ovulation rates in

rats with bilateral injection

treatment into the ovarian bursa

with a HLP, b SCH-23390 or

c SPD on each day of the estrus

cycle at 8:00, 13:00, or 20:00 h

and GnRH hormone

replacement (3.7 lg/kg b.w.) at

13:00 h on the predicted

proestrus day. Animals were

sacrificed at 09.00 h on the

predicted estrus day (19 h after

de GnRH treatment).

*P\ 0.05, **P\ 0.01 Fisher’s

exact probability test
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Fig. 3 Effects of injecting EB

to rats treated with DA blocking

receptors that blocked

ovulation. Ovulation rates in

rats with bilateral injection

treatment into the ovarian bursa

with a HLP, b SCH-23390 or

c SPD on each day of the estrus

cycle at 8:00, 13:00, or 20:00 h

and EB hormone replacement

(10 lg) at 13:00 h on the

expected day diestrus-2 day.

Animals were sacrificed at

9:00 h of the predicted estrus

day. *P\ 0.05, **P\ 0.01

Fisher’s exact probability test
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Fig. 4 Hormone concentrations in non-ovulating rats with blocked

DA receptors. Steroid hormones serum levels in non-ovulating rats

treated with a and d HLP, b and e SCH-23390, c and f SPD into the

ovarian bursa on estrus, diestrus-1 or 2 at 8:00 or 13:00 h. Mean

±S.E.M. of steroid hormones levels in serum. Animals were

sacrificed at 9:00 h on the next predicted estrus day by decapitation.

The blood of the trunk was collected *P\ 0.05 versus control group

(U-Mann–Whitney t test)
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TH and DARPP-32 protein immunoreactivity

in ovarian follicles of rats on diestrus-1 injected

with ovarian DA2-4 blocking receptors at 13:00 h

Figure 6a shows the TH immunoreactivity (green color)

found in the interstitial tissue and theca cells of antral

follicles of various sizes in the control group. Compared to

the saline group, the follicles of animals injected with HLP

on diestrus-1 showed higher TH-positive cells (HLP:

422 ± 76.9 vs. control group: 197 ± 9.5 positive cells per

follicle) (Fig. 6b). DAPI staining indicated the cytoplasmic

location of TH in the theca cells (Fig. 6c). The highest

intensity in the immunoreactivity of actin was observed in

the granulosa or theca cells of the ovarian follicles, which

were simultaneously co-localized with the TH protein. The

number of DARPP32-positive nuclei was lower in saline

group than in HLP injection group on diestrus-1 (HLP:

37.5 ± 8.0 vs. control group: 14.3 ± 3.9 positive cells per

follicle) (Fig. 7).

Discussion

Present results suggest that at the beginning of the estrus

cycle the presence of DA ligand to its ovarian level re-

ceptors is crucial for follicular development and ovulation.

To our knowledge, this is the first study showing that the

binding of DA to its DA1 receptor during the day of diestrus-

1 (08.00–20.00 h) is crucial to close the neuroendocrine axis

resulting in ovulation in the early morning of the day of

estrus. Current evidence on the relation between blocking

DA receptors in the ovaries, ovulation, and hormone secre-

tion has been obtained mostly from studies in mares and

bitches injected systemically [31–33]. Blocking DA2 re-

ceptors by injecting SPD to anestrus mares significantly

advanced the beginning of the transitional phase and first

ovulation [32]. In rats, the sub-chronic injection of antipsy-

chotics reduced the number of animals displaying a normal

estrus cycle, and animals with a disrupted estrus cycle ap-

peared to remain in a permanent state of diestrus [34].

Fig. 5 Effects on follicular development resulting from injecting

ovarian DA1/DA2 blocking on diestrus-1. Representative hema-

toxylin-eosin-stained sections showing ovarian morphology of the

saline solution treated group (a and b) or rats injected with HLP into

the ovarian bursas (100-lg/20-lL) at 13:00 h on diestrus-1 (c and d).

The animals were sacrificed at 9:00 h on the predicted estrus day and

the ovaries fixed. a Pre-antral and antral follicles at different stages of

growth. b Magnification of healthy secondary follicle, showing the

theca and granulosa cells. c An ovarian section from a Pre-ovulatory

follicle, the oocyte is observed in the central follicle. d An ovarian

section showing the magnification of atretic pre-ovulatory follicles.

The hypertrophy in the theca cells can be observed. Bar 100 in a and

c or 50-lm in b and d
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In the present study, injecting DA1 receptor blocking

agent into the ovarian bursas of rats on diestrus-1 at 8:00,

13:00, or 20:00 delayed ovulation, and ovulation occurred

24 h after the predicted estrus day. These results suggest

that on diestrus-1 the DA ligand to the DA1 receptor par-

ticipates in regulating follicular development. Blocking the

ovaries’ DA2 receptors probably has effects on the hy-

pothalamus (lack of GnRH release) or pituitary (lack of

positive estradiol feedback on LH secretion). Present re-

sults suggest that for normal follicular development and

ovulation to occur the DA ligand to DA2 receptors is

necessary from the night of estrus through the morning of

diestrus-2. However, to clarify this hypothesis, it is nec-

essary to measure the magnitude of this surge.

In ovulating animals, the GnRH pulsatile release is re-

quired to generate the pre-ovulatory LH surge [35]. In fe-

males, two types of GnRH and gonadotropin secretion are

known to occur: (1) a pulsatile secretory pattern that is

inhibited by estradiol and (2) a large surge triggered by

high levels of estradiol that induces ovulation [36, 37]. In

the present study, replacing the GnRH signal to animals

with blocked DA receptors (DA1, DA2 or both) on the

predicted day of proestrus restored ovulation, suggesting

that the DA ligand to DA1 and DA2 receptors is necessary

for the normal pre-ovulatory GnRH release.

On diestrus-2, estradiol stimulates LH release by acting

on the pituitary [28] and the hypothalamus [38]. During

proestrus, a pre-ovulatory increase of LH levels occurs in

response to sustained high levels of estradiol, generating

the positive feedback that induces the pre-ovulatory GnRH

surge [38, 39].

Present results show that blocking DA2[DA1 recep-

tors with HLP treatment delays the positive estrogen

feedback on gonadotropin secretion, and this delayed

follicular development and ovulation. According to Rey-

Ares et al. [14] in the rat’s ovary, there is the presence of

mRNA for DA1 and DA2 receptors. This suggests that the

neural information resulting from the DA ligand to its

DA1 and DA2 receptors in the ovaries may regulate fol-

licular development and estrogen synthesis by granulosa

cells.

In the present study, we observed that DA2[DA1

ovarian receptors blockade induced by HLP microinjection

into the ovarian bursa resulted in higher progesterone

levels, while blocking DA1 or DA2 receptors did not. Such

differences could be related to prolactin secretion increases

Fig. 6 Effects of the DA1/DA2 blocking receptors at 13:00 h on

diestrus-1 in the TH-protein immunoreactivity in ovarian follicles on

the predicted estrus day. The ovarian sections were stained with anti-

TH antibody (left column), anti-actin antibody (middle column), and

nuclear staining with DAPI (right column). Merged images are shown

in the last column (green TH; red actin; blue nuclear staining). a The

TH was expressed in theca cells of the ovarian follicles of rats

injected into the ovarian bursas with saline. b and c The ovarian

follicles of rats injected with HLP showing the TH-protein im-

munoreactivity in the theca and granulosa cells on different size

follicles. The actin showed the cytoarchitecture of the granulosa or

theca cells of the ovarian follicles, Bar 100 or 50 lm
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induced by blocking DA1/DA2 receptors, but not by the

transient blockade of DA1 or DA2 receptors [40, 41].

To our knowledge, no evidence on the direct effects of DA

antagonists on ovarian function has been reported. HLP

treatment (0.1 mg/kg i.v) has been shown to cause long-

lasting increases of progesterone levels in bitches [42]. Ac-

cording to Arbogast and Ben-Jonathan [43], progesterone,

but not estradiol, maintains the plateau of prolactin levels by

reducing the activity of hypothalamic DA neurons, leading to

an absence of functional DA input to lactotrophs in the an-

terior pituitary. As a result, prolactin levels remain elevated

for a prolonged period, producing a broad profile that con-

trasts with the sharp and symmetrical LH surge.

According to Taketa et al. [44] rats injected with SPD

during 4 days show higher levels of prolactin SR-BI, StAR,

progesterone 50scc, and 3b-HSD in new corpus luteum,

resulting in higher levels of progesterone. The authors

suggest that SPD elevates progesterone through activation

of PRL secretion in the pituitary. Mostafapour et al. [45]

showed that rats injected with SPD during 28 days had

significantly lower LH, FSH, and estradiol serum levels,

while progesterone and prolactin levels increased. In the

present study, the injection of SPD into the ovaries did not

result in significant changes in progesterone levels, and the

animals ovulated 24–48 h after the predicted day of estrus,

suggesting that prolactin secretion was not enhanced by

injecting SPD into the ovaries. During the formation of the

corpora lutea, there is an increase in the angiogenesis,

which dynamics are regulated by activating and inhibitors

factors [46]. The binding of DA to its DA2 receptors in-

hibits vascular endothelial growth factor a mediator of

ovarian angiogenesis. DA2 receptors are present in the

vasculature of corpora lutea [47–49]. The injection of a

DA2 agonist diminishes vascular hyper-permeability ob-

served in prepubertal rats injected with PMSG–hCG

without affecting ovarian angiogenesis. In present study,

the blockade of DA2 receptors by SPD microinjection into

the ovaries blocked ovulation, suggesting that the life span

of the corpora lutea present in the ovaries could be pro-

longed, resulting in an alteration in the luteolytic

mechanisms, modifying the follicular growth and matura-

tion. Since GnRH injection to SPD-microinjected rats in-

duced ovulation, the follicular growth and maturation were

partially affected.

Fig. 7 Effects of the DA1/DA2 blocking receptors at 13:00 h on

diestrus-1 in the DARPP-32 immunoreactivity in ovarian follicles on

the predicted estrus day. The ovarian sections were stained with anti-

DARPP-32 antibody (left column), anti-actin antibody (middle

column), and nuclear staining with DAPI (right column). Merged

images are shown in the last column (green DARPP-32; red actin;

blue nuclear staining). a The DARPP-32 was expressed in granulosa

cells of the ovarian follicles of rats injected into the ovarian bursas

with saline. b and c The ovarian follicles of rats injected with HLP

showing the DARPP-32 protein immunoreactivity in the theca and

granulosa cells on different size follicles. The actin showed the

cytoarchitecture of the granulosa or theca cells of the ovarian

follicles, Bar 100 or 50 lm
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Although HLP and SPD are DA2 dopaminergic blockers

that induce hyperprolactinemia, higher doses of SPD are

probably required to increase progesterone levels [45].

Studies have shown that in cultures of ovarian rat cells

treated with pregnant-mare-serum gonadotropin (PMSG)

progesterone levels increased when incubated with DA1

agonists [18]. In the present study, rats injected with a DA1

dopaminergic blocker did not show changes in proges-

terone levels, suggesting that exist different effects if sti-

mulates or blocks the DA receptor.

According to Rey-Ares et al. [14], only DA1 and DA2

mRNAs are present in the rat’s ovarian endocrine cells,

with a stronger presence in the theca and interstitial cells

and corpus luteum than in granulosa cells. In the present

study, blocking DA2[DA1 receptors resulted in higher

TH immunoreactivity in the theca, suggesting that ovarian

cells increased DA synthesis. Moreover, in this study

showed in vivo that the DA ligand interacts with DA1

receptor at the intracellular level by phosphorylation of

DARPP-32 on Thr 34 in granulosa cells responsible for

the synthesis of steroid hormones such as estradiol.

DARPP-32 is phosphorylated on Thr 34 in response to

DA acting via a cAMP-dependent protein kinase (PKA).

Its phosphorylation is increased by DA1, but not DA2

[50]. For that reason, the present study is consistent with

the other authors that the DA regulates the endocrine

ovarian function as the synthesis of steroid hormones in

the granulosa cells and corpus luteum [3, 14]. And not all

granulosa cells are activated simultaneously, probably the

activity of DA receptors depends on the day of the estrous

cycle.

Taken together, present results suggest that at the be-

ginning of the estrus cycle, the DA ligand to its DA1 re-

ceptors at the ovarian level generates neural signals

required for regulating the follicular development and

ovulation. The release of GnRH, and its dependence on

estradiol serum levels is related to the type of DA receptors

that has been activated. The ligand of DA to DA2 ovarian

receptors, and perhaps other peripheral and central DA2

receptors, participates in the regulation of gonadotropins

and the positive feedback of estradiol during diestrus-2 at

both ovarian and central levels. The increase in ovarian

DARPP-32 expression in animals with ovarian DA2 re-

ceptor blockade suggest that the granulosa cells play a role

in the synthesis of steroids hormones thought the activation

of DA1 receptor on diestrus-1.
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