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RESUMEN

El estrés oxidativo esta relacionado con mas de 100 enfermedades, entre las cuales se encuentran
patologias reproductivas como la endometriosis, el sindrome de ovario poliquistico e incluso en la
infertilidad. Se ha demostrado en células de la granulosa, que la dopamina es capaz de incrementar
la concentracidn de especies reactivas de oxigeno. Por otra parte, se ha utilizado a la hemicastracion
o hemiovariectomia como una técnica que permite analizar asimetrias funcionales y fisioldgicas entre
los ovarios. En dicho modelo se ha estudiado que la administracidn local de una dosis de sulpiride,
antagonista selectivo de los receptores dopaminérgicos tipo 2 (RDA2) retrasa 24 horas la presencia
del estro vaginal y disminuye la ovulacion compensadora solo en el ovario derecho in situ respecto al
izquierdo. Con el fin de aclarar los efectos del bloqueo farmacolégico de los RDA en el ovario, se
analizo el efecto de la microinyeccidn de sulpiride o SCH23390 (antagonista del RDA tipo 1: RDA1), en
la génada que permanece in situ en el modelo del animal hemiovariectomizado, sobre el desarrollo
de la ovulacién compensadora, la presencia del RDA1, del RDA2 y la proteina DARPP-32, asi como su
efecto en la generacion de especies reactivas de oxigeno a través de indicadores de estrés oxidativo.
Ratas hembra adultas de la cepa ClI-ZV ciclicas, fueron hemiovariectomizadas a las 09:00 h de la
mafana del estro, recibieron una microinyeccion de sulpiride o SCH23390 dentro de la bursa del
ovario in situ a las 13:00 h en el dia del diestro-1. Los animales se sacrificaron cada 24 horas hasta la
presencia del estro vaginal. Como grupos testigo se utilizaron animales hemicastrados con
administracién de vehiculo (acido ascoérbico o solucidn salina) y como grupo control animales
hemicastrados sin microinyeccién.

Otros grupos de animales hemicastrados o enteros (sin hemiovariectomia) fueron microinyectados
con sulpiride o SCH23390 y se sacrificaron cada cuatro horas después de la microinyeccién. El
homogeneizado de los ovarios fue utilizado para cuantificar indicadores de lipoperoxidacion:
malonilaldehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA), asi como la produccidén de nitritos.

Los resultados del presente estudio muestran que ambos antagonistas retrasaron la presencia del
estro vaginal mientras que el antagonista del RDA2 redujo la ovulacién compensadora sélo del ovario
derecho in situ. Se mostrd que el RDA2 se expresa asimétricamente en el tejido ovarico en los dias
del estro y del diestro-1, mientras que el receptor RDA1 y la proteina DARPP-32 fue detectada en los
cuatro dias del ciclo estral, con menor expresion el dia del diestro-2 y proestro. El bloqueo
farmacolégico del RDA2 incrementa la activacion de la proteina DARPP-32 en el animal hemicastrado
y se observé un aumento a las 48 horas después de la microinyeccién. Asi también, cuando se
antagoniza el sistema dopaminérgico ovarico con sulpiride o SCH23390 en el animal entero, se
incrementa la lipoperoxidacion cuatro y doce horas después de la microinyeccién respectivamente,
este efecto se mantuvo hasta por dieciséis horas. En este mismo modelo, se observé un aumento en
la concentracion de nitritos cuando se administré el sulpiride a las cuatro horas, en tanto que para el
SCH23390 doce horas después. Sin embargo, en el animal hemicastrado ocurrié un incremento de la
lipoperoxidacién cuatro otras después sélo cuando el ovario derecho permanece in situ.

Los resultados del presente estudio nos permiten inferir que bloqueo farmacoldgico de los receptores
dopaminérgicos, aumenta el metabolismo de la dopamina que tiene como consecuencia el
incremento del estrés oxidativo que deriva en dafio a nivel de membranas celulares incrementando
la lipoperoxidacién, como resultado la alteracion de las células productoras de hormonas esteroides
sexuales en el ovario, ademds de que la ausencia de la unién de dopamina a su receptor interfiriere
en la via de sefializacién mediada por la DARPP-32.



MARCO TEORICO

Eje hipotalamo-hipodfisis-ovario

El hipotalamo y la hipdfisis guardan relaciones anatémicas y funcionales estrechas, a su
vez, estas estructuras regulan la funcién de diversas glandulas endocrinas, como la tiroides, las
gldndulas adrenales y las gdénadas. La hipdfisis se compone de dos dreas principales: el [6bulo
anterior o adenohipdfisis, que deriva embriolégicamente de una invaginacion ascendente de la
cavidad bucal: la bolsa de Rathke, y el I6bulo posterior o neurohipdfisis, que procede de una
invaginacion descendente del piso del tercer ventriculo. La hipdfisis se comunica con el

hipotdlamo a través del tallo hipotalamico o hipofisario (Guyton y Hall, 2012).
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Figura 1. Eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario. De manera general, la GnRH viaja por el sistema porta hipotaldmico
hipofisiario hasta la adenohipdfisis, en respuesta, se secreta FSH y LH, ambas hormonas llegan al ovario donde
se unen a sus receptores en los tejidos funcionales de la génada (Tomado y modificado de Herbison, 2016).

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un decapéptido hipotalamico que

regula la secrecion de las hormonas hipofisarias, hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo



estimulante (FSH). La GnRH se libera de forma pulsatil hacia al sistema circulatorio portal
hipotdlamo-hipofisario para luego ser transportada a la hipdfisis anterior (Neil et al, 2001;
Grundker et al, 2002). Las hormonas gonadotrépicas hipofisarias LH, FSH, prolactina vy
gonadotropina coriénica humana (hCG) llevan a cabo la regulacién de la funcién ovarica. Las dos
primeras proceden de las células baséfilas de la adenohipdfisis y tienen una estructura
glucoproteica, con dos cadenas a y B. La cadena a es comun en ambas, siendo la B especifica de
cada unade ellas. La FSH estimula la maduracidn del foliculo del ovario mientras que la LH provoca
la ruptura del foliculo durante la ovulacién y la formacién del cuerpo luteo (Tresguerres y Castillo,
1993). Los foliculos primordiales y primarios son insensibles a la accién de las gonadotropinas. Al
llegar a la pubertad la FSH ejerce una accidn estimulante del desarrollo folicular a la vez que
produce aromatizacién estrogénica y sintesis de inhibina. El incremento en la secrecion de FSH
produce la maduracién de la reserva de foliculos primarios a secundarios. Los foliculos que
maduran producen estrégenos, principalmente estradiol. La hormona es trasportada en la
circulacidn hasta la hipdfisis y el hipotadlamo. Concentraciones bajas de estradiol mantienen a las
células productoras de FSH y LH en un nivel de baja sensibilidad para la accién de GnRH,
retroalimentacién negativa. Con la maduracion del foliculo aumentan los niveles de estradiol
séricos. Inmediatamente antes de la ovulacion los niveles de estradiol son altos y aumentan la
sensibilidad del receptor de GnRH en células gonadotropas de la hipdfisis, retroalimentacion
positiva. La LH provoca el proceso de ovulacién y la posterior luteinizacién, por lo que las células
de la granulosa que antes producian estradiol ahora sintetizan principalmente progesterona. El
foliculo se transforma en cuerpo luteo. El estradiol junto con la progesterona inhibe por
retroalimentacidn negativa la producciéon de FSH y LH en la hipdfisis (Schmidt y Thews, 1992;

Tresguerres y Castillo, 1993) (Figura 1).

Morfologia y funcidn del ovario

El ovario y los testiculos, asi como la glandula adrenal producen y liberan hormonas
esteroideas derivadas del colesterol bajo el control del eje hipotalamo- adenohipdfisis. Las
principales funciones de las génadas en los adultos son la produccién tanto de hormonas

esteroides como de células sexuales maduras: los gametos. Las hormonas esteroides son



esenciales en la diferenciacion sexual, el desarrollo fetal, el crecimiento y la maduracién sexual.
(Nussey y Whitehead, 2001).

El ovario de los mamiferos es un érgano par ubicado en la cavidad peritoneal que se
encuentra a cada lado del Utero, esta ligado por el mesovarium al ligamento superior ancho desde
el utero hasta la pared de la cavidad pélvica (Gougeon, 2004). Constituye la unidad estructural y
funcional del sistema reproductor femenino, cuyas funciones son reguladas por las
gonadotropinas hipofisiarias FSH y LH, las cuales estan coordinadas con las propias secreciones
del ovario (Chedrese, 2003).

Cuando el ovario maduro es analizado en una seccion media sagital, se diferencian
claramente dos zonas: una externa, denominada corteza y una interna, la médula. La superficie
ovdrica se encuentra recubierta por una sola capa de células cubicas que recibe el nombre de
epitelio germinal, que a su vez se encuentra invaginada por una cubierta de tejido conectivo
colagenoso denominado tunica albuginea (Espey y Richards, 2006). Los foliculos en reposo estdn
ubicados en la corteza ovarica, en una capa avascular que se encuentra debajo de la tunica
albuginea. Por el contrario, foliculos en crecimiento (sanos o atrésicos) y los cuerpos luteos
(frescos o viejos) se encuentran al borde de la médula cortical, abundante en vascularizacién. Los
foliculos estan rodeados por un entorno complejo y dindmico de células estromales, vasos
sanguineos y ramas del sistema nervioso auténomo. La médula ovarica contiene una compleja
red de tejido conectivo denso que envuelve a las células del estroma, vasos sanguineos y linfaticos
(Gougeon, 2004) (Figura 2).

En el estroma ovdrico se encuentran cuatro clases principales de células intersticiales que
por sus caracteristicas y posicidn en el ovario se clasifican en primarias, tecales, secundarias e
hiliares. Las células intersticiales primarias comienzan a aparecer en el ovario fetal y desaparecen
mas tarde. Las células intersticiales tecales son las mas importantes del ovario y proceden del
estroma; migran hacia la membrana basal del foliculo donde se disponen en bandas para formar,
después de su diferenciacion, cuando adquieren receptores a LH, a las tecas interna y externa
(Erickson, 1995). La migraciéon hacia la membrana basal tiene lugar cuando el ovocito estd
madurando y el foliculo contiene 2 o 3 capas de células de la granulosa (Grenwald y Roy, 1994).

Cuando los foliculos no ovulan y entran en atresia, las células intersticiales tecales se transforman



en células intersticiales secundarias formando grupos de células glandulares esparcidas en el
estroma. Conjuntamente estas células conforman la llamada gldndula intersticial (Ham vy
Cormack, 1983). Finalmente, las células intersticiales hiliares se localizan en el hilio y son muy

similares a las células de Leydig del testiculo (Erickson, 1995).
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Figura 2. Representacion de la estructura del ovario y sus principales componentes anatomico-funcionales. El
ovario se diferencia en dos zonas: Medula y corteza. En la medula se observa la inervacion y vascularizacion
que recibe el ovario, mientras que en la corteza se encuentran foliculos en diferentes estadios del desarrollo. A
partir de un foliculo primordial, el foliculo pasa por diversas etapas de desarrollo antes de ser expulsado
durante la ovulacion: primario, secundario, antral y preovulatorio. Posterior a la ovulacion, las células de la
granulosa y teca interna restantes se convertirdn en el cuerpo luteo (Tomado y modificado de Desai et al,

2014).

La principal caracteristica de la capacidad reproductiva de las hembras es su actividad
ciclica, la cual se ve fuertemente reflejada en el crecimiento y desarrollo de los foliculos, los cuales
son la unidad funcional del ovario. Normalmente los ovarios humanos producen un foliculo
dominante que produce una sola ovulacién durante cada ciclo menstrual; sin embargo, en

animales poliovulantes hay mas de un foliculo dominante en cada ciclo. Los foliculos dominantes
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son los responsables de la produccién de estradiol durante la fase folicular del ciclo. Después de
la ovulacidn, los foliculos dominantes degeneran y se transforman en cuerpos luteos, los cuales
secretan concentraciones altas de progesterona durante la fase lutea de cada ciclo (Williams y
Erickson, 2012).

El foliculo estd conformado por un ovocito, que se encuentra rodeado a lo largo de su
desarrollo por células de la granulosa, incluyendo aquellas que conformaran su corona radiada,
el cumulus ooforo, un antro folicular, células de la teca interna, tejido conectivo y células de la
teca externa (Espey y Richards, 2006). El cuerpo lateo es una glandula endocrina transitoria
formada por células foliculares que permanecen después de la ovulacion. Es el resultado de una
serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos en las células de la teca interna y la capa granulosa
del foliculo preovulatorio. Su formacién se encuentra asociada al incremento sérico de LH

(Xuejing et al., 2013).

Desarrollo folicular
La foliculogénesis inicia con el reclutamiento de foliculos primordiales de la reserva

folicular en crecimiento y culmina con la ovulacion o la muerte por atresia. Este proceso puede
dividirse en dos fases. La primera fase, denominada preantral o independiente de
gonadotropinas, se caracteriza por el crecimiento y diferenciacion del ovocito. La segunda,
llamada también fase antral o dependiente de gonadotropinas, es caracterizada por un
incremento del tamafio del foliculo (Williams y Erickson, 2012) (Figura 3).

Los ovocitos se desarrollan desde las células germinales primordiales (CGP), las cuales
migran en el desarrollo temprano de la gédnada para convertirse en ovogonia. La foliculogénesis
comienza con el reclutamiento de células pregranulosas en el ovocito para formar el foliculo
primordial en el ovario fetal o neonatal. En esta etapa, el ovocito se detiene en Profase | de la
meiosis (Picton et al, 1998).

Las proteinas del ovocito y de las células de la granulosa son fundamentales para la
supervivencia y el reclutamiento del foliculo primordial. Las proteinas especificas del ovocito
incluyen a los factores de transcripcidon de hélice bucle hélice basica, especificos de la
espermatogénesis y ovogénesis (Sohlh1 y Sohlh2), asi como el factor de la linea germinal (FIGLA)

gue también tiene un dominio hélice bucle hélice, los cuales pueden promover la supervivencia y
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activacion del foliculo primordial mediante la regulacion de la expresion de genes criticos rio
debajo de la secuencia de ADN (Pangas et al, 2006; Toyoda et al, 2009). Similarmente, los factores
de transcripcion homedticos LHX8 y NOBOX controlan la expresion de varios genes del ovocito
qgue regulan el desarrollo folicular, incluido el factor de crecimiento transformante (TGF) miembro
de la familia del factor | factor de crecimiento diferencial 9 (GDF-9) y la proteina morfogénica dsea
15 (BMP-15). Las proteinas GDF-9 y BMP-15 derivadas del ovocito, promueven la proliferacion de
células de la granulosa en la etapa del foliculo primario. El factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) son factores secretados
por ovocitos que regulan positivamente la activacion del foliculo y aumentan la expresiéon del
factor de células madre (SCF) en células de la granulosa. Por otro lado, El SCF derivado de células
granulosas interactia con el receptor c-kit tirosina quinasa en el ovocito para promover su
crecimiento y se requiere para la activacion del foliculo primordial. Existe evidencia que sefiala
gue la activacidon de la sefializacion mediada por SCF a través del receptor c-kit de ovocitos,
conduce a la inactivacion de FOX0O3a a medida que se produce la activacion del foliculo (Yoshida
et al, 1997; Parrot y Skinner, 1999) (Figura 3).

El foliculo primario se caracteriza por la presencia de una o mas células granulosas cuboidales que
estdn restringidas a una lamina que rodea al ovocito. Los eventos mas importantes en el
desarrollo de los foliculos primarios incluyen la expresidn del receptor de FSH, el crecimiento y la
diferenciacion del ovocito (Williams y Erickson, 2012). Las células de la granulosa comienzan a
expresar a los receptores de FSH en |a etapa del foliculo primario. Entre los factores que provocan
la expresidn del receptor de FSH se incluyen la misma FSH, la activina, el adenosin monofosfato
ciclico (AMP) ciclico y TGF (Findlay y Drummond, 1999).

A medida que la foliculogénesis preantral continda, la estructura del foliculo comienza a
cambiar. Los principales cambios que se producen durante el desarrollo del foliculo secundario
incluyen la acumulacion de un mayor nimero de células de la granulosa que forman multiples
capas alrededor del ovocito y la adquisicion de una capa de células de la teca. El desarrollo de un
foliculo primario a uno secundario completamente desarrollado es el resultado de un proceso
regulatorio activo autocrino / paracrino que involucra factores de crecimiento producidos por el

propio ovocito, como GDF-9 y BMP-15 (Williams y Erickson, 2012) (Figura 3).
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La formacién del antro anuncia las fases finales de la foliculogénesis vy la transicion de la
regulacion intraovarica a la extraovdrica. En las mujeres, el eje hipotdlamo-hipofisis-génada
coordina la maduracion del foliculo, el comportamiento sexual y la preparacion fisioldgica para el
embarazo. Antes de la maduracion del eje, se reclutan foliculos para desarrollar foliculos
primordiales, pero no se pueden formar foliculos antrales sin el estimulo de las gonadotropinas
(Knobil y Neill, 2006). En el foliculo antral, las células de la granulosa y el ovocito se distribuyen
como una masa de células con una forma precisa. Esta organizacion espacial da lugar a distintos
subtipos de células de la granulosa: las de membrana, del area periantral y las del cumulus
oophorus. Todas las células de la granulosa expresan receptores de FSH durante el desarrollo del
foliculo antral; sin embargo, cada grupo de células de la granulosa estd influyen por su posicion
para expresar un estado diferenciado especifico en respuesta a la estimulacién con FSH. Por
ejemplo, las células de la membrana granulosa expresan la aromatasa P450 (P450AR0OM) y el
receptor LH, mientras que las células periantrales y del cumulus no (Erickson y Shimasaki, 2000).
En mujeres con ciclos normales, el foliculo dominante se selecciona al final de la fase IUtea
del ciclo menstrual (Gougeon, 1996). La tasa de mitosis en las células de la granulosa parece
aumentar bruscamente (~ 2 veces) después de la fase |Gtea media, lo que sugiere que la lutedlisis
contribuye de alguna manera a un aumento de la mitosis en las células de la granulosa en el
conjunto de pequenos foliculos antrales. La primera sefial para que se lleve a cabo la seleccion
del foliculo dominante, es que las células de la granulosa contintan dividiéndose a un ritmo
relativamente rdpido mientras que la proliferacidn se ralentiza en los otros foliculos, la tasa
mitotica de las células de la granulosa y la teca se mantiene alta a través del resto del desarrollo
del foliculo antral (Williams y Erickson, 2012).

El mecanismo subyacente de seleccion implica el aumento de FSH en plasma, durante el
ciclo menstrual, el aumento de la FSH comienza unos dias antes de que la progesterona
plasmatica caiga a niveles basales al final de la fase IUtea. Los niveles de FSH permanecen elevados
durante la primera semana de la fase folicular del ciclo. Los niveles incrementados y sostenidos
de FSH circulante son necesarios para la selecciéon y la fertilidad femenina. La disminucién de la
produccion de estradiol e inhibina A por el cuerpo luteo son las principales causas del aumento

secundario de la FSH y la seleccién dominante del foliculo del ovocito (Williams y Erickson, 2012).
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Figura 2. Figura representativa de los factores implicados en la formacion de células germinales primordiales (PGC y el desarrollo
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morado), células germinales (en rojo) y granulosas (verde) participan y regulan el desarrollo de ovocitos y foliculos en cada uno de las
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proteinas del ectodermo embrionario adicional que participan en la formacion de PGC estdn indicadas en negro (Tomado y modificado
Sdnchez y Smitz, 2012)



En los mamiferos, el 99.9% de los foliculos (ovocitos) mueren por atresia. Una propiedad
fundamental de la atresia es la activacion de la apoptosis en las células del ovocito y la granulosa.
La apoptosis es un proceso complejo que implica vias de senalizacidon acopladas a la muerte
celular programada (Danial y Korsmeyer, 2004). Este evento fisioldgico puede iniciarse por
sefiales externas (via extrinseca) mediante la unién del ligando al "receptor de muerte" de la
superficie celular para la sefializacién, tal como es inducida por el factor de necrosis tumoral (TNF)
o el ligando Fas. Las vias de muerte celular intrinseca (intracelular) estan mediadas por
alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial que causan la liberacién
de factores proapoptodticos en el citoplasma, y tipicamente estdn controladas por proteinas de la
familia B / linfoma-2 (Bcl-2). Ambas vias generan la activacion de caspasas, una familia de cisteinil
aspartato proteasas especificas de aspartato de cisteina, como los mediadores finales de la

muerte celular programada (Williams y Erickson, 2012).

Ovulacién

La ovulacién es un proceso dinamico que conlleva cambios en la integridad de la superficie
del foliculo, que inicia con un incremento de LH, que posteriormente implica cascadas de varias
vias, asi como la interaccidn de distintos tipos de células y compartimentos celulares (Douglas et
al, 2010). El proceso de ovulacion requiere las acciones colectivas del sistema endocrino, las
sefiales inmunes y los factores paracrinos intraovaricos. Los distintos compartimentos celulares
en el foliculo preovulatorio (el ovocito, las células de la granulosa y las células de la teca) tienen
diferentes respuestas, pero estan coordinadas a las sefiales hormonales y otras sefiales que
controlan la ovulacion (Williams y Erickson, 2012).

Durante el desarrollo del foliculo antral, la supresién de la expresion del receptor de LH en
células granulosas del cumulus da como resultado un incremento en la expresion de los
receptores de LH en las células murales de la granulosa. Lo que indica que estas células sirven
como el compartimiento del foliculo responsable en gran medida de la transduccién de la sefial
de la LH ovulatoria. La LH activa la via de sefializacion de la proteina Gs / AMPc / Proteina cinasa
A (PKA) para inducir respuestas transcripcionales, asi como activar otras vias de sefializacién que
incluyen la cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK) y la proteina cinasa activada por

mitogenos (MAPK). En respuesta a la oleada de LH, estas vias de sefializacién inducen de manera
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rapida cambios en el perfil de expresiéon de genes de las células murales de la granulosa. En
particular, se generan los factores de transcripcién como la proteina de unién al elemento de
respuesta a AMPc (CREB), Sp1 y Sp3, y la transcripcion directa de reguladores transcripcionales
adicionales que incluyen el receptor de progesterona, proteina de respuesta de crecimiento
temprano-1 (EGR-1) y la proteina de unién a la secuencia CAAT (C / EBP) (Russell y Robker, 2007).
El receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR), miembro de la superfamilia de
receptores nucleares regulado por el receptor de progesterona, se transcribe activamente en
estas mismas células después del aumento de LH. (Kim et al, 2008).

Las células del cumulus reciben el estimulo ovulatorio de la LH indirectamente a través de
factores difusibles como los ligandos de tipo EGF provenientes de las células murales de la
granulosa. La FSH se une a sus receptores localizados en las células del cumulus acopladas a las
rutas de sefializacion de AMPc / PKA y del fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) que al parecer facilitan
la expresién de genes relacionados a la ovulacidn.

Las prostaglandinas también son mediadores que participan activamente en la ovulacién,
por ejemplo, la prostaglandina E2 (PGE2) se genera rapidamente en las células del cumulus a
través de la induccién de la expresion del gen de la ciclooxigenasa-2 (COX-2). Posteriormente la
PGE2 luego actla de manera autocrina estimulando a su receptor el cual activara a la via Gs /
adenilato ciclasa (AC)/ AMPc (Ben-Ami et al, 2006).

La Interleucina-1 (IL-1) es secretada, probablemente por leucocitos localizados dentro del
compartimento de la teca en donde actuaria de forma paracrina induciendo a las células del
cumulus a sintetizar los componentes de su matriz extracelular. El ovocito es responsable de
secretar los factores de crecimiento de la familia del TGF, como a GDF-9 y BMP-15, las cuales
producen la diferenciacidon del fenotipo de las células del cumulus (Eppig et al, 2002). Por otro
lado, la participacion del sistema endocrino y de varios compartimentos foliculares da como
resultado la elaboracion de una matriz extracelular Unica entre las células del cumulus en un
proceso llamado "mucificacién" o "expansion del cumulus" el cual es critico para que se produzca
la ovulacién (Williams y Erickson, 2012) (Figura 2).

Después de un estado de reposo prolongado, en el foliculo preovulatorio, el ovocito

reanuda la meiosis durante la secuencia de ovulacion. El nucleo del ovocito, conocido como
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"vesicula germinal", sufre una serie de cambios que implican la emisidn del primer cuerpo polar
y la progresién de la meiosis a la segunda metafase meidtica. La meiosis se detiene en esta etapa
y no contindia mas alld, a menos que el évulo sea fecundado. La maduracion meidtica es un evento

vital en la ovulacién porque es obligatorio para la fertilizacién (Williams y Erickson, 2012).
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Figura 4. Vias de sefializacion y mediadores de la ovulacion. Las oleadas ovulatorias de FSH y LH estimulan a
las células de multiples foliculos. La sefializacion de LH es transducida por las células de la teca, mientras que
la sefializacion de la FSH es transducida por la granulosa. Las células de la teca (o leucocitos dentro de la capa
de teca) secretan IL-1, una citocina que estimula la expansion de células del cumulus, e InsL3, un péptido que
puede desencadenar una reduccion en los niveles de AMPc en los ovocitos. Las células de la granulosa secretan
ligandos de tipo EGF, factores de crecimiento que transducen la respuesta ovulatoria a las células del cumulus.
Ademds, secretan versican y ADAMTS-1, que se convierten en componentes de la matriz extracelular de las
células del cumulus. El inhibidor de la tripsina del torrente sanguineo se reubica para formar parte de la matriz
celular del cumulus. La PGE2 generada por las células del cumulus actia de manera autocrina para promover
la produccion de AMPc. Los morfégenos de los ovocitos, incluidos GDF-9, BMP-15 y BMP-6, junto con otras
moléculas de sefializacion multiple generadas tanto dentro como fuera del foliculo, modulan las células del
cumulus, las células de la granulosa y las respuestas de las células de la teca a las sefiales ovulatorias.
Interleucina-1 (IL-1); péptido similar a la insulina 3 (InsL3), ligandos de tipo EGF Il (Egf-L (), inhibidor de tripsina,
prostaglandina E2; (PGE2) (Tomado y modificado de Williams y Erickson, 2012).

El cambio mas dramatico durante la ovulacion se relaciona con la formacién de un orificio
en la superficie del ovario, conocido como macula pellcida o estigma, a través del cual el dvulo y

las células del cumulus salen del foliculo. La formacién del estigma implica una combinacidn de



apoptosis celular, migracion celular y digestion proteolitica de las capas de la matriz extracelular.
La LH esta directamente involucrada en la formacion del estigma. En respuesta al aumento de LH,
el foliculo preovulatorio produce progesterona y prostaglandina (Russell y Robker, 2007). Las
sefiales adicionales relacionadas con la remodelacion de las células de teca estan mediadas por
el factor de crecimiento nervioso (NGF) y al receptor de tirosina cinasa (TrkA). La expresion de
NGF y TrkA se inducen en células de la teca en respuesta al pico de LH. Las interacciones NGF /
TrkA conducen a una pérdida de comunicacion intercelular al alterar las uniones gap entre las
células de la teca que dan como resultado un mayor comportamiento migratorio (Dissen et al,
1996).

La ovulacidn implica la liberacién del ovocito provocando que la proteasa metalopeptidasa
con motivos trombospondina tipo 1 (ADAMTS-1) sea sintetizada en células murales de la
granulosa, para ser secretada y localizada dentro del complejo de células del cumulus, en donde
funciona para separar las proteinas de la matriz extracelular (Russel et al, 2003).

Ademas de la remodelacién estructural, la capa de la teca sufre alteraciones répidas en el
suministro vascular en respuesta a la sefial de LH ovulatoria. El factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y sus vias de sefializacidon en el interior de la célula, son necesarios para la
angiogénesis folicular durante el crecimiento del foliculo antral, ademas en los primates existe
evidencia que la remodelacién vascular mediada por VEGF es importante para la ruptura del
foliculo. El VEGF promueve la permeabilidad vascular, lo que permite una entrega mas eficiente
de factores transmitidos por la sangre, incluida la LH y la FSH, y las células inmunes al foliculo. De
hecho, los niveles elevados de VEGF, con el consiguiente aumento en la permeabilidad vascular,
se han relacionado con el sindrome de hiperestimulacion ovarica iatrogénica (Levin et al, 1998).
Las células inmunes, que incluyen macréfagos y leucocitos, llegan a la capa de la teca por la
vasculatura y liberan citocinas, proteasas y radicales libres que promueven la remodelacién
adicional de la pared del foliculo. Estas vias de sefalizacién convergen para generar una cascada
de eventos proteoliticos y de remodelacion que conducen a la degradacion controlada de la
matriz estromal ovarica que recubre el foliculo y la subsiguiente formacién de estigma y la

liberaciéon del complejo ovocito-cumulus maduro (Williams y Erickson, 2012).
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El cuerpo IUteo se desarrolla a partir de las células de la pared del foliculo ovulatorio, su
formacidn se produce antes de la ovulacion, pero se hace mas notoria después de la ruptura del
foliculoy se prolonga durante un nimero de dias especifico para cada especie hasta que el cuerpo
[uteo estd completamente formado (Espey y Lipner, 1994). La luteinizacién es un evento que

envuelve la proliferacion, diferenciacidn celular y la remodelacién tisular. Se compone de dos
importantes procesos: la hipertrofia y diferenciacidn de las células esteroidogénicas de los
foliculos a células luteales y el rdpido desarrollo de vasos sanguineos (angiogénesis) (Espey y
Lipner, 1994). Este fendmeno inicia a través de cambios bioquimicos y morfoldgicos que se llevan
a cabo en las células de la teca interna y en las células de la granulosa de los foliculos
preovulatorios. El incremento en los niveles séricos de LH desarrolla el proceso de luteinizacion.

Las células del cuerpo luteo se originan de dos tipos diferentes de células secretoras de
esteroides provenientes del foliculo ovulatorio, las células de la granulosa y las células de la teca.
Asi, el cuerpo luteo se compone de dos tipos de células luteales: células granuloso- luteinicas y
células teca- luteinicas (Espey y Lipner, 1994; Xueling et al, 2013).

Si la implantacién no ocurre, el cuerpo liteo se degenera por un proceso llamado
lutedlisis. La muerte del cuerpo liteo humano es histoldgicamente aparente 8 dias después de la
ovulacién. El primer signo es la contraccidn de las células de la granulosa-luteinicas. Por el
contrario, las células de la teca-luteinicas aparecen hiperestimuladas selectivamente durante la
lutedlisis temprana. Finalmente, la lutedlisis destruye todas las células del cuerpo lateo.
Histolégicamente, todo lo que queda es un nédulo de tejido conectivo denso llamado corpus

albicans (Williams y Erickson, 2012).

Ciclo Estral

El ciclo estral de la rata dura de 4 a 5 dias, la ovulacion se produce espontdneamente. Las
fases del ciclo son proestro, estro (al final del cual ocurre la ovulacién), diestro-1 y diestro-2
(Gorbman et al., 1983; Hebel y Stromberg, 1986; Martin, 1979) (Tabla 1).

Los dias del ciclo estral se diferencia por cambios en la citologia vaginal que se repite de
manera ciclica durante la vida fértil de la rata hembra y son fiel reflejo de los cambios hormonales

gue ocurren en cada ciclo estral (Tabla 1). Es importante sefialar que la influencia del fotoperiodo
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es fundamental para que se presenten ciclos regulares de cuatro o de cinco dias de duracién
(Figura 5). La presencia de un ciclo estral de mayor duracion es relativamente anormal y reflejaria
cambios importantes en el patron de secrecidon de hormonas a consecuencia de diversos factores
(Montes y Luque, 1988).

Durante el Diestro-1 o metaestro, la presencia dominante de leucocitos es la caracteristica
mas evidente de esta etapa de recuperacion post-ovulacién. Los leucocitos son pequeiios y con
un citoplasma granuloso, pueden o no ir acompafiados de una pequeia cantidad de células
epiteliales nucleadas y algunas células basoéfilas (Westwood, 2008). En la etapa correspondiente
al Diestro-2 se mantiene la presencia de leucocitos. En el ovario, los cuerpos luteos recién
formados de la ovulacién anterior han alcanzado su tamafio maximo, siendo éste el mejor
marcador ovdrico para establecer esta etapa (Goldman et al, 2007). Posteriormente, durante el
Proestro, se observa una gran cantidad de células epiteliales visiblemente nucleadas y
distintivamente redondas las cuales pueden o no aparecen agrupadas, ocasionalmente también
se puede observar una pequefia cantidad de células epiteliales escamosas cornificadas. El dia
siguiente al Proestro ocurre el Estro, esta etapa se caracteriza por la presencia de células
epiteliales escamosas cornificadas, generalmente se observan agrupadas, sin un nucleo
observable y con una forma irregular, el citoplasma es altamente granular (Hubscher, 2005)
(Tabla 1).

Otra hormona importante dentro del control neuroendocrino del ciclo estral es la
prolactina, sus concentraciones aumentan durante el Proestro y se mantienen basales el resto
del ciclo, esta hormona se encarga de estimular la expresion de receptores para estrégenos a
través de la expresion de la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD), enzima encargada de
catalizar la conversion de estrona a estradiol. Ademas, inhibe a la enzima 20-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (20a-HSD) y en consecuencia previene el catabolismo de la progesterona durante
la gestacion (Lopez et al, 2011).

El ciclo ovarico esta bajo el control del eje hipotalamo-hipdfisis-génada. El crecimiento
folicular ocurre por la estimulacién de FSH, los foliculos ovaricos a su vez secretan estréogenos que
tiene un efecto de retroalimentacion positiva sobre la secrecion de LH por la adenohipdfisis,

observandose LH al final del Proestro, disparando asi la ovulacién. Los estrégenos también
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estimulan el epitelio vaginal y la queratinizacion del mismo. En el Utero inducen hiperemia y

acumulaciéon de fluido. Tras el estro, los foliculos que han liberado évulos se trasforman en

cuerpos luteos durante la fase del diestro. El cuerpo lUteo secreta progesterona y en menor grado

estrégenos. La progesterona induce la mucificacién del epitelio vaginal. Durante el diestro-1, en

el Utero se inicia la degeneracion del epitelio, si no ha habido fertilizacion del ovulo. Al final de Ia

fase del diestro, vuelve a comenzar la maduracién de otros foliculos ovaricos y a regenerar los

epitelios vaginal y uterino (Gorbman et al., 1983; Hebel y Stromberg, 1986; Martin, 1979).

Tabla 1. Ciclo estral. Resumen de los cambios a nivel de ovario, utero, epitelio vaginal y conducta en las distintas fases
del ciclo estral de la rata. (Tomado de De la Cruz y Pasaro, 1998)

Fase Ovario

Maduracién de
foliculos. Ovulacion.

Utero

Mdéxima distencion.
Inicio de degeneracion

Vagina

Epitelio grueso. Capa
de células cornificadas

Conductay
Duracidn

Receptividad
maxima. Lordosis.

Estro del epitelio uterino. en la superficie. Frotis Copulacién.
vaginal con abundancia 25 a 27 horas.
en células escamosas.

Formacién de Alguna degeneracion Descamacion del No hay
cuerpos luteos. vacuolar pero también  epitelio cornificado. receptividad.
regeneracion. Epitelio delgado. 6 a 8 horas.
Diestro-1 Invasion de leucocitos.
Frotis vaginal con
abundancia de células
escamosas y leucocitos
Crecimiento de Regeneracion del Epitelio delgado. No hay
cuerpos luteos. epitelio uterino. Regeneracion del receptividad.
Diestro-2 Foliculos de varios epitelio. Frotis vaginal 55 a 57 horas.
tamafios. con abundancia de
leucocitos y células
epiteliales
Crecimiento rapido Utero distendido con Epitelio grueso. Células  Estado receptivo
de foliculos. fluido aumentando su epiteliales superficiales. ala copulacion
Degeneracién de los  tamafio. Frotis vaginal con hacia el final del
Proestro cuerpos luteos del abundancia de células Proestro.

ciclo previo.

epiteliales.

12 a 14 horas.
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Figura 5. Perfiles de la secrecion de las principales hormonas adenohipofisarias y ovdricas durante el ciclo estral
de 4 dias en la rata adulta Estro, Diestro-1, Diestro-2 y Proestro. Se observa el pico preovulatorio de LH en el

proestro seguido de un incremento de las otras hormonas. Estos son los perfiles en cada ciclo estral si no hay

fecundacion. (Tomado de Smith et al., 1975).
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Inervacion ovarica

Las funciones de los ovarios son reguladas por las hormonas del eje hipotalamo-hip&fisis
y por el sistema nervioso auténomo (Burden, 1985; Doganay et al, 2009). El ovario es inervado
por una extensa red de nervios del sistema nervioso auténomo que provienen de fibras pre-y
postganglionares de tipo simpatico y parasimpdtico. En cuyas terminales se liberan una serie de
neurotransmisores al interior del ovario, algunos de los cuales se consideran reguladores de la
esteroidogénesis, el desarrollo folicular temprano y la ovulacion (Gougeon, 2004). Las fibras
preganglionares simpdticas se originan de cuerpos celulares en la asta intermediolateral del
corddn espinal en los segmentos Tipy T2z, mientras que las fibras postganglionares se originan
del plexo ovdrico y celiaco (Erickson, 1995).

La inervacion simpatica que recibe el ovario de la rata proviene de dos rutas: nervio del
plexo ovarico (NPO) que acompafia a la arteria ovarica y el nervio ovarico superior (NOS) que viaja
junto con el ligamento suspensorio e inerva vasos sanguineos, células de la glandula intersticial y
células de la teca interna (Gerenday y Halasz, 1997). Mientras que la inervacién parasimpatica
proviene del nervio vago, el cual contiene pépticos como la somatostatina, sustancia P, gastrina
y el péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Ojeda et al., 1983; Dissen y Ojeda, 1999). Las neuronas
gue dan origen al nervio se localizan en el nicleo ambiguo; el nucleo cardio-neumo-entérico; el
nucleo dorsal del vago y la parte inferior del nucleo del fasciculo solitario (Bouchet y Willeret,
1978).

El NPO es un nervio bilateral y tiene una longitud de 2.5 a 3 cm desde el ovario hasta el
primer ganglio prevertebral. EIl NPO derecho e izquierdo viaja adyacente a lo largo de la arteria
ovarica y se bifurca durante aproximadamente 3 mm antes de llegar al ovario, mientras que otra
rama se dirige al Utero. El NPO derecho tiene un origen doble, una rama surge del ganglio
mesentérico superior (SMG) y la segunda del plexo mesentérico. Las fibras postganglionares del
NPO izquierdo se originan de la rama anastomotica del ganglio lumbar del tronco simpdatico y de

la rama anastomatica del nervio esplacnico (Pastelin et al, 2017) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema que muestra el origen y la distribucion del nervio del plexo ovdrico, asi como la localizacion
del ganglio mesentérico superior de la rata hembra. Nervio del plexo ovdrico (NPO), aorta (a), vena cava
inferior (VCl), ganglio mesentérico superior (SMG) ganglio mesentérico inferior (IMG), ganglio lumbar del
tronco simpdtico. 1: rama celiaca, 2: rama lumbar, 3: rama anastomdtica, 4: rama mesentérica superior, 5:
plexo mesentérico, 6: rama anastomdatica del ganglio lumbar del tronco simpdtico, 7: rama anastomdtica del
nervio espldcnico (L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7). Modificado de Pastelin et al, 2017.

En el ovario de los primates existe una red de neuronas, varias de ellas catecolaminérgicas
(Dees et al,1995). En la rata, desde el periodo juvenil (10 a 20 dias de edad) en adelante, las
neuronas estan presentes en el hilio ovdrico, la médula y en la corteza ovarica. El tamafio del
soma neuronal aumenta durante el periodo prepuberal, alcanzando sus valores maximos antes

de la pubertad. Las neuronas catecolaminérgicas se encuentran tanto en la corteza ovarica como



en la médula, y estan aisladas o agrupadas en estructuras ganglionares. Algunas neuronas
muestran inmunorreactividad al neuropéptido Y (D’Albora et al, 2002). Se han identificado cuatro
tipos de ganglios en ratas postpuberes y adultas jévenes: mesovarial, hiliar, medular y ganglionar
cortical. También se encontraron neuronas aisladas dispersas en los vasos sanguineos que
llegaban a la médula del ovario y cerca de los foliculos (D’Albora y Barcia, 1996). Mientras que en
la cobaya se ha identificado neuronas catecolaminérgicas, positivas al péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP) y al receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1) en ovarios de
cobayas neonatas y adultas, donde el numero de neuronas se encuentran en mayor proporcion
en la edad adulta (Luna et al, 2015).

La capacidad de los neurotransmisores contenidos en los nervios ovaricos para estimular
la esteroidogénesis en ovarios de ratas, ha conducido a la hipétesis de que estos intervienen en
el desarrollo prepuberal del ovario. Estudios semicuantitativos que evaluaron los cambios en la
densidad de fibras nerviosas durante el desarrollo postnatal en ovarios de Macaca mulatta le han
aportado credibilidad a esta hipétesis, ya que mostré un incremento significativo en la densidad
de fibras nerviosas simpaticas y VIP-enérgicas entre el periodo neonatal y el tiempo esperado
hasta la pubertad, aproximadamente de 3 afios. No se encontraron cambios durante la etapa

adulta ni tampoco en el desarrollo de la inervacion sensorial (Gougeon, 2004).

Asimetria ovarica

Los ovarios de las aves tienen funciones asimétricas, ya que el ovario izquierdo es el Unico
gue ovula y secreta estradiol mientras que el ovario derecho se encuentra atrofiado. Al extirpar
quirdrgicamente el ovario ovulante, el ovario remanente no se desarrolla como tal, sino que crece
como un testiculo y secreta testosterona (Alvarez et al, 2009).

En mamiferos poliovulantes, se han observado diferencias en la capacidad ovulatoria del
ovario izquierdo y derecho. En murciélagos la asimetria es mas notoria, siendo mas frecuente que
el ovario derecho sea el mas dominante (Wimsatt, 1979). En la rata, el ovario izquierdo ovula dos
ovocitos mas comparado con el ovario derecho (Dominguez et al., 2003). El ovario izquierdo tiene
una capacidad mayor para secretar progesterona (Barco et al, 2003; Flores et al, 2005) y

testosterona en respuesta a una hemicastracion (Flores et al, 2006).
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En la rata hembra, la cantidad de GnRH, la cual se sintetiza en el hipotalamo es mayor en

el lado derecho respecto al izquierdo del hipotalamo (Gerendai et al., 1978). La lesién del
hipotalamo anterior sobre el lado derecho inhibe el desarrollo de la hipertrofia compensadora
del ovario después de una hemiovariectomia (Fukuda et al., 1984). De manera similar, la lesidn
derecha del area predptica del hipotalamo da como resultado la disminucién del namero de
ovocitos liberados (Cruz et al, 1987) y un implante de atropina o de haloperidol enel hipotalamo
anterior derecho bloquea por completo la ovulaciéon (Cruz et al, 1989; Moran y Dominguez, 1995).

El uso de técnicas de rastreo transneural realizado a través de la inyeccidn del virus de
pseudorrabia ha permitido identificar la existencia de vias multisindpticas entre el cerebro y los
ovarios de la rata. El marcaje de neuronas relacionadas con ambos ovarios fue detectado en el
nucleo del tracto solitario, en el nucleo dorsal del vago, en el grupo celular As noradrenérgico, en
el magnus del rafe y en el ndcleo paraventricular hipotaldmico. Cuando la inyeccidn se realiza en
el ovario izquierdo se observa que el patrén de marcaje es diferente al observado para el ovario
derecho, ya que también se logra observar el marcaje en el niucleo caudal del Rafe (Gerendai et
al.,, 2005; Gerendai et al., 1998; Toth et al., 2007), sin embargo; Klein y Burden en 1998, no
encontraron diferencias en el nimero de neuronas entre el lado derecho o izquierdo del ganglio

celiaco superior (origen de la mayoria de las fibras postsindpticas del ovario) de ratas adultas
(Klein y Burden, 1988). Por otra parte, estudios recientes indican lateralizacidn en la inervacién
ya que la inyeccion del trazador retrégrado (True Blue) dentro del ovario derecho o izquierdo
demuestra que estas conexiones se producen de manera asimétrica, mientras que el ovario
izquierdo proyecta de manera ipsi- y contralateral, mientras que el ovario derecho Unicamente
mantiene conexiones ipsilaterales (Moran et al, 2005).

La hemiovariectomia, hemicastracion u ovariectomia unilateral, es un modelo
experimental usado para analizar la existencia de asimetrias funcionales entre los ovarios,
incluyendo la habilidad de secrecién de hormonas por cada ovario. La hemiovariectomia, es una
intervencion quirdrgica en la cual se retira un ovario y se deja el contralateral, este procedimiento
resulta en el incremento de peso en el ovario que permanece in situ que es atribuido a la
hipertrofia compensadora del ovario (HCO), asi como a la restauracién de la ovulacion completa

conocida como ovulacion compensadora (OC) (Dominguez et al., 2003; Morales et al., 2007). En
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ratas adultas hemicastradas, cuando el ovario derecho permanece in situ 27/32 animales ovulan
en el dia del estro esperado mientras que en el ovario izquierdo in situ sélo 16/38 lo hacen. La
vagotomia unilateral y contralateral restaura la ovulacion en el ovario izquierdo (Chavez et al.,
1987).

La hemiovariectomia izquierda en ratas a las 13:00 horas del dia del estro no causa
cambios en la concentracidon de progesterona. Mientras tanto, la concentracién sérica de
testosterona incrementa y las concentraciones de estradiol disminuyen significativamente. Por
otra parte, la hemiovariectomia derecha no muestra cambio en los niveles de progesterona,
testosterona y estradiol séricos. La inyeccion de sulfato de atropina a ratas con hemiovariectomia
izquierdo provoca el incremento en los niveles de progesterona, una significativa reduccion en
los niveles séricos de testosterona y una reduccién no significativa en los niveles de estradiol.
Ratas con hemiovariectomia derecha, o con bloqueo colinérgico, no mostraron cambios en la
concentracion de progesterona y un incremento significativo en los niveles de testosterona y
estradiol (Barco et al., 2003; Dominguez et al., 2003). Esto demuestra la capacidad asimétrica de
los ovarios de sintetizar hormonas esteroides después de la hemiovariectomia.

Cuando la hemiovariectomia se realiza en ratas de 20 dias de edad, el porcentaje de
ovulacion compensadora por el ovario izquierdo fue mayor que la del derecho. La destruccién de
la inervacidn sensorial por administracion de capsaicina resulta en el incremento de la ovulaciéon
compensadora en el ovario derecho y la disminucion por el izquierdo. Estos resultados sugieren
gue la respuesta compensadora del ovario depende del ovario que permanece in situ (Apolonio
et al, 2000). Ademas, dichos resultados sobre la inervacién ovarica demuestran que el papel del
ovario derecho o izquierdo son afectados por distintas vias (Dominguez et al, 2003).

Después de una hemiovariectomia, temporalmente se reduce el efecto de
retroalimentacién negativa llevada a cabo por la inhibina, por lo cual la adenohipéfisis aumenta
la liberacién de FSH lo que conlleva al reclutamiento de foliculos pequefios (King et al., 1995).
Algunos autores sefialan que tanto la FSH como la LH se incrementan cuatro horas posteriores a
la cirugia (De Greef et al, 1975; Ackland et al, 1990) mientras que otros mencionan que la

elevacién es mayor para FSH que para la LH, cinco horas postcirugia (Welschen y Dullaart, 1974).
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La concentracion de progesterona en la rata adulta hemiovariectomizada, resulta en una
mayor concentracién de la hormona dos horas después de la cirugia, mientras que la
concentracion de estradiol en el metaestro disminuye una hora después, con un aumento
significativo a las veintiddés horas postoperacidn, lo que sugiere que la concentracién de
progesterona depende del tiempo trascurrido entre la cirugia y la autopsia (Butcher, 1977).
Contradictoriamente, en otro estudio no se observaron cambios en la concentracion de
progesterona nueve dias después de la hemiovariectomia; sin embargo, en este estudio no se
considerd la etapa del ciclo estral en la que se realizé la cirugia (Gerandai et al, 1995).

Los mecanismos que desarrollan la HCO y OC en ratas hemicastradas han sido analizados
a través de cambios en la secrecidon de gonadotropinas por la hipéfisis y de hormonas esteroides
ovdricas. Muchos de los resultados obtenidos de ratas hemiovariectomizadas no pueden ser
completamente explicados en términos puramente endocrinolégicos. Por ejemplo, la
concentracion de FSH en plasma de ratas ciclicas se incrementa durante las primeras 6-12 horas
después de una hemiovariectomia cuando se realiza a las 8:00 h del dial de diestro-2 comparado
con los valores control. Sin embargo, cuando la cirugia se realiza después de las 17:00 horas del
diestro-2, la OC no ocurre al siguiente estro (Otani y Sasamoto, 1982).

La denervacion del NOS en ratas con hemiovariectomia afecta la HCO y la tasa de animales
ovulantes, efectos que dependen del dia del ciclo y del ovario remante. En animales con ovario
izquierdo in situ, la denervacién del NOS no afecta la tasa de animales ovulantes, pero el nimero
de ovocitos liberados es menor al control y la HCO aumenta solo en los animales a los que se
realizé la denervacién en proestro. En este mismo modelo, cuando el ovario derecho es el que
permanece in situ, la denervacion del NOS derecho disminuye la tasa de animales ovulantes y las
ratas ovulan sélo un ovocito, pero la HCO aumenta cuando la seccidn del NOS se realiza en los
dias del diestro-2 y proestro (Chavez y Dominguez, 1994.)

Estos resultados permiten llegar a la conclusién que los mecanismos compensadores del
ovario se explican debido a que al extirpar un ovario se produce una estimulacién nerviosa aguda
de todas las inervaciones que llegan al ovario in situ y modifica la respuesta de las células
endocrinas a las sefiales hormonales. Seccionar los nervios que inervan un ovario causa una

estimulacion neural aguda del érgano denervado y las dreas del SNC con conexiones neuronales
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a los ovarios. La respuesta fisioldgica resultante de seccionar una de las vias que llegan al ovario
es diferente a la respuesta producida por la extirpacidon de un ovario ya que el ovario parcialmente
denervado todavia tiene dos vias neuronales que regulan sus funciones (Dominguez y Cruz-

Morales, 2011).

Vias de seinalizacion dopaminérgicas

La dopamina (DA) es un neurotransmisor catecolaminérgico ampliamente distribuido en
el sistema nervioso central (SNC) y en algunas zonas periféricas incluyendo el sistema
cardiovascular y renal. En el cerebro, la DA estd involucrada en el control de los movimientos, la
cognicion, las emociones, la memoria, la recompensa y el mecanismo de la regulacién de la
secrecion de prolactina por la hipdfisis (Tresguerres y Castillo, 1993). Varias enfermedades se han
relacionado con alteraciones de la transmision de DA, trastornos neuropsiquiatricos, como el
trastorno por déficit de atencidn con hiperactividad, el sindrome de Tourette, esquizofrenia,
psicosis, depresion, etc. y con enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington y esclerosis multiple (Borta y Hoglinger, 2006).

Existen cuatro vias dopaminérgicas principales: la via tuberoinfundibular, la via
nigroestriatal, la via mesocortical y la via mesolimbica. El sistema tuberoinfundibular se proyecta
desde el hipotdlamo hacia la hip&fisis, la via nigroestriatal se origina en la sustancia negra y se
proyecta hacia el cuerpo estriado dorsal, las proyecciones mesolimbica y mesocortical se originan
en el drea tegmental ventral y se proyectan hacia el estriado ventral y las areas en la corteza
prefrontal, respectivamente (Speed, 2010).

Los receptores dopaminérgicos (RDA) pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR). A través del uso de técnicas de clonacidn molecular se han podido detectar
cinco tipos de receptores dopaminérgicos, los cuales se encuentran acoplados a proteinas G, se
dividen en dos familias farmacoldgicas denominadas DAR tipo 1 (RDA1) y tipo 2 (RDA2). Los
receptores de la familia DAR1 (subtipos RDA1 y RDA5) estan acoplados a proteinas Gs y estimulan
la formaciéon de AMPc como principal mecanismo de transduccién de sefiales. Los subtipos
pertenecientes a la familia RDA2 (RDA2, RDA3 y RDA4) inhiben la formacién de AMPc, activan
canales de K*y reducen la entrada de iones de Ca?*a través de canales dependientes del voltaje,

efectos mediados también por proteinas G (Gai y Gao). Varias enfermedades neuroldgicas
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humanas, incluyendo la enfermedad de Parkinson y la esquizofrenia, se cree que son
manifestaciones de desequilibrios entre los RDA y la DA (Mayerhofer et al, 1999; Bahena et al,
2000; Banihashemi y Albert, 2002).

Los RDA1 son cadenas de 446 residuos de aminoacidos y especificamente, el subtipo
RDA1, es el receptor a DA mas abundante en el SNC (Jackson y Westlind, 1994; Weiner y Molinoff,
1994; Missale et al, 1998). Se encuentran principalmente en el tubérculo olfatorio, el neoestriado,
el ndcleo accumbens, las islas de Calleja, la amigdala, el nucleo subtaldmico, la substancia negra
y el cerebelo. Niveles moderados del RDA1 han sido detectados en la corteza cerebral el tdlamo
y el globo pdlido (Jackson y Westlind, 1994). Los RDA1 comparten 80% de homologia en la
secuencia de aminodacidos con RDAS en los dominios transmembrana y juega un papel importante
en la actividad locomotora, los sistemas de recompensa, el aprendizaje y la memoria.

Tipicamente el RDA1 induce la activacion de la AC por medio de la activacion directa de
las proteinas de uniéon a nucledtidos de guanosina (de ahi su denominacién como proteinas G), la
subunidad Ggs/oirde la proteina G se une a la subunidad catalitica C2 de la enzima que induce la
interaccion entre las subunidades C1- C2 de la AC, a su vez esto ultimo, induce la conversién de
la adenosina trifosfato (ATP) en AMPc. El AMPc interactua con las subunidades reguladoras de la
PKA que inducen la liberacién de las subunidades cataliticas que fosforilan diferentes sustratos
(Sunahara y Taussig, 2002). Una de las proteinas mas estudiadas que participan en la regulacion
de la via de transduccion de sefiales mediada por RDA y PKA es la fosfoproteina regulada por
AMPc y dopamina de 32 kDa (DARPP-32). De hecho, los RDA colocalizan con DARPP-32 en varias
regiones del cerebro. La fosforilacion de la DARPP-32 por la PKA en el residuo de treonina 34,
induce la inhibicidn de la proteina fosfatasa 1 (PP1), mientras que la fosforilacion del residuo de
treonina 75 de DARPP-32 por la cinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) induce la inhibicion de PKA
(Rajput et al, 2009) causando un bucle de retroalimentacién en la activacion de la PKA (Fig. 8). La
activacion de la PKA, asi como la inhibicion de la PP1 mediada por PKA, pueden causar
directamente los cambios en el estado de fosforilacion de varios canales, tales como los
receptores de acido 3,5-hidroxi-metil-4-isoxazol-propidnicoa-amino (AMPA), acido gamma
aminobutirico A (GABAa) y N-metil-D-aspartato (NMDA); canales que juegan un papel importante

en las propiedades eléctricas de las neuronas (Hernandez-Lépez et al, 2000). La PKA directamente
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0 a través de DARPP-32 puede regular a ERK 1 y 2 que participan en los cambios de expresion
génica (Figura 7); estas vias se han relacionado con afecciones patoldgicas como la enfermedad
de Parkinson (Rangel-Barajas et al, 2015).

El RDA1 puede provocar una via alternativa de sefalizacién del AMPc independiente de
PKA. Por ejemplo, el AMPc puede activar a la via de la MAPK a través de proteinas Ras, como la
superfamilia de factores de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF), que son activadores de
pequeiias proteinas G Ras y tipo Ras; en concreto, se ha mostrado que el AMPc activa a Ras-
proximal 1 (Rap1) que estd involucrada en la polaridad celular y la migracién; Rap1 puede también
activar la sefializacion via MAP cinasas implicada en la fosforilacidon de factores de transcripcion
tales como CREB, que estan implicados en la activacion o represion génica (Neves et al, 2002).

La familia RDA1 también activa una via de transduccién de sefiales que se ha relacionado
con diversos trastornos neuropsiquiatricos. La activacién de la fosfolipasa C (PLC) mediante la
interaccién de RDA1 con Ggqen lugar de Gqs/olf, provoca que PLC se active e incremente la
acumulacién de inositol trifosfato (IP3), que a su vez se une a sus receptores en los
compartimentos intracelulares que inducen la liberacion de Ca?*intracelular (Fig.8). El Ca®*juega
un papel importante, no sélo en las vias que causan la activacidn de la sefializacion de proteinas
tales como la proteina cinasa dependiente de calcio (PKC), sino también en la modulacién de la
liberacion de neurotransmisores por exocitosis. Se ha demostrado que esta via de sefializacién
particular se produce en la corteza primaria y prefrontal (Loos et al, 2010).

La activacion del RDA1l también esta relacionada con la regulacién del gradiente
electroquimico a través de Na */ K *-ATPasa, que bombea el sodio fuera de la célula y el potasio
dentro de las células. Se ha demostrado que la activacién del RDA1 inhibe la Na */K *-ATPasa a
través de las vias de sefializacion de PKA y PKC en el cuerpo estriado (Nishi et al, 1999) (Figura 7);
también se ha demostrado que los RDA1 estan relacionados con la homeostasis del sodio en el
rifdn.

Los RDA2 como se ha mencionado antes, consisten en los receptores RDA2, RDA3 y RDA4.
El RDA2 tiene 2 formas generadas por procesamiento alternativo (“splicing”) del ARNm. La forma
corta (D2S) estd formada por 414 aminoacidos en el humano y 415 en la rata, mientras que la

forma larga (D2L) tiene 443 y 444 aminodcidos respectivamente. EIl RDA2 ha sido detectado en
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alta densidad en el neoestriado, el tubérculo olfatorio, el nicleo accumbens, las islas de Callejay
el drea tegmental ventral. Se encuentra también en cantidades moderadas en la sustancia negra
reticulada, la substancia negra compacta, la corteza cerebral, el globo palido, la amigdala, el
talamo y el hipotdlamo (Mansour et al, 1990; Jackson y Westlind, 1994). Los RDA2 comparten 75
% de homologia en las regiones transmembrana con RDA3, mientras que la identidad con RDA4

es de apenas del 53 %.
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Figura 7. Vias de sefializacion mediadas por el receptor dopaminérgico tipo 1. Se muestran los efectos mediados
por DA a través de RDA1 mediante la activacion de sefiales intracelulares. Los efectos estimuladores estdn
indicados con flechas rojas y los efectos inhibitorios en lineas azules que terminan con un circulo (Tomado de
Rangel-Barajas et al, 2015).

La activacion de esta familia de receptores tipicamente conduce a la inhibicion de la
actividad de la AC, asi como la inhibiciéon de la PKA y la DARPP-32; sin embargo, ligeras pero

complejas diferencias en la respuesta funcional y activacién de vias de sefializacién han sido
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observadas en receptores de esta familia, especialmente para el subtipo RDA3 (Fig. 9). Por
ejemplo, se ha demostrado que RDA2 induce una fuerte inhibicién de la fosforilacién inducida por
acumulacién de AMPc en las células HEK-293, mientras que la estimulacién de RDA3 en las células
HEK-293 transfectadas mostraron escaso o ningun efecto inhibitorio sobre de la actividad AC
(Chio et al, 1994). Las discrepancias podrian ser debidas a una expresion diferencial de las
isoformas de la AC, porque los receptores RDA3 fueron capaces de inhibir la actividad de la enzima
cuando fueron cotransfectados con la isoforma V de la AC, pero no con la isoforma VI (Zaworski
et al, 1999). Ademas, la isoforma V de la AC se expresa ampliamente en las regiones cerebrales
dopaminérgicas, especialmente en el cuerpo estriado y se ha sugerido que puede tener un papel
importante en la ansiedad y la depresion.

Los RDA2 también modulan canales de potasio (GIRK) (Figura 8), que median la respuesta
eléctrica neuronal, a través de receptores acoplados a proteinas Gai;o. El efecto sobre la respuesta
eléctrica en neuronas parece ser mediado por las subunidades de las proteinas G, para el RDA2 y
RDAA4 a través de las subunidades By, pero no para RDA3 (Pillai et al, 1998).

Se ha demostrado que los RDA2 también son capaces de activar vias de sefalizaciéon
celulares relacionadas con la proliferacién como la sefializacién de MAPK. La activacion de ERK1/2
ha sido observada en diferentes lineas celulares como en células HEK-293, COS 7 y las de glioma
C6; los RDA2 y RDA4 muestran algunas diferencias en la intensidad de activacién de ERK / MAPK
en comparacion con RDA3 (Beom et al, 2004). Por otra parte, el complejo de GPCRs- B-arrestina
también activa ERK / MAPK una vez que el receptor se internaliza. Recientemente se demostrd
gue el complejo RDA2- B-arrestina puede activar ERK, efecto que no ocurrid con la activacion del
RDA3. Sin embargo, en las mismas condiciones se encontré que ERK podria ser activado por RDA3
en células COS-7 sdélo cuando Gqo s coexpresada, pero no Gg, mientras que los RDA2 pueden
mediar la activacién de ERK por ambas isoformas Ggi/oy por el complejo RDA2R- B-arrestina

(Figura 8) (Jin et al, 2013).
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Figura 8. Vias de sefializacion mediadas por el receptor dopaminérgico tipo 2. Se muestran los efectos mediados
por DA a través de RDA2 mediante la activacion de sefiales intracelulares. Los efectos estimuladores estdn
indicados con flechas rojas y los efectos inhibitorios en lineas azules que terminan con un circulo (Tomado de
Rangel-Barajas et al, 2015).

La estimulacién de los RDA2 activa la sefializacion de Akt. /In vivo, se ha demostrado la
activacidon de Akt en el cuerpo estriado después de la administracidn de agonistas del RDA2
(Brami-Cherrier et al, 2002). El efecto de los RDA3 también se ha estudiado in vivo e in vitro. En
ratones knock out a RDA3 se demostré que participan en la fosforilacién de Akt. In vitro, los RDA3
fueron capaces de aumentar la actividad de IP3K y PKC. La activaciéon de Akt regula la actividad
de la cinasa diana de la rapamicina en células de mamiferos (mTOR). Por el contrario, la
inactivacion de la Akt (por la proteina fosfatasa 2A (PP2A), inactiva las dos isoformas de la
glucégeno sintasa quinasa-3 (GKS-3a y B). La GSK-3 es una proteina cinasa abundantemente
expresada en el cerebro y estd implicada en cascadas de transduccion de sefiales relevantes para
el desarrollo neuroldgico y también regula la degradacion del proteosoma a través de B-catenina,
gue participa en las enfermedades neurodegenerativas y psiquidtricas como el desorden bipolar
y la esquizofrenia. Un estudio reciente demostré que RDA3 activa Akt, que activa a mTOR que a

su vez activa dos proteinas rio abajo p70S6 y 4E-BP1, probablemente mediado por la cinasa
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dependiente de fosfoinositido (PKD) y también causa la inactivacion de GSK-3 mediante la
fosforilacion Akt (Figura 9) en las neuronas espinosas medianas del cuerpo estriado (Salles et al,
2013), estas vias se han relacionado con la plasticidad sindptica, el proceso cognitivo, la

potenciacion a largo plazo y depresién a largo plazo.

Metabolismo de la dopamina

La degradaciéon enzimatica de la DA en sus metabolitos inactivos, es llevada a cabo por la
catecol-O-metiltransferasa (COMT) y por la monoamino oxidasa (MAOQO). Esta accion degradativa
puede ser realizada por las diferentes isoformas de las MAO, MAO-A y MAO-B. Cabe seialar que
COMT es predominantemente expresada en células gliales, pero en neuronas, la enzima esta
ausente o se encuentra en niveles muy bajos. MAO-B se encuentra principalmente en los
astrocitos, mientras que MAO-A predomina en las neuronas catecolaminérgicas del SNC. La MAO
descompone a la dopamina a 3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL), que a su vez se degrada
para formar acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) por la accién de la enzima aldehido
deshidrogenasa (Lopez-Pérez et al, 2015) (Figura 9).

Otra via para el metabolismo de la DA implica a la enzima COMT, que la convierte en 3-
metoxitiramina (3-MT). Por lo tanto, 3-MT se reduce por la MAO a acido homovanilico y se elimina
por la orina. Como resultado, la inhibiciéon de la MAO ha sido considerada como una terapia
adyuvante en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y de
Parkinson (Mousseau y Baker, 2012). Los inhibidores de la MAO se utilizan para aumentar los
niveles de DA y no para disminuir la produccion de perdxido de hidrégeno.

Las neuronas tienen diferentes sistemas antioxidantes, por ejemplo, la catalasa y glutation
peroxidasa, para hacer frente a la produccion de perdxido de hidrégeno. Cabe recalcar que el
metabolito DOPAC derivado de la MAO es probablemente mucho mas téxico que el perdxido de
hidrégeno. La inactivacion de DA en el cerebro, el cuerpo estriado y los ganglios basales estd
mediada por la recaptura via transportadores de DA seguida por la accidon enzimatica de la MAO,
gue la metaboliza a DOPAC. Sin embargo, hay pocos transportadores de DA (DAT) en la corteza
frontal, lo que promueve a la ruptura de DA a través de otra via que implica el transportador de

noradrenalina (NAT). La velocidad de degradacién de la DA es generalmente mds répida en lavia
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DAT que en la NAT. En raton, la DA se degrada en el nucleo caudado través de la via DAT en menos

de 200 milisegundos, en comparacién con los 2000 milisegundos en la corteza frontal (Grace y

Bunney, 1984).
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Figura 9. Metabolismo de la DA. Se muestran las diferentes vias por las cuales la DA es metabolizada, ya sea por la
Catecol O metil transfesa (COMT) o por las Monoaminoxidasas (MAQO) (Tomada y modificada de Moussa et al,

2006).

Dopamina en el ovario
En el ovario se han detectado concentraciones relativamente elevadas de noradrenalina,

una catecolamina implicada en la modulacién del crecimiento folicular, la esteroidogénesis, las
funciones del cuerpo luteo y el desarrollo de la HCO, entre otras funciones (Battista y Condon,
1986; Bronzi et al, 2015). También se ha demostrado la presencia de dopamina y sus receptores
en diferentes tejidos del ovario (Mayerhofer et al, 2000; Gay et al, 2004; King et al, 2005; Rey-
Ares et al, 2007).

En el ovario humano se ha detectado la presencia de dopamina y de RDA1 en el cuerpo

luteo de humano (Mayerhofer et al., 1999, 2000), en la yegua (King et al., 2005), en la rata (Rey-
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Ares et al., 2013) y en la vaca (Parillo, 2013). Se ha descrito el repertorio de los RDA presentes en
las células de la granulosa, se encuentran presentes cuatro de los cinco receptores con excepcion
del RDA3, siendo el RDA2 el de mayor expresidon (Rey-Ares et al., 2007). En la rata también se ha
identificado la presencia RDA tanto del tipo 1 como del tipo 2 (Mayerhofer et al, 2000; Gay et al,
2004). El ovario cuenta con su propio sistema de recaptura de DA, ya que en células de la
granulosa humana se encuentran el transportador de dopamina (DAT), la catecol-O-
metiltransferasa (COMT), las monoaminoxidasas A y B, ademds del transportador vesicular de
monoaminas 2 (VMAT2), mientras que en cepas de ratas Wistar y Sprague-Dawley se demostrd
gue expresan tanto DAT como VMAT?2 (Greiner et al, 2007; Saller et al, 2014).

Los ovocitos de Macaca mulatta utilizan dopamina para la posterior sintesis de
noradrenalina gracias a la enzima tirosina hidroxilasa presente en estos ovocitos (Mayerhofer et
al, 1998.). El papel de la dopamina ovarica alun se desconoce, pero se especula que podria estar
regulando las funciones ovaricas. Se ha observado que la DA disminuye el crecimiento de varios
tipos de tumores malignos en ratones y dicho efecto se atribuyd a la inhibicién de la proliferacion
de células tumorales o a la estimulacion de la respuesta inmune (Wick, 1978; Wick, 1981).
Posteriormente se demostrd la presencia de receptores dopaminérgicos en las células
endoteliales (Bacic et al, 1991). Incluso, se ha observado que ciertos tipos de tumores son mas
activos cuando pierden la actividad dopaminérgica medida en las células endoteliales de los vasos
sanguineos que los nutren (Basu et al, 1995). En un estudio sobre cancer de ovario en el ratdn, se
transfectaron intraperitonealmente células tumorales ovdricas secretoras de factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), resultando en un descenso de la angiogénesis al
inyectar DA. Del mismo modo, mediante estudios con agonistas y antagonistas dopaminérgicos,
se pudo observar que el efecto antiangiogénico de la dopamina se realiza a través de la activacién
del receptor DA2 y no a través de la modulacién de otros receptores de la misma familia (Basu et
al, 2001).

En un estudio sobre el sindrome de hiperestimulacién ovarica en mujeres se demostro
gue en el liquido folicular se encontraba incrementado el VEGF vy la interleucina (IL-) 8; en este
mismo estudio, el cultivo de células humanas de la granulosa luteinizantes de estas pacientes se

mostrd que DA es capaz de inhibir a VEGF y en dosis bajas reduce la permeabilidad sin afectar la
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migracion y la formacion de tubos capilares de células endoteliales (Chen et al, 2010). La
angiogénesis es esencial en el establecimiento del embarazo donde VEGF estd involucrado
ademas del factor de crecimiento placentario, IL-8 y angiopoyetinas (Plaisier, 2011).

En cuerpos luteos de conejas pseudoprefiadas se identificd la presencia de DA y de los
receptores RDA1y RDA3 en cuerpos luteos en distintas etapas de desarrollo. Cuando se afiadieron
agonistas dopaminérgicos del RDA1 o del RDA3 a un cultivo de cuerpos lUteos en distintas etapas
de la pseudopreiiez, se encontrd que en cuerpos lUteos tempranos el agonista del RDA1 aumentdé
la liberacidon de progesterona y prostaglandina E2 (PGE2), mientras que el agonista del RDA3
disminuyd la progesterona y aumenté la liberacién de la prostaglandina F2a (PGF2a) en cuerpos
liteos medios y tardios. Estos resultados proporcionan evidencia de que el sistema DA/RDA
ejerce una funcion moduladora dual en la vida util del cuerpo luteo in vitro. El RDA1 es
luteotrépico mientras que el RDA3 es luteolitico (Parillo et al, 2014).

El grupo de Dominguez y colaboradores ha evaluado los efectos fisiolégicos de las
catecolaminas ovaricas (Dominguez et al, 1982; Dominguez et al, 1985), con el uso de
antagonistas de sus receptores en los diferentes dias del ciclo estral de la rata a distintas horas.
Se demostrd que el bloqueo farmacoldgico de RDA promueve una falla ovulatoria, que depende
del dia del ciclo estral y la hora en el que se realizé (Dominguez et al 1987, Venegas et al 2015),
ademas de interrumpir el desarrollo folicular e incrementar la atresia folicular (Ramirez-Avila,
2001; Pastelin-Rojas, 2003).

En estudios recientes, se ha demostrado que la DA puede incrementar la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) en células humanas de la granulosa, un fenédmeno que es
independiente de la unién a su receptor, pero se encuentra directamente relacionado con el
sistema de recaptura y su metabolismo. El efecto se observé en pacientes con sindrome de ovario
poliquistico y en mujeres sanas, donde se demostrd que la DA presente en el liquido folicular se
encuentra incrementada en las pacientes con el sindrome, asi como los niveles del mensajero del
DAT, MAO A y MAO B. En este mismo estudio se probé que el uso de inhibidores del DAT y de la
MAO en cultivo de células de la granulosa de mujeres sanas, estimuladas previamente con DA,

disminuye la concentracién de ERO (Saller et al, 2014).

38



Por otra parte, existe evidencia que permite suponer que el sistema dopaminérgico
ovarico actla de manera asimétrica, al evaluar la funcion del RDA2 en la rata adulta hemicastrada,
se encontrd que el bloqueo farmacoldgico del RDA2, modifica la ovulacion compensadora (OC) y
la hipertrofia compensadora del ovario (HCO) solamente cuando el ovario derecho permanece in
situ (Letras et al, 2016). En el mismo modelo, se evalué el efecto de la administracion local del
SCH23390, antagonista especifico del RDA1, dentro de la bursa ovarica del ovario remanente
donde indujo la disminucién de la OC, en ambos ovarios in situ, pero disminuyé HCO sdlo cuando

el ovario que permanece in situ es el izquierdo (Guzman-Herrera, 2018).

Especies reactivas de oxigeno y balance éxido-reduccion
Las ERO son generadas durante el metabolismo del oxigeno dando origen a tres
principales radicales: ion superéxido, perdéxido de hidrogeno y radical hidroxilo (Halliwell y
Gutteridge, 1992). Estos radicales son inestables y altamente reactivos; interactdan con acidos
nucleicos, lipidos, proteinas, carbohidratos o cualquier otra molécula cercana provocando una
serie de reacciones en cadena que resultan en dafio y muerte celular. Las ERO estan implicadas
en mas de 100 enfermedades (Evans et al, 2004).
Las ERO son generadas por diferentes vias de manera natural en los organismos. Algunas
ERO son producidas por reacciones no enzimaticas, por ejemplo: via reaccién de Fenton en
presencia de metales idnicos de transicion (Halliwell y Gutteridge, 1998). Las reacciones
bioldgicas que transfieren electrones y las reacciones de oxigenasas, las cuales utilizan al oxigeno
molecular como sustrato, también generan cantidades importantes de ERO. Desde la cadena
transportadora de electrones se producen ERO en condiciones fisioldgicas. Otro sistema conocido
gue produce ERO a través de sistemas enzimaticos son las Xantina deshidrogenasas, las cuales
estan relacionadas con el sistema de metabolismo de las purinas (Harrison 2002). La generacién
de ERO por el sistema P540 es importante en la sintesis de hormonas esteroides (Fujii et al, 2005)
Se ha demostrado que las ERO actlan sobre proteinas de sefializacién celular, modificando vias
de sefializacién relacionadas con crecimiento, proliferacion y muerte celular (Mittler et al,
2011). Las ERO interactuan con el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

células B activadas (NF-xB), activando su via por la inactivaciéon de IkBa; también
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interactuan con la via de las MAPK, ya que pueden activar los receptores del factor de crecimiento
epidermal (EGP) y del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), los cuales activan
principalmente la via de ERK (Poillet-Perez et al, 2015). Las ERO también actlan sobre la via de la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) /Akt involucrada en funciones criticas para la célula como la
sintesis de proteinas, la progresion del ciclo celular, proliferacidon, apoptosis, autofagia y
resistencia a farmacos en respuesta a factores de crecimiento, hormonas y citocinas (Sarbassov
et al, 2005). Las ERO inactivan al homologo de tensina (PTEN), el cual regula la sintesis de PIP3 e
inhibe la activacién de Akt, mediante la oxidacién de residuos de cisteina (Leslie y Downes et al,
2002). Recientemente también se ha demostrado que la subunidad reguladora de PKA es objetivo
de oxidacién por las ERO sobre la cisteina 17, la cual permite la formacidn de un puente disulfuro
entre dos subunidades, provoca la disociacién del complejo de PKA (Papa et al, 2012).

En un estado fisioldgico, el nivel de las ERO celulares es estable en un equilibrio dindmico,
y este equilibrio se modula por medio de procesos celulares que las producen y las eliminan.
Existen dos sistemas antioxidantes: enzimdticos y no enzimaticos (Agarwal et al, 2005). La
principal categoria de las enzimas antioxidantes es la superdxido dismutasa (SOD) que de acuerdo
al metal que contienen se clasifican en dos grupos: SDO1 (contienen Cu y Zn) y SDO2 (contienen
Mn). La SOD2, en la matriz mitocondrial convierte el superéxido que no puede difundirse a través
de las membranas, en H,0; que luego se reduce a agua por la catalasa. En cambio, la SOD1 reduce
principalmente el superdxido del espacio intermembranay el citosol a H,0,. Ademas, la Glutatidn
peroxidasa (GPx), la Glutation S-transferasa pi (GST-pi), la metalotioneina-3 (MT3), la ferritina de
cadena pesada (FHC) y la Dihidrodiol deshidrogenasa (DDH1 o AKR1C1) también juegan un papel
decisivo en el proceso antioxidante (Meloniy Vasak, 2011) (Figura 10).

Los antioxidantes no enzimaticos estan determinados por la ingesta dietética, siendo
vitaminas y minerales como vitamina C, vitamina E, selenio, zinc, taurina, hipotaurina, glutatidn,

beta caroteno y caroteno (Agarwal et al, 2005).
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Figura 10. Homeostasis de las especies reactivas de oxigeno intracelulares NOX, NADPH oxidasa, Factor de necrosis
tumoral o (TNFa), Factor de crecimiento epidermal (EGF), Interlucina 18 (IL-168), Superdxido dismutasa (SOD),
Glutation peroxidasa (GPx), Glutation 5-transfersa pi (GST-pi), metalotioenina-3 (MT3), Ferritina de cadena pesada
(FHC), Dihidrodiol dehidrogensa (DDHI), receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), Dominio asosciado a
muerte TNFRSFIA (TRADD), Factor de diferenciacion mieloide (MyD88), Receptor tipo Toll (TLR), Fosfolipasa
citosdlica A2 (cPLA2). (Tomado de Zhang et al, 2015)

Papel de las ERO en la funcién ovarica

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

folicular (Espey et al, 1982) (Figura 11).
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Marcadores del estrés oxidativo como la SOD1, SOD2, glutation peroxidasa, y glutamil
sintetasa han sido investigados en ovario. La expresién de varios biomarcadores de estrés
oxidativo ha demostrado que se encuentran en ovarios humanos en estado fisioldégico sano
(Suzuki et al, 1999). Todas las etapas foliculares han sido examinadas para la expresiéon de SOD
incluyendo foliculos primordiales, primarios, preantrales, antrales y foliculos atrésicos (Shiotani
et al, 1991; Suzuki et al, 1999). Se encontrd la presencia de SOD en células de la teca interna de
foliculos antrales (Shiotani et al, 1991), para localizar los nucleos de células de la teca y la
granulosa se utilizé el anticuerpo contra la proteina de unidn a Ad4 (Ad4BP), la cual es un factor
de transcripcion esteroidogénico que induce la transcripcién de la enzima P450 esteroidogénica.
La correlacién entre la expresién de Ad4BP y la SOD sugiere una asociacién entre las ERO y la
esteroidogénesis (Suzuki et al, 1999).

Tanto la granulosa humana como las células luteas responden al perdxido de hidrégeno,
por ejemplo, la produccién de progesterona y estradiol se reduce cuando se agrega peréxido de
hidrégeno a un cultivo de células Iuteas estimuladas por gonadotropina coriénica humana. Existe
un delicado equilibrio entre las ERO y las enzimas antioxidantes en los tejidos ovaricos. Las
enzimas antioxidantes neutralizan la produccién de ERO y protegen al ovocito (Behrman et al,
2001).

El papel de las ERO en el tejido ovarico sigue siendo un tema de debate. Finkel en el 2011
propuso la idea de que las ERO pueden ser moléculas importantes de sefiales fisioldgicas de las
células del ovario (Finkel, 2011). Un estudio hecho en ratones donde se utilizaron antioxidantes
inyectados en la bursa ovarica demostré que las ERO son necesarias para los eventos ovulatorios,
incluyendo la expansion del cimulo y la produccidon de progesterona inducida por LH en los
foliculos preovulatorios. Los antioxidantes disminuyeron también la tasa de ovocitos liberados.
En células de la granulosa, las ERO actian como mediadores de la LH, del factor de crecimiento
epidérmico y de la sefalizacion via de MAPK lo que implica que, al menos en los roedores, las ERO

son necesarias en el ovario (Shkolnik et al, 2011; Agarwal, 2012).
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Figura 11. Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) durante la ovulacion y la esteroidogénesis en el
cuerpo luteo. La ovulacion es un proceso tipo inflamatorio. Las ERO se producen localmente durante la ruptura
folicular y pueden estar involucradas durante el proceso de ovulacion. Las ERO son generadas también por el
cuerpo luteo por la via de la monoxigenasa durante la sintesis de hormonas esteroides (Tomado y modificado
de Fujii et al, 2005).

La hipoxia de las células de la granulosa incrementa la concentracion de ERO; sin embargo,
es un evento normal durante el crecimiento de foliculos ovaricos (Tropea et al, 2006), asimismo
la limitacidon de oxigeno es conocida por estimular la angiogénesis folicular y se ha probado que
una falla de la angiogénesis en los foliculos ovaricos contribuye a la atresia folicular (Greenwald y
Terranova, 1988). Ademas, se sabe que las ERO puede actuar como transductores de sefial o
mensajeros intracelulares de la respuesta angiogénica (Pearlstein et al, 2002).

Por otra parte, se ha probado que el incremento de las ERO se asocia a la disminucion de
la produccién de hormonas esteroides (Kodaman et al, 2001) y ademas se encuentran
relacionadas a diversas patologias, por ejemplo, en el sindrome de ovario poliquistico, las ERO se
encuentran incrementadas mientras que la concentracién de enzimas antioxidantes disminuye
(Palacio et al, 2006). Ademas, se han encontrado aumentadas en el liquido folicular de pacientes
con endometriosis (Ebisch et al, 2006). Por otro lado, en pacientes infértiles se ha mostrado que

en el fluido peritoneal las ERO estan incrementadas y las enzimas antioxidantes disminuidas
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(Polak et al, 2001). El envejecimiento aparentemente esta asociado con la disminucién de la

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

ANTECEDENTES

En 1987 Dominguez y colaboradores evaluaron los efectos de un antagonista
dopaminérgico en diferentes fases del ciclo estral sobre la ovulacién y la distribucién de la
poblacion folicular de los ovarios de la rata adulta. En este experimento se utilizaron ratas hembra
con ciclos estrales regulares de cuatro dias que fueron tratadas con una dosis Unica de
haloperidol, antagonista de los receptores dopaminérgicos, en diferentes horas de cada uno de
los dias del ciclo estral: estro, diestro-1, diestro-2 y proestro. Los animales se sacrificaron en la
mafnana del estro esperado. El haloperidol impidid la ovulacidon espontanea en estos animales
cuando se administrd en el estro y diestro-1, pero fue menos efectivo cuando se inyectd en el
diestro-2 y en el proestro (Dominguez et al, 1987). La poblacion folicular de los ovarios mostré
alteraciones en el crecimiento de los foliculos que dependieron del momento en el que se realizé
el bloqueo sistémico de los receptores a dopamina. La interpretacidon de estos resultados permitié
sugerir que la informacion dopaminérgica que se genera durante la primera mitad del ciclo estral
es fundamental para que la secuencia de eventos neuroenddcrinos y enddécrinos que culminan
con la ovulacién ocurra de manera normal.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado la importancia del sistema dopaminérgico
ovarico, confirmando las observaciones de Dominguez y colaboradores tres décadas atrds, en
donde las ratas adultas en el dia del diestro-1 del ciclo estral, el sistema de RDA es indispensable
para que se presente la ovulacién el dia del estro esperado. Este estudio se realizd con la
administracion de tres diferentes antagonistas dopaminérgicos: haloperidol antagonista
inespecifico, sulpiride antagonista del RDA2 y SCH23390 antagonista del RDA1 dentro de la bursa
ovarica en diferentes horarios a lo largo del ciclo estral. El sulpiride y el haloperidol se
comportaron de manera semejante “bloqueando” la ovulacién cuando se administraban en la
noche del estro, en el dia del diestro-1 y en la manana del diestro-2; en contraste, el SCH23390
tuvo efectos solo en la manana y en la noche del diestro-1. También se pudo mostrar el aumento

en la expresién de tirosina hidroxilasa en los animales administrados con haloperidol, lo que
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podria indicar un aumento en la sintesis de DA, mientras que, la expresién de la DARPP-32 se
incrementd de igual manera (proteina que se activa por la unién de la DA al RDA1) (Venegas et
al, 2015).

Se ha descrito que la DA ha sido encontrada en el liquido folicular de foliculos
preovulatorios humanos en altas concentraciones y en cultivo de células de la granulosa de
foliculos humanos se ha mostrado la presencia de cuatro de los cinco subtipos de RDA. En el
ovario de la rata se encontrd el ARNm de los receptores tipo | y tipo Il en los cuerpos luteos y en
tejido intersticial mientras que en los foliculos ovaricos es moderada su presencia (Rey-Ares et al,
2007). Se sabe también que el ovario cuenta con el sistema de recaptura de DA; en células de la
granulosa humana se encuentran el DAT, la COMT, las MAO Ay B, ademds del VMAT?2 (Greiner et
al, 2008; Saller et al, 2014). Aunque el papel de las ERO en el tejido ovarico aun esta en debate,
es muy probable que sean generadas como sefiales inductoras que conduzcan a la ovulacion
ciclica (Shkolnik et al, 2011). La DA puede incrementar la generacién de ERO, incremento asociado
al metabolismo de DA, ya que la inhibicién de la DAT y de las MAOs provocan la disminucion de
las ERO (Saller et al, 2014).

Con base a lo anterior, existe evidencia que permite suponer que el sistema
dopaminérgico ovarico actla de manera asimétrica, ya que al evaluar la funcién del RDA2 en el
modelo del animal hemicastrado, se encontrdé que el bloqueo farmacolégico del RDA2 inducido
por la administracion local de sulpiride dentro de la bursa ovérica del ovario remanente,
disminuye la OC y aumenta la HCO cuando el ovario derecho permanece in situ, pero no lo hace
cuando el que permanece es el ovario contralateral (Letras et al, 2016). En este mismo modelo,
se ha evaluado el efecto del antagonista del RDA1; SCH23390, donde se encontré que la OC
disminuye en ambos ovarios, mientras que disminuye la HCO sélo cuando el ovario que

permanece in situ es el izquierdo (Guzman-Herrera, 2018).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los efectos observados por el bloqueo farmacoldgico de los RDA podria explicarse por la
expresion diferencial de los receptores de acuerdo al dia del ciclo estral y al ovario; es decir, que
en los dias donde se han observado cambios por la administracion de los antagonistas especificos

podrian ser los dias de mayor expresion de los receptores y que al bloquear un receptor particular,
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el sistema puede responder para compensar la disminucion de sus funciones modificando la
expresion de los receptores bloqueados ademas del incremento en la concentracidon de
dopamina, dando como resultado un desequilibrio en la funcidén ovarica modulada por el sistema
dopaminérgico ovdrico.

Por otra parte, el incremento de DA ovarica resultaria en un incremento de su
metabolismo, como resultado un incremento en la generacién de acido homovanilico y perdxido
de hidrégeno, provocando un aumento de las especies reactivas de oxigeno con efecto en el
balance éxido-reduccidn, el cual podrian influir en la ovulacién. Sin embargo, actualmente no hay

evidencias que respalden esta hipdtesis.

JUSTIFICACION

El sistema dopaminérgico ovarico es indispensable para que se lleve a cabo la ovulacién
dentro del ciclo ovdrico, ademas de estar relacionado con el desarrollo de la HCO y la OC con una
posible funcién lateralizada. Sin embargo, no existe suficiente evidencia que describa el papel
funcional de la DA presente en los tejidos ovdricos. Incluso, se ignora si la DA detectada en los
compartimentos anatdmicos funcionales del ovario procede de terminales nerviosas o de algun
otro tejido ovarico.

Otros trabajos en los que se ha analizado el papel de la DA en la periferia postulan que
actiia como un modulador de las funciones renales y es factible que en los ovarios desempeiie

funciones semejantes; sin embargo, faltan estudios que respalden esta hipdtesis.

HIPOTESIS
El bloqueo farmacolégico de los receptores dopaminérgicos en el ovario remanente de la
rata adulta hemicastrada, realizado en el dia del diestro-1, disminuird la ovulacién compensadora;
incrementara la expresiéon de la DARPP-32, del receptor DA1 y del receptor DA2, asi como en la

generacién de indicadores de estrés oxidativo.

OBIJETIVO GENERAL

Analizar el papel funcional de la dopamina ovdrica del ovario remanente en el modelo del

animal hemicastrado y como incide en el desarrollo de la OC e identificar si existe relacién conla
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presencia de indicadores bioquimicos en la gdnada remanente como la expresion de la DARPP-

32 y los receptores RDA1 y RDA2, asi como en la generacién de indicadores de estrés oxidativo.

1)

2)

3)

4)

5)

OBIJETIVOS PARTICULARES

Evaluar los efectos del bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos RDA1 o RDA2
sobre la ovulacién compensadora del ovario derecho o izquierdo in situ de la rata adulta
hemicastrada.

Analizar los efectos del bloqueo agudo del receptor RDA2 sobre proteinas relacionadas a
su activacién como la proteina DARPP-32 y el receptor RDA2, en el ovario de la rata adulta
hemicastrado con ovario derecho o izquierdo in situ.

Analizar los efectos del bloqueo agudo del receptor RDA1 sobre la presencia del mismo
receptor, en el ovario de la rata adulta hemicastrado con ovario derecho o izquierdo in
situ.

Evaluar los efectos del bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos RDA1 o RDA2 en
la generacidn de especies reactivas de oxigeno en el ovario de la rata adulta entera.
Evaluar los efectos del bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos RDA1 o RDA2 en
la generacidn de especies reactivas de oxigeno en el ovario de la rata adulta hemicastrada

con ovario izquierdo in situ.
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METODOLOGIA

J
Indicadores de Determinacion de
estres oxidativo DARPP-32 y RDA
— I — I
Animal Animal U
Animal entero X K (Flores Bautista,
hemicastrado hemiscastrado 2018)
| . 1 | 1
Microinyeccion Microinyeccién Microinyeccion Microinyeccion Microinyeccion
sulpiride (10 sulpiride (10 SCH23390 (5 mg/ml) |sulpiride (10 SCH23390 (5 mg/ml)
mg/ml o acido mg/ml o acido o Solucién salina mg/ml o &cido o Solucién salina
ascorbico (0.1%) | ascorbico (0.1%) ‘ (0.9%) ascorbico (0.1%) (0.9%)
Microinyeccion . ) i i Ovario derecho in
SCH23390 (100 | | Ovario derecho in| || Ovario derechoin| | — Ovario g;:leCho "= situ
ug/ml) o Solucién situ situ
salina (0.9%) _
Lo io izqui Ovario izquierdo
Ovario izquierdo  |__| Ovario izquierdo L Ovario izquierdo [L__ N,
L o in situ in situ
in situ in situ

Esquema 1. Metodologia general. Se muestran las pruebas realizadas: Determinacion de DARPP-32 y
receptores dopaminérgicos (RDA) del ovario derecho o izquierdo in situ en los animales hemicastrados con
microinyeccion de sulpiride (10 mg/ml) o SCH23390 (5 mg/ml), con sus respectivos vehiculos. Cuantificacion
de indicadores de estrés oxidativo en el animal entero o hemicastrado del ovario derecho o izquierdo, después
de la microinyeccion de sulpiride o SCH23390 con sus respectivos vehiculos.

MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos del presente trabajo se ajustaron a las recomendaciones de la
NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio) y fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado de los
Animales de Laboratorio (CICUAL-BUAP).

Se utilizaron 192 ratas hembras adultas de la cepa ClI-ZV, animales caracterizados por ser
ciclicos, con edades de 90-120 dias y con peso corporal de 200-250 g, mantenidas en condiciones
de iluminacién controlada (14 horas luz / 10 horas oscuridad; luces de las 05:00 a las 19:00 h) y
con libre acceso al agua y al alimento balanceado.

Con el fin de controlar las fases del ciclo reproductor, se realizaron los registros del ciclo
estral por medio de la toma diaria de frotis vaginal que se tomé diariamente entre las 09:00 y las

10:00 h. Una vez que los animales presentaron tres ciclos consecutivos de cuatro dias de duracion
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(diestro 1, diestro 2, proestro y estro; ratas ciclicas) se dividieron en los diferentes grupos

experimentales que se sefalan en la tabla 3(Tabla 2).

Tabla 2. Asignacion del numero animales utilizados en los distintos grupos experimentales segun el modelo
utilizado: Animal entero y animal hemicastrado. Clasificados por las pruebas realizadas a cada grupo:
cuantificacion de indicadores de estrés oxidativo o identificacion de DARPP-32 y receptores dopaminérgicos
(RDA).

Modelo Numero de animales Pruebas realizadas
Animal entero 80 Indicadores de estrés
oxidativo
40 Ovario izquierdo in situ: 20 Indicadores de estrés
. Ovario derecho in situ: 20 oxidativo
Animal
hemicastrado . . e
7 Ovario izquierdo in situ: 36 Identificacion de DARPP-32,
Ovario derecho in situ: 36 RDA1y RDA2
Numero total de 192

animales

Para la determinacidn de los indicadores de estrés oxidativo en el animal entero, se llevd
a cabo la microinyeccién del antagonista o vehiculo a las 13:00 horas del dia del diestro-1 (ver
lineas abajo: Técnica de Microinyeccidon). Todos estos animales fueron sacrificados en cuatro
distintos horarios después de la microinyeccién: 17:00, 21:00, 01:00 y 05:00 h.

Tras la autopsia, los ovarios fueron disecados y pesados en balanza de precisién de 0.1 mg
y homogeneizados en frio durante 2 minutos. Posteriormente se centrifugd a 3500 rpm durante
40 minutos para obtener el sobrenadante, el cual se conservd en congelacion para un analisis
posterior de las concentraciones de los indicadores de estrés oxidativo.

Con el fin de medir las concentraciones tisulares de los indicadores de estrés oxidativo en
el animal hemicastrado, se realizé la microinyeccién del antagonista o su vehiculo a las 13:00
horas del dia del diestro-1 (ver lineas abajo: Técnica de Microinyeccion). Todos estos animales
fueron sacrificados a las cuatro horas después de la microinyeccion.

Tras la autopsia, el ovario izquierdo o derecho in situ fue disecado, pesado en balanza de
precision de 0.1 mg y homogeneizados en frio durante 2 minutos, de modo semejante a los

animales enteros.
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Otros grupos de animales hemicastrados fueron programados para el analisis histoldgico
de los receptores dopaminérgicos y de la proteina DARPP-32. Los cuales se sacrificaron cada 24
horas después de la microinyeccion, a lo largo de los dias del ciclo estral hasta la presencia del
estro vaginal previa anestesia con una dosis letal de pentobarbital sédico (80 mg/kg peso; ip),
para ser perfundidos por puncion intracardiaca con 200 ml de NaCl 0.9% y 200 mL de

paraformaldehido al 4 % en PBS.

Técnica de la hemicastracion

Entre las 09:00 y 10:00 h del dia del estro, se formaron dos grupos de animales de 56 ratas
cada uno, con hemicastracién derecha o izquierda. La técnica consistié en sedar a los animales
con vapores de isoflurano, una vez sedados, los animales se colocaron sobre una tabla de
diseccién; fueron afeitados del costado derecho o izquierdo retirando el pelo de la zona
intercostal, desde la regién de las costillas inferiores hasta la region pélvica donde se pliega la
pata derecha o izquierda. En seguida, se limpid la piel con solucién antiséptica de clorhexidina 2
% y posteriormente fueron sometidos a una laparotomia que consistié en realizar una incisién
sagital de aproximadamente 1 cm de piel y 0.5 cm del musculo abdominal. Posteriormente con
ayuda de una pinza de punta fina, se exteriorizé segun el caso, el ovario derecho o el izquierdo
qgue fue removido.

En el ovario extirpado se diseco el oviducto y se conté el nimero de ovocitos liberados; el
ovario fue pesado en balanza de precisidén y su peso expresado en miligramos/100 gramos de
peso corporal.

En todos los animales hemicastrados se reanudo la toma de frotis vaginales desde el dia siguiente
y solo fueron elegidos para la siguiente etapa aquellos animales que presentaron al menos tres

ciclos estrales consecutivos de cuatro dias.

Técnica de la microinyeccion

Grupos de ratas ciclicas enteras o hemicastradas se sometieron a una microinyeccién de
los antagonistas dopaminérgicos o de sus vehiculos, en el caso de las hemicastradas del ovario
derecho o izquierdo, segun el caso, fueron distribuidos en dos grupos generales de animales

hemiovariectomizados de acuerdo al ovario in situ. De modo semejante a la técnica de
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hemicastracidn, el ovario fue exteriorizado y sometido a la microinyeccién de SCH23390 o
sulpiride como se narra a continuacion.

Los animales fueron sedados con vapores de isoflurano a las 13:00 h del dia del diestro-1.
Se localizé la bursa ovarica del ovario remanente y se inyectaron 20 uL de solucién de SCH23390
(5 mg/ml; Sigma Chemical Co. St Louis, MO, USA; Vehiculo: Solucidn salina 0.9%) o sulpiride (10
mg/ml; Sigma Chemical Co. St Louis, MO, USA; Vehiculo: acido ascérbico 0.1% + 1 gota de acido
acético glacial), dentro de la bursa ovérica derecha o izquierda con una jeringa Hamilton. La
microinyeccidn se realizd con una bomba de perfusién nanomolar a una velocidad de 2.12 pl/s
hasta infiltrar 20 uL de solucidn, seguida de 60 segundos de reposo antes de retirar de la bursa la
aguja del microinyector. Cada uno de los grupos testigo fue sometido al mismo procedimiento y
recibieron 20 pL de uno de los vehiculos arriba indicados.

Una vez realizada la microinyeccidn, se limpié el campo quirdrgico con solucién antiséptica
de clorhexidina 2% y se devolvié el érgano a la cavidad peritoneal. Las heridas fueron suturadas
con seda quirurgica y finalmente se colocé sobre la herida solucion de sulfato de plata en espray

como cicatrizante.

Eutanasia y autopsia general.

Todos los animales utilizados en el presente trabajo después de las manipulaciones
experimentales fueron programados para eutanasia y autopsia de acuerdo con los criterios
recomendados por la NOM-062-Z00-1999. Ellos fueron sacrificados entre las 08:00 y 09:00 horas
de la mafana del estro vaginal observado y sometidos, segun el caso a los siguientes
procedimientos: 1). Los animales asignados a la determinacion de indicadores de estrés oxidativo
fueron exsanguinados en un cuarto aislado y ventilado previamente sedados con vapores de
isoflurano y a todos ellos se les disecaron los ovarios para ser homogenizados y centrifugados en
frio parta obtener los sobrenadantes para el analisis de los indicadores de estrés oxidativo. 2) Los
grupos de animales hemicastrados asignados para la determinacidon de DARPP-32 y los receptores
dopaminérgicos, fueron anestesiados con una dosis letal de pentobarbital sddico (80 mg/kg peso;

ip) para ser perfundidos por puncidn cardiaca de paraformaldehido 4 % en PBS. Posteriora la
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fijacion, se disecciond de inmediato el oviducto remanente, que fue inspeccionado en un

estereomicroscopio para buscar signos de ovulacion y la presencia de ovocitos.

Analisis de la ovulacion compensadora (OC)

Para analizar el grado de OC en los animales hemicastrados sometidos a la
microinyeccién, los datos del nimero de ovocitos liberados (NOL) por el ovario extirpado y del

remanente se incorporan en la siguiente formula:

NOL por el Ovario Remanente (in situ) - NOL por el Ovario Extirpado
oc= X 100
NOL por el Ovario Extirpado

Perfusidn intracardiaca y fijacion de tejidos

Los animales designados para la identificacién de los receptores dopaminérgicos y de la
DARPP-32 por inmunohistofluorescencia (ver mas abajo), fueron anestesiados con una dosis letal
de pentobarbital sédico (80 mg/kg peso; ip) y perfundidos por puncion cardiaca con 200 ml de
NaCl 0.9 % y 200 mL de paraformaldehido 4% en PBS (buffer de fosfatos: fosfato de sodio
monobasico 0.1 mM vy fosfato de sodio dibasico 0.1 mM, pH 7.4). Finalizada la perfusion, se
extrajeron los oviductos para buscar la presencia de ovocitos y los ovarios fueron conservados en

una solucién de paraformaldehido 4 % a 4 °C hasta su posterior tratamiento de criopreservacion.

Criopreservacion de ovarios

Los ovarios obtenidos y previamente fijados fueron lavados con PBS 1X por 24 horasa 4
°C y posteriormente colocados en frascos con concentraciones crecientes de sacarosa (10, 20 y
30 %), manteniéndolos en inmersiéon durante 24 horas a 4 °C en cada solucion, con el fin de

prepararlos para el posterior corte histolédgico en frio.

Cortes histologicos
Los drganos previamente criopreservados fueron cortados a 14 micras de grosor usando

un criostato (Microm HM 505 N) a una temperatura de -20 °C. Los cortes se colocaron en
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portaobjetos previamente recubiertos por una capa de silano ((3-aminopropil) trietoxisilano;

Sigma-Aldrich).

Inmunohistoquimica acoplada a fluorescencia

Los tejidos adheridos a los portaobjetos fueron lavados tres veces por 10 minutos con PBS
1X y delimitados con plumén hidrofébico (ImmEdge). Posteriormente, los tejidos se permearon
con Tritdn X-100 al 0.5 % en PBS 1X durante treinta minutos y se bloquearon con albimina sérica
de bovino (ASB) libre de IgGs (Sigma) al 10 % en PBS 1X durante 3 horas en cdmara humeda a
temperatura ambiente.

En la siguiente etapa, los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario en cdmara
himeda durante 48 horas a 4 °C. Los anticuerpos primarios que se utilizaron en este estudio son:
anti-DA1 (Santa Cruz Biotechnology) (1: 100); anti-DA2 (Santa Cruz Biotechnology) (1: 100), anti-
DARPP32 (Santa Cruz Biotechnology) (1:200) por separado.

Para la inmunodeteccidn indirecta se utilizd6 un anticuerpo secundario especifico
conjugado con fluoresceina 5-isotiocianato (FITC) (1:200) o rodamina (1:200), durante una hora a
4 °C en cdmara humeda protegidos de la luz. Finalmente, las preparaciones fueron montadas con
el reactivo Vecta-Shield conjugado con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), (un intercalador de
acidos nucleicos), en un cuarto oscuro.

Las observaciones y el analisis de la inmunorreactividad se realizaron en un microscopio
(Olympus BX41) acoplado a una ldmpara de fluorescencia y con los filtros: azul y verde. El registro
de las imagenes observadas fue llevado a cabo con una cdmara digital (DFC-300 FX) acoplada al
microscopio con el objetivo 10X. Las fotomicrografias obtenidas con ayuda del software Image-
Pro Plus 6.3 (Media Cybernetics), se almacenaron para realizar posteriormente el analisis
cualitativo de la inmunorreactividad en las células de los foliculos ovaricos.

La cuantificacion de la marca inmuorreactiva se realizé en el software Image J del National

Institutes of Health.

Cuantificacion de indicadores de estrés oxidativo: Malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-
alquenales (4-HDA) y nitritos (NO3)
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La produccion de dxido nitrico fue estimada a través del contenido del ion nitrito (NO3y)
en los sobrenadantes de los ovarios utilizando el método de Griess. El reactivo de Griess se
compone de volumenes iguales de dihidrocloruro de N-1-naftiletilendiamino 0.1 % disuelto en
agua destilada y sulfanilamida al 1.32 % disuelto en acido acético glacial al 60 %. La absorbancia
se determind en un espectrofotometro (Biorad SmartSpect 3000) a 540 nm. La concentracion de
nitritos se determind interpolando la densidad éptica de las muestras en una curva estandar de
NaNO; (0.5 a 10 uM), la cual se determind paralelamente en cada ensayo.

Los niveles de MDA y 4-HDA fueron cuantificados por el método de Gerard-Monnier se
tomaron 100 uL del sobrenadante del ovario, se le adicionaron 650 puL de la solucién 1 (compuesta
de N-metil-2-fenilindol a una concentracidon de 10.3 mM en acetonitrilo y metanol), 100 uL de
agua destilada, 150 pL de acido metanosulfdénico. Las muestras se homogeneizaron y se incubaron
por una hora a 45 °C en bafio maria; después de la incubacién, se centrifugaron a 3000 rpm por
15 minutos y se determiné la absorbancia en un espectrofotémetro a 586 nm. La concentracion
de MDA y 4-HDA fue determinada interpolando la densidad éptica de las muestras en la curva
patron de MDA (1,1,3,3-tetrametoxipropano de 0.5 a 5 puM), la cual fue determinada

paralelamente en cada ensayo

Analisis estadistico

Los resultados del porcentaje de OC fueron analizados por la prueba de Kruskall-Wallis, seguida
de la prueba de comparaciones multiples de Dunn; en aquellos en que se compararon pares de
medias, se utilizd la U de Mann-Whitney. La cuantificacion de la marca de DARPP-32, RDA1, RDA2,
MDA + 4HDA y NO; fueron sometidos a analisis de varianza multiple seguido de la prueba de
Tukey. En todos los casos se considerd estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya

probabilidad sea menor o igual al 0.05.

RESULTADOS
Ovulacion compensadora (OC) del ovario remanente

En el grupo de animales hemicastrados sacrificados al dia del estro vaginal se evalud la
duracidn del ciclo estral y la OC después de la microinyeccion de los antagonistas dopaminérgicos,

tanto en aquellos con el ovario izquierdo in situ como en los que permanecieron con el ovario
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derecho in situ. Se observd un aumento en la duracién del ciclo estral en los animales que
recibieron la microinyeccién con sulpiride, el antagonista de los RDA2, independientemente del
ovario que permanecio in situ, el ciclo estral tuvo una duracién de 5.0 £ 0.0 dias (n=6) respecto a
los 4.0 £ 0.0 dias (n=6) en el grupo control (acido ascérbico) y en el grupo testigo (n=10); animales
hemicastrados sin microinyeccion). Por otra parte, el efecto de SCH23390, antagonista de RDA1,
indujo un retraso significativo en la aparicion del estro vaginal en 4.8 + 0.2 dias (n=7) en
comparacion al grupo control (solucién salina) y al grupo testigo de 4.0 + 0.0 dias.

El grado de OC que desarrollaron los grupos testigo hemicastrados del ovario izquierdo o
del derecho fue semejante (ovario derecho in situ: 164.3+26.6 vs ovario izquierdo in situ: 149.5 +
27.1, ns). La microinyeccidn de sulpiride tiende a disminuir el grado de OC en el grupo con ovario
derecho in situ (sulpiride(n=6): 65.4 + 14.3 % OC vs vehiculo (n=6): 145.8+18.2 % OC; p<0.002, U
de Mann-Whitney), lo que no ocurrié cuando se administré el SCH23390. No se observaron

diferencias significativas en la OC entre los grupos con ovario izquierdo in situ (Tabla 3).

Tabla 3. Media de la duracion del ciclo estral en dias + e.e.m. y porcentaje de la ovulacion compensadora +
e.e.m. de los animales hemicastrados (HX) del ovario derecho o izquierdo que se sacrificaron en la mafiana del
estro vaginal observado entre las 09:00 y 10:00 h luego de recibir una microinyeccion de sulpiride o de SCH23390
dentro de la bursa ovdrica del ovario remanente, con sus respectivos vehiculos (*P < 0.05, U de Mann-Whitney).

Tratamiento Duracion del Ciclo Ovario in situ % Ovulacion
Estral (dias) Compensadora
Acido ascérbico 4.0+0.0 derecho 145.8 +18.2
Sulpiride 5.0 £ 0.0* 65.4 + 14.3*
Acido ascérbico 4.0+0.0 izquierdo 120.8+16.4
Sulpiride 5.0 £ 0.0* 99.9 £16.2
Solucion salina 4.0+0.0 derecho 147.9+34.3
SCH23390 4.8+0.2* 77.4+19.6
Solucién salina 40+0.0 izquierdo 101.5+14.1
SCH23390 4.8+0.2* 47.3+£22.8
4.0%0.0 derecho 164.3+£26.6

HX sin microinyeccion
40+0.0 izquierdo 149.54+27.1

Receptor dopaminérgico tipo 1 (RDA1), tipo 2 (RDA2) y DARPP-32
Con la finalidad de caracterizar el patrén de la presencia de los receptores RDA1, RDA2 y

DARPP-32 alo largo del ciclo estral en el modelo de la rata hemicastrada, se muestra la marca
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inmunorreactiva positiva de los receptores RDA1, RDA2 y de la proteina DARPP32 por
inmunofluorescencia en cortes de tejido ovarico a lo largo de los cuatro dias del ciclo estral en
animales hemicastrados del ovario derecho o del ovario izquierdo sin tratamiento, se presenta a
continuacion.

El analisis del RDA1 a lo largo del ciclo estral en los animales hemicastrados intactos reveld
que el receptor se presenta en todos los dias del ciclo estral, en ambos ovarios. Sin embargo, la
marca disminuye hacia el dia del proestro tanto para el ovario derecho in situ como para el ovario
contralateral (Figura 12a, 13ay 14a).

Al analizar el RDA2 por dia del ciclo en el grupo testigo hemicastrado intacto, se observaron
cambios que dependen del ovario que permanece in situ. En los animales hemicastrados intactos
con ovario derecho in situ, solo en el dia del estro se encontré marcaje positivo en los foliculos
ovaricos, tanto en las células de la granulosa e incluso en tejido intersticial; en los otros dias del
ciclo no se observé marcaje. En cambio, dicha expresidn ocurrié inicamente en el dia del diestro-
1 en los grupos con el ovario izquierdo in situ en los mismos compartimentos ovaricos (Figuras
12b, 13by 14b).

Se encontro clara presencia de la proteina DARPP-32 en células de la granulosa de los
foliculos ovdricos, en los grupos testigo hemicastrados con ovario derecho in situ en los cuatro
dias del ciclo estral (Figura 14c). Sin embargo, se encontré una mayor marca para la proteina en
el dia del estro comparado con los demas dias del ciclo estral. También se observa un descenso
gradual de la expresion de la DARPP-32 hasta el diestro-2, misma que se mantiene hasta el
proestro (Figura 14c).

En el ovario izquierdo in situ la proteina DARPP-32 se expresa a lo largo de todo el ciclo
estral en células de la granulosa (Figura 14c). DARPP-32 presentd una expresion parecida en los
cuatro dias del ciclo, sin mostrar un aumento estadisticamente significativo hacia el dia del estro
como se observé para el ovario derecho in situ (Figura 14c)

Cabe indicar que al comparar los cambios en la expresion de esta proteina entre los
ovarios in situ, en el dia del estro se observa que el ovario derecho presenta una expresién tres

veces mayor en el dia del estro comparada al ovario izquierdo (Figura 14c).
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OVARIO DERECHO
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Figura 12. Patrdn de la presencia de RDA1, RDA2 y DARPP-32 en el ovario derecho in situ a lo largo del ciclo estral
en ratas hemicastradas con ovario derecho in situ sin tratamiento. a) Receptor dopaminérgico tipo 1 (RDA1), b)
Receptor dopaminérgico tipo 2 (RDA2) y c) DARPP-32. Se observa en azul los ntcleos tefiidos con DAPI, en rojo el
RDAI1 tefido con rodamina, en verde el RDA2 y DARPP-32 tefiidos por separado con FITC y la colocalizacion de
ambas imdgenes (merge).
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OVARIO IZQUIERDO
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Figura 13. Patron de presencia de RDA1, RDA2 y DARPP-32 en el ovario derecho in situ a lo largo del ciclo estral
en ratas hemicastradas con ovario izquierdo in situ sin tratamiento: a) Receptor dopaminérgico tipo 1 (RDA1), del
b) Receptor dopaminérgico tipo 2 (RDA2) y c) DARPP-. Se observa en azul los nucleos tefiidos con DAPI, en rojo el
RDA1 tefiido con rodamina, en verde el RDA2 y DARPP-32 tefiidos por separado con FITC y la colocalizacion de
ambas imdgenes (merge).
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Figura 14. Cuantificacion de la marca positiva del RDA1, RDA2 y DARPP-32 a lo largo del ciclo estral en la rata
adulta hemicastrada del ovario derecho o izquierdo in situ. Media + e.e.m del nimero de pixeles al cuadrado
(px?). a) receptor dopaminérgico tipo 1 (RDA1), b) receptor tipo 2 (RDA2) y c) DARPP-32. Las columnas en
blanco muestran los datos para el ovario derecho y en negro para el ovario izquierdo (*p < 0.05, **p <0.01 y
***p <0.001; ANOVA de una via sequida de prueba de prueba de Tukey-Kramer).
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Efecto del bloqueo farmacoldgico del receptor dopaminérgico tipo 2 (RDA2) sobre la
expresion del RDA2 y DARPP-32

Como se muestra en la Tabla 3, el ciclo estral de los animales hemicastrados con ovario
derecho o izquierdo in situ luego del tratamiento con sulpiride se alargd un dia que nombramos
como “diestro-3”, por la citologia vaginal caracteristica del dia del diestro.

Al analizar la presencia del RDA2 en los animales microinyectados con sulpiride no se
detectd inmunomarcaje positivo para el receptor RDA2 en ninguno de los compartimentos
ovaricos analizados a lo largo del ciclo estral en ambos ovarios in situ, incluso en los grupos
tratados con el vehiculo (Figura 15ay 16a).

Respecto a la proteina DARPP-32, se observd marcaje positivo en las células de la
granulosa de los foliculos en el ovario derecho in situ (Figura 16b). Sin embargo, la marca
inmunorreactiva es significativamente mayor en el “diestro-3” comparada con los otros dias del
ciclo tratados con el antagonista y los grupos con vehiculo (Figura 17a).

En el caso de los animales hemicastrados con ovario izquierdo in situ tratados con
sulpiride, la proteina DARPP-32 también se expreso en todos los dias del ciclo estral (Figura 16b).
También se observd un incremento de la marca positiva de la proteina, aunque no
estadisticamente significativo, en el dia del “diestro-3” respecto a los otros dias del ciclo y con su
vehiculo. No se encontraron cambios aparentes cuando se comparan ambos ovarios (Figura 17b).

No se encontraron cambios entre los grupos vehiculos y los animales hemicastrados sin
microinyeccion.
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Figura 15. Seguimiento de la marca positiva del RDA2 y de DARPP-32 a lo largo del ciclo estral en ratas hemicastradas con ovario derecho in situ
después de una microinyeccion de sulpiride o su vehiculo (dcido ascorbico) realizada en el diestro-1: a) Receptor dopaminérgico tipo 2 (RDA2) y b)
DARPP-32. Se observa en azul los nucleos tefiidos con DAPI, en verde el receptor DA2 y DARPP-32 tefido con FITC por separado.
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Figura 16. Seguimiento de la marca positiva del RDA2 y de DARPP-32 a lo largo del ciclo estral en ratas hemicastradas con ovario izquierdo in situ
después de una microinyeccion de sulpiride o su vehiculo (dcido ascorbico) realizada en el diestro-1: a) Receptor dopaminérgico tipo 2 (RDA2) y b)
DARPP-32. Se observa en azul los nucleos tefiidos con DAPI, en verde el receptor DA2 y DARPP-32 tefiido con FITC por separado.
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Figura 17. Cuantificacion de la marca de DARPP-32 después de la microinyeccion de sulpiride a lo largo del
ciclo estral en ratas hemicastradas con ovario derecho o izquierdo in situ. Media + e.e.m del numero de pixeles
al cuadrado (px2) de la expresion de DARPP-32 a) Ovario derecho in situ y b) Ovario izquierdo in situ. Se observa
en blanco los datos para el vehiculo (dcido ascdrbico) y en gris para el antagonista de RDA2 (sulpiride). (***P
<0.001. ANOVA de una via sequida de prueba de prueba de Tukey-Kramer).
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Efecto del bloqueo farmacoldgico del receptor dopaminérgico tipo 1 (RDA1) sobre la

del RDA1

Ve

expresion

La microinyeccidn de acido ascérbico no modificéd la expresidn del receptor RDA1 en el

animal hemicastrado. Al comparar la expresion del receptor cuando se antagoniza con SCH23390,

aparentemente no se observaron diferencias significativas entre los grupos testigo ni entre los

ovarios in situ (Figura 18 y 19). No se encontraron cambios entre los grupos vehiculos y los

animales hemicastrados sin microinyeccion.
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Figura 19. Cuantificacion de la marca positiva del RDA1 después de la microinyeccion de SCH23390 a lo largo
del ciclo estral en ratas hemicastradas con ovario derecho o izquierdo in situ. Media + e.e.m del numero de
pixeles al cuadrado de la expresion del receptor dopaminérgico 1 (RDA1. a) Ovario derecho o b) Ovario
izquierdo in situ. Se observa en blanco los datos para el vehiculo (dcido ascorbico) y en gris para el antagonista
RDA1 (SCH23390).
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Indicadores de estrés oxidativo en el ovario

La Figura 20 muestra los datos de las concentraciones de MDA y 4-HDA como marcadores
de lipoperoxidaciéon y de nitritos como marcador de la formacién de éxido nitrico en animales
enteros. Se observd un aumento en la generacion de marcadores de lipoperoxidacién y de la
formacidn de nitritos después de la microinyeccién con los antagonistas de los receptores RDA1
y RDA2. El aumento en la lipoperoxidacién cuando se utilizd el antagonista RDA1, se presenté
doce horas después de la microinyeccion y se mantuvo hasta las diez y seis horas después. En el
caso del antagonista RDA2, el incremento en la lipoperoxidacion inicio cuatro horas después de
la administracion del sulpiride y se mantuvo hasta dieciséis horas después (Figura 20a).

En cuanto a la generacidn de nitritos, se encontraron cambios que dependieron del tipo
de antagonismo, ya que se observaron incrementos a las cuatro horas posteriores a la
microinyeccién del sulpiride, pero hasta las doce horas posteriores a la administracion del
SCH23390 (Figura 20b).

Los pardmetros medidos en los animales hemicastrados, mostraron un incremento en la
generacién de nitritos después de la hemicastracion Unicamente en el grupo de animales con
ovario izquierdo in situ comparado con el ovario in situ contralateral y con los otros grupos
experimentales (Figura 21b). Esto ultimo significa que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas después la microinyeccién de los antagonistas o sus vehiculos, en
ningun parametro evaluado. Sin embargo, se observé una tendencia en el aumento de la
lipoperoxidacién en el ovario derecho in situ (Figura 21a) mientas que en la formacién de nitritos

no hay cambios aparentes (Figura 21b).
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Figura 20. Efecto de la microinyeccidn de los antagonistas dopaminérgicos o sus vehiculos en las bursas ovdricas
sobre la media + e.e.m. de las concentraciones de: a) indicadores de lipoperoxidacion (MIDA + 4-HDA) y b) De la
generacion de b) nitritos (NO2) en los ovarios frescos de ratas hembras adultas enteras con ciclos estrales regulares
de cuatro dias. (*p<0.05, **p<0.01, ***p>0,001 comparado con su vehiculo; ANOVA de una via sequida de prueba
de Tukey-Kramer). Nota: Los animales se dividieron en cinco grupos generales de experimentacion; animales
intactos (sin microinyeccidn), dcido ascérbico (vehiculo), sulpiride (antagonista RDA2), solucién salina (vehiculo) y

SCH23390 (antagonista RDA1). A su vez estos grupos se dividieron en cuatro horarios diferentes después de la
microinyeccion.
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Figura 21. Efecto de la microinyeccion de los antagonistas dopaminérgicos o sus vehiculos en la bursaovdrica
sobre la media + e.e.m. de las concentraciones de a) indicadores de lipoperoxidacion (MDA + 4-HDA) y de la
generacion de b) nitritos (NOz) en el ovario remanente de ratas hemicastradas con ciclos estrales regulares de
cuatro dias. (*p<0.05, comparado con todos los grupos;, ANOVA de una via seguida de prueba de Tukey-
Kramer). Los animales se dividieron en cinco grupos generales de experimentacion; animales intactos (sin
microinyeccion), dcido ascérbico (vehiculo), sulpiride (antagonista RDA2), solucion salina (vehiculo) y
SCH23390 (antagonista RDA1). Estos animales fueron sacrificados cuatro horas después de la microinyeccion.

DISCUSION DE RESULTADOS
Los resultados del presente estudio muestran que el bloqueo local de los receptores a la
dopamina en el modelo del animal hemicastrado induce cambios en la duracién del ciclo estral,
en el grado de ovulacién compensadora que dependen del tipo de receptor dopaminérgico

comprometido, asi como del ovario que permanece in situ.
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El receptor dopaminérgico tipo 2 (RDA2) actua de forma lateralizada sobre la ovulacién
compensadora del ovario (OC)

Hemos mostrado que ocurre una disminucion de la OC después de la microinyeccion con
sulpiride solamente cuando permanece el ovario derecho in situ (Letras et al, 2016); los resultados
del presente estudio confirman la tendencia hacia la disminucién de la OC en el mismo ovario, lo
que sugiere una asimetria en el funcionamiento del sistema dopaminérgico ovdrico mediado por
el receptor RDA2. Sin embargo, esto no ocurrié cuando se antagonizd el receptor RDA1, ya que la
OC fue semejante entre ambos ovarios in situ después de la microinyecciéon con SCH23390.

Se sabe que el receptor RDA2 se expresa en el ovario de la rata (Rey-Ares et a, 2007;
Ferrero et al, 2014;) sin embargo, no se habia analizado en el modelo del animal hemicastrado ni
alo largo del ciclo estral. Cuando se analizo la expresidn del receptor RDA2, se observé que ocurre
de manera asimétrica, ya que se encontrd en el ovario derecho in situ solo en el dia del estro,
mientras que para el ovario izquierdo in situ su expresion se presento en el dia del diestro-1. Esta
observacion refuerza nuestros resultados obtenidos por el analisis de la OC, donde tales cambios
se podrian explicar por una distribucion asimétrica de los receptores, que varian a lo largo del
ciclo estral y del ovario in situ. También la expresién diferencial del receptor RDA2 coincide con
los resultados reportados por nuestro grupo de investigacidon para el animal entero, donde se
mostré que su antagonismo en el dia del estro y diestro-1 retrasé la presencia del estro vaginal,
pero no mostré cambios cuando éste se realizé en el dia del proestro (Venegas et al, 2015), dia
en el cual no se encontré el receptor.

Si bien es cierto que al analizar la presencia del receptor RDA1 y de la DARPP-32, se
encontraron en todos los dias del ciclo estral en los animales hemicastrados, en el ovario derecho
in situ la proteina DARPP-32 se encuentra en su forma activa con mayor presencia en el dia del
estro y diestro-1 en comparacién con el ovario izquierdo in situ ovarico (Letras et al, 2016). En un
estudio previo, ya se mostré que al administrar un antagonista del receptor RDA2 en el estro y
diestro-1 se disminuy6 la OC del ovario derecho in situ sin afectar al ovario contralateral. Con base
en los resultados del presente trabajo, se puede inferir que en el dia del estro y diestro-1 son los
de mayor actividad del receptor RDA1, mostrado por el incremento en la expresion de DARPP-32
activa. Los resultados del presente estudio corroboran la existencia de asimetrias a nivel del

sistema dopaminérgico ovarico (Letras et al, 2016). Los resultados obtenidos en el animalentero
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corroboran esta hipotesis, donde en el dia del estro se encuentra la mayor cantidad de marca

positiva a la proteina DARRP-32 la cual disminuye hacia el dia del estro (Flores Bautista, 2018).

El receptor dopaminérgico tipo 2 regula la activacion de DARPP-32 en las células del foliculo
ovarico

Nuestros resultados indican que al antagonizar al receptor RDA2 se presenta un dia mas
de diestro vaginal (“diestro-3"), caracterizado por una marcada presencia de la proteina DARPP-
32 en el tejido ovarico inducida por el bloqueo del receptor. Como se ha mostrado, el receptor
RDA2 regula a la DARPP-32 por medio de su inactivacién (Chio et al, 1994; Greengard et al, 1999)
por lo que al encontrarse inhibido, el receptor provoca una mayor activaciéon de la DARPP-32,
como se observd en el dia del “diestro-3” en nuestros grupos experimentales. La capacidad
reguladora de la DARPP-32 después del antagonismo, es diferente para cada ovario donde la
génada izquierda responde de manera inmediata mientras que la derecha manifiesta esta
respuesta hasta 48 horas después de la microinyeccién (figura 17); esto nos sugiere, que ademas
de una asimetria a nivel del sistema dopaminérgico ovarico, también existe una capacidad de
respuesta diferente por parte de los ovarios a un mismo estimulo como se ha observado en el
modelo del animal hemicastrado (Dominguez et al, 2003)

Ademas, nuestros resultados explicarian también los cambios observados en el grado de
OC, donde al antagonizar al receptor RDA2 en el dia del diestro-1, un dia de alta actividad
dopaminérgica en el ovario derecho in situ demostrado por el aumento de DARPP-32, la OC
disminuye solo en el ovario derecho in situ. Esto nos sugiere que al bloquear al receptor RDA2,
provocaria la desregulacion de la via de sefalizacion dopaminérgica mediada por el receptor
RDA1, ya que al no permitir la inhibicién del adenilato ciclasa da como resultado un incremento
en la actividad de la enzima. Asi, se incrementaria la concentracion de AMPc y con ello, la
activacion de PKA misma que conduce en la activacion de la DARPP-32 (Mayerhofer et al, 1999),
teniendo efectos “rio abajo” de la via (Greengard et al, 1999) que podrian resultar en alteraciones

gue provocarian la disminucién en la OC.

El receptor dopaminérgico tipo 1 incrementa su expresion después del antagonismo

La expresion del receptor DA1 disminuye gradualmente hasta alcanzar su minimo grado

en la manana del proestro, independientemente del ovario que permanecid in situ. El
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antagonismo inducido por la microinyeccién de SCH23390 en ambos ovarios in situ, produjo
cambios en la expresion del receptor observandose un incremento, aunque no estadisticamente
significativo, en el grado de marcaje al dia siguiente del bloqueo farmacolégico para desaparecer
en el” diestro-3” y luego volver a expresarse en la fase folicular. Llama la atencién el hecho que
gue la OC se observé relativamente disminuida. En la rata, la dopamina ovdrica a través de la
unién al receptor RDA1 esta relacionada con la produccién de progesterona; la administracion de
SCH23390 fue capaz de disminuir la concentraciéon de progesterona, pero curiosamente no se
observé ningun efecto mediado por el receptor RDA2 (Mori et al, 1994). Con base en este dato,
la disminucién en la concentracion de progesterona provocaria la desregulacion del eje
hipotalamo-hipéfisis-gdnada en la fase lutea, momento en la que se antagonizo el receptor por
lo que, de ocurrir asi, seria interesante medir las concentraciones de progesterona en el modelo

del animal hemicastrado con el fin de buscar si existen diferencias entre ambos ovarios.

El antagonismo de los receptores dopaminérgicos incrementa el estrés oxidativo en el ovario:
efectos en el animal entero o hemicastrado

Los cambios observados en los marcadores de lipoperoxidacion en el animal entero se
podrian explicar por el incremento en el metabolismo de la dopamina. Se ha mostrado que
después de la microinyeccion del antagonista dopaminérgico haloperidol se incrementé la
expresion de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la sintesis de dopamina, lo que fue
interpretado como indicador del incremento en la sintesis de dopamina (Venegas et al, 2015).
Asi, el exceso incrementaria el metabolismo de la propia dopamina, lo cual generaria la
produccién de perdxido de hidrégeno, producto proveniente de su metabolismo. Nuestros
resultados muestran ademas que existen cambios temporales en la expresion en la generacion
de los metabolitos del estrés oxidativo que dependen del tipo de receptor involucrado, ya que el
sulpiride incrementé la concentracidon de estos indicadores a partir de las cuatro horas y la
sostiene hasta dieciséis horas después del bloqueo del receptor RDA2; en cambio, el SCH23390
incrementd la produccién de los indicadores de lipoperoxidacidon hasta doce horas después de
antagonizar al receptor RDA1. Se ha mostrado que el sulpiride posee la capacidad de unirse al
receptor RDA2 de manera competitiva ademds de ser un antagonista selectivo, teniendo nula

interaccion con los demas receptores RDA a excepcién del RDA3 (DrugBank database) lo que
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explicaria el efecto inmediato sobre la generacién de los indicadores de lipoperoxidacién, con
efectos prolongados en el tejido. De cualquier forma, independientemente del receptor
dopaminérgico, que se antagonice, existe un incremento en la generacién de los indicadores de
estrés oxidativo, lo que a su vez seria el reflejo de una mayor produccién de especies reactivas de
oxigeno.

Respecto a las concentraciones de nitritos en el tejido ovarico de animales enteros, su
presencia se incrementd a partir de las cuatro horas y se sostiene en niveles relativamente
elevados hasta por dieciséis horas, independientemente del tipo de receptor dopaminérgico
bloqueado. Los cambios significativos también ocurrieron en los mismos horarios donde se
incrementaron los indicadores de lipoperoxidacién. Esto es relevante, ya que el éxido nitrico estd
asociado al bloqueo de la P450-aromatasa y disminucién de las concentraciones de estrégenos
(Sela-Abramovich et al, 2008).

Se ha postulado que el papel de las especies reactivas de oxigeno en el ovario es de suma
importancia, ya que son sefiales quimicas necesarias para que se lleve a cabo la ovulacion (Finkel,
2011; Shkolnik et al, 2011) y su desbalance estd asociado a patologias ovaricas e infertilidad (Polak
et al, 2001; Ebisch et al, 2006). De manera indirecta, nuestros resultados muestran un incremento
de las especies reactivas de oxigeno que determinan el aumento en la tasa de lipoperoxidacion,
lo que conduciria al dafio celular, pudiendo incrementar la atresia folicular, como ya se mostré
en un estudio previo de nuestro grupo de investigacion en animales tratados con haloperidol
(Ramirez-Avila, 2001), lo que produciria disminucién en la produccién de hormonas esteroides
por parte de las células del foliculo ovarico y con ello, modificacion en el funcionamiento normal
del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario; todo esto, podria explicar el retraso de la ovulacién que
encontramos al administrar los antagonistas especificos.

En el modelo del animal hemicastrado también existen cambios aparentes en la
generacion de indicadores de estrés oxidativo entre el ovario derecho in situ respecto al
izquierdo, donde se observé un incremento cuatro horas después de la microinyeccion del
sulpiride, de modo semejante a lo ocurrido en el animal entero. Estos cambios pueden ser

explicados por la distribucion asimétrica del receptor RDA2, tal y como se mostré en el presente
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estudio, ya que el receptor RDA2 se expresa de manera diferencial dependiendo del ovario que
permanece in situ y del dia del ciclo estral.

La generacion de nitritos no mostré cambios entre los ovarios remanentes después de la
microinyeccién de los antagonistas. Llama la atencidon que este parametro en los animales
hemicastrados sin tratamiento, presenté una diferencia notablemente significativa entre los
ovarios remanentes; si bien la concentracion de indicadores de peroxidacion fue semejante entre
los ovarios, la concentracién de nitritos en el ovario izquierdo in situ fue mucho mayor que la
detectada en el ovario derecho in situ.

Papel de los receptores dopaminérgicos en el contexto general de las funciones ovaricas

El papel funcional de los receptores dopaminérgicos en el ovario es importante para que
laintegracion endocrinay neuroendocrina que coordina el eje hipotdlamo-adenohipdfisis-gdnada
ocurra de manera ciclica y sincréonica con el evento ovulatorio y la receptividad sexual de la
hembra (Dominguez et al, 1987; Venegas et al, 2015; Mani et al, 2001). Nuestros resultados
apoyan esta idea porque de acuerdo con nuestras observaciones, el receptor RDA1 y DARPP-32
se incrementan gradualmente hacia el dia del estro, es decir, presentan un comportamiento
ciclico que coincide con el periodo periovulatorio. En cambio, el receptor RDA2 aparentemente
solo debe expresarse en momentos criticos del ciclo estral como un modulador del receptor
RDA1, ya que solo se expreso en el estro y diestro-1.

La evidencia permite suponer que los RDA2 y la regulacién mediada por DARPP-32
participan de manera asimétrica. La asimetria que se presenta entre los ovarios se puede explicar
debido a que entre el ovario derecho e izquierdo existen diferencias que estan relacionados con
su capacidad para regular las senales del sistema neuroendocrino que participan en la regulacién
de las funciones ovaricas. Estas diferencias regulatorias estan relacionadas con las inervaciones
recibidas por cada ovario y su comunicacion con el SNC. La diferente capacidad ovulatoria por el
ovario derecho o izquierdo después de la microinyeccion del antagonista del RDA2 que apoyan la
interpretacidon de que la informacién neuronal enviada por la izquierda y ovarios derechos,
alcanza diferentes regiones del SNC (Gerandai et al, 2009; Toth et al, 2008).

Hemos visto que cuando los receptores RDA son bloqueados, se incrementa la expresion

de TH (Venegas et al, 2015) y, por lo tanto, lo haria la sintesis de dopamina ovarica. Esto ultimo
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implica que la dopamina producida en exceso tendria como consecuencia el aumento de su
metabolismo. En un estudio en sistema nervioso central se utilizé SCH23390 y mostré que se
incrementaron los metabolitos de la dopamina (Tomiyama et al, 1995), dando como resultado la
produccién de ERO y provocando un aumento en la peroxidacion de lipidos de membranas; este
aumento en la lipoperoxidacién a su vez induciria dafio celular que resultaria en un desbalance
en las actividades mediadas por las células, como es la produccidon de hormonas esteroides (Evans
et al, 2004; Fujii et al,2005). Con base en este argumento, en el presente estudio también
observamos incremento de dxido nitrico, que se sabe es capaz de bloquear la produccion de
estréogenos (Sela-Abramovich et al, 2008). El resultado final de estos acontecimientos seria un
desbalance en el eje hipotalamo-adenohipdsis-gdnada.

Cuando se analizaron estos mismos parametros en el animal hemicastrado, se encontré
un efecto similar en la lipoperoxidacidén solo del ovario derecho in situ, pese a que el retraso del
ciclo estral se presenta en el ovario izquierdo o derecho in situ. Esto sugiere que el efecto en el
ovario izquierdo in situ se ve amortiguado eficientemente por los sistemas antioxidantes, o bien,
se debe a la distribucidn asimétrica de los receptores RDA como lo muestran nuestros resultados,
ya que en el ovario izquierdo in situ, el antagonismo sobre el receptor RDA2 tendria un efecto
menor sobre la generacién de ERO pero aun asi, seria capaz de afectar la presencia del estro
vaginal. Una tercera explicacidn seria que el mismo sistema de recaptura y metabolismo presenta
una distribucién asimétrica.

Por otra parte, si bien en este trabajo sélo se tomd en cuenta a los foliculos ovaricos, se
sabe que en el conejo la dopamina tiene funciones en el desarrollo del cuerpo luteo o su lutedlisis
(Parillo et al, 2014). Si en la rata la dopamina se comporta de manera similar, el bloqueo de los
receptores podria inducir cambios sobre este compartimento que resultarian en un cambio en su
desarrollo que podria influir en la homeostasis ovarica. Este argumento se ve reforzado por el
efecto observado en cultivo de células de la granulosa sobre el receptor del VEGF donde se mostré
gue dopamina fue capaz de bloquear este receptor (Chen et al, 2010), mientas que en otro
estudio se observdé que la produccién del VEGF podria estar regulada por el sistema

dopaminérgico ovarico (Ferrero et al, 2015); de ser esto cierto, el antagonismo de los receptores
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RDA provocaria que se presentasen cambios a nivel de la angiogénesis que podrian perturbar el

funcionamiento del cuerpo Iuteo durante su fase funcional (Levin et al, 1998; Basu et al, 2001).

CONCLUSIONES

1 El sistema dopaminérgico es fundamental durante la fase lutea para que se presente la
ovulacién.

2 El receptor dopaminérgico tipo 2 presenta asimetria funcional.

3. El receptor DA2 y la proteina DARPP-32 estan distribuido asimétricamente.

4. EL receptor RDA2 regula a DARPP-32 teniendo efectos mas marcados en el ovario derecho
in situ.

5. La dopamina ovarica esta involucrada en el equilibrio 6xido-reduccion del ovario.

PERPECTIVAS

Para conocer el papel fisiolégico de la dopamina como una sefial ovdrica que desempefia
o participa en los mecanismos reguladores de la funcién reproductiva ain queda mucho por
estudiar. Falta por analizar buena parte del procesamiento de las senales intracelulares a
diferentes niveles, por ejemplo: qué consecuencias especificas tiene el antagonismo de los
receptores dopaminérgicos a nivel de las células tecales y como se verian afectadas las células de
la granulosa. Por otra parte, se requiere analizar lo que ocurre con el compartimento luteal por
los efectos del antagonismo de los receptores a la dopamina, ya que en el presente estudio la
técnica empleada no permitié evaluarlo dada la inmunofluorescencia propia del tejido.

Finalmente, seria interesante probar si en el ovario de la rata existe el mismo repertorio
de receptores dopaminérgicos encontrado en las células de la granulosa humana (Rey-Ares et al,
2007), que si bien se tiene una idea de como participa el receptor RDA1 y el receptor RDA2 en el
contexto general de la regulacién del ciclo estral y la ovulaciéon, aun se desconoce el papel de
otros subtipos especificos como el RDA3, el RDA4 y el RDA5. Ademas, es necesario caracterizar

en nuestros modelos experimentales in vivo el sistema de recaptura o del metabolismo de la
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dopamina (transportador de dopamina, el transportador vesicular de monoaminas, los sistemas

de monoaminoxidasas, de catecol-orto-metiltransferasa, entre otros).
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