BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
INSTITUTO DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA Y TOXICOLOGIA DE LA
REPRODUCCION

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

TESIS:

EFECTOS DEL ANTAGONISMO DE LOS RECEPTORES OVARICOS DA1 O DA2
SOBRE LA OVULACION ESPONTANEA EN LA RATA ADULTA

PARA OBTENER EL TiTULO DE:
QUIMICO FARMACOBIOLOGO

PRESENTA:

ESTEFANIE MONSERRAT GARCIA PORRAS

DIRECTOR EXTERNO: DIRECTOR INTERNO:
D.C. JOSE LUIS MORAN PERALES D.C. ALFONSO DANIEL DiAZ FONSECA
INSTITUTO DE CIENCIAS FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
BUAP BUAP
/ CUA Puebla, Pue., Junio 2015

% f INSTITUTO DE CIENCIAS BUAP



indice

INAICE A8 FIGUIAS - e e veneee ettt ettt ettt ettt e e e et e e e e e e eneaaes 5
Tabla de ADreviaturas......covveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 6
RESUMEN. ..ttt et et et e 7
(P (314 o Te [V el [o] o H O PP PP 9
AR 1T 1 oo I K=o 5 (ol B P PP 10
72000 7 T T 10
2.2 Desarrollo FOUCULAr .....cvviiiiiii i 11
2.3 Eje Hipotalamo-Hipofisis-OVario .......vveieeiriiieiniieiieiiiieeeieenannenns 12
2.4 CicloEstral en la Rata .....coovvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 14
2.5 IN€rVACION OVAIICA «euutintenietetean et et ee et eeteee et eeneeneraneaneeneeanes 17
2.6 Las Catecolaminas en el OVario.......ccoeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieeen, 19
2.7 Dopamina €N €L OVAII0 ...uuuueietteeeeteeeeeeeiiiiineeeeeeeeeeeeeeeanannns 20
2.7.1 Antagonistas DOPaminérgiCos. .....uevutiiiiieiiiieeeiiieeeiiieeeeaeeeanns. 21

3. ANtECEAENTES ..viiiiii i e 22
SN V1 41 i [or- Ve (o] HO PP TP 23
R o 0o 1 - 1P 24
G 0] o) 1< 4 1Yo 1 PP 24
6.1 ObjJetivo General ..ccciiiiiiiiiiiiiiiii i ittt e e e e eeee e eaaaas 24
6.2 Objetivos PartiCulares .....uuuuuiiiiiiiiiiiii ittt i i eeeeeeeeeeeeeeaaaans 24

7. Diagrama MetodolOgiCo ...uvvurriiiiiiiii e i e eeee e eeeeeaneeeanaann 25
7.1 Laparotomia Dorso Bilateral........oeeveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeieeeaeens 25
7.2 InmunohistofluoresCenCia.....oovvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26

8. Metodologia EXperimental......ceeeeeeiiieiiiiiiiiii e e eaaaens 27
8.1 Animales de EXperimentacion .......ccevviiiiiiiieiiiieiiieiiiieeeeieeeannanns 27



8.2 Registro del Patron de Ciclicidad Vaginal (Ciclo Estral) .........cccevvennnn.... 27

8.3 Grupos EXperimentales . ...cvuuuiiiiiiiiiiiie i iiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeaaas 27
8.4 Preparacion de 10S farmacos. ..o.ueeeeeeereie i eeieeiieeeaeeeeaneeeannaens 28
8.4.1 SCH23390: ettt 28
S AT U U o) 1 [ 28

8.5 Preparacion de HOMmMONAS ..ooeuueeeteeiiieeeeeiiieeeeeeeieeeeeeanneeeeeeannnnens 29
8.5.1 Solucion Stock de GNRH .......eiuiiiiiiiiiiii e 29
8.5.2 Solucion de GNRH Sintetica ...covveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeaee 29
8.5.3 Solucion de Benzoato de Estradiol.........cccevueviiiiniiiiiiiinennnn.. 29

8.6 Laparotomia Dorso Bilateral.......ceeeeviiiiiiiiiiiiiiiiii i eeceee e 29
8.7 Reemplazo HOrmonal ...coviiiiiiiiiiii it r e e et e eee e eeeeaaaas 30
8.7.1 Reemplazo de la Senal Hipotalamica:........oovvvviiiiininenniinnnnnnen. 30
8.7.2 Reemplazo de la Senal OVAriCa: ..ooovvvveiriiiiieiiiieeeiieeeeieeennnn, 30

8.8 EXtracCion de TejJidoS...uueuueirieeiiieeeeieeeiieeeeeieeeeaeeeeaeeeenneeeanneenn 30
8.8.1 Sacrificio por DecapitaCion .......vveieeiiiiieiiiieeeiieeeeieeeeineeeanens 31
8.8.2 Perfusion Intracardiaca y Fijacion de Tejidos .......ccevvvvvvinnnnnn... 31

8.9 Criopreservacion de OVarioS .......veeeeeeeieeereieeeeaieeeeaieeeeaieeeeaneeeanneenn 31
8.10 Cortes HistolOGICOS ...uvvnreeieiteiiitteiteei e e eeeieeeaeeeeaneeeannaens 31
8.11 Inmunohistoquimica Acoplada a Fluorescencia..........ccevvvvieieinnennnnnnn. 31
8.12 Analisis EStadiStiCo ....veiuiiniiiiiiiiiii i 32
RESULLAOS. ..t 33
9.1 OVULACIiON ESPONTANEA «.uvtinttiiitieiteiite it eeie et eiteeeneeeeeaeeanaeannanns 33

9.1.1 El procedimiento quirurgico no afecta la tasa de animales ovulantes 33

9.1.2 La microinyeccion en bursa de NaCl 0.9% induce una disminucion en la

tasa de animales OVULANEES . ... vu it iiei ittt ettt e e st taesaesaesesesnesansanens 33



9.1.3 La microinyeccion en bursa de acido ascoérbico 0.1% no afecta la

OVULACTON ESPONTANEA +.uuveeeteieieeeeieeeeieeeeeieeeeaneeeeaeeeeaneeeaanseeanneenn 33
9.1.4 El receptor DA1 es mas activo durante el diestro 1..................... 33

9.1.5 El receptor DA2 permanece activo desde la noche del estro hasta la

manana del diestro 2.......ooviuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 34
9.2 Analisis de los efectos del Remplazo Hormonal .........ccevvivviiinnnnnnnn... 36
9.3 Inmunohistofluorescencia......cccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirr e 38
10. Discusion de ReSULtadOS ......eoueiuiintiiniiiiitii it eeaaees 42
11, CONCLUSIONES .ttt ettt e e e eanaes 45
12, Bibliografia. ..o e e e 46
G TR Y o 57



indice de Figuras

Figura 1. Diferentes estadios de crecimiento de los foliculos............ccevvenneen.n. 10
Figura 2. Eje Hipotalamo Hipofisis OVario........ceveieiiiiiiiiiieiieiieeniieeeeineennns 13
Figura 3. Secuencia de eventos que ocurren durante el ciclo estral.................. 14
Figura 4. Muestras de frotis de las fases del ciclo estral.........ccccevvviiiiiiiiinn.. 15

Figura 5. Perfil de secrecion de gonadotropinas y esteroides sexuales en los

diferentes dias y horas del ciclo estral de larata. .....cccevvviiiiiiiiiiiiiiinnenennnn 16
Figura 6. Inervacion simpatica del ovario via nervio ovarico superior.. .............. 18
Figura 7. Variacion en la TAO de los grupos control y vehiculo...........ccevvuveennn. 34
Figura 8. Variacion en la TAO de los grupos con SCH 23390 y su vehiculo. .......... 35
Figura 9. Variacion en la TAO de los grupos con Sulpiride y su vehiculo. ............ 35
Figura 10. Efecto del remplazo hormonal a grupos con TAO<50%. ......cccvvuunnnn.... 37

Figura 11. Efecto del antagonismo de los receptores DA1 o DA2 ovaricos sobre la
inmunorreactividad @ DARPP3Z. . ...t eeeeeeeeeineeeeaeaeens 39

Figura 12. Efecto del antagonismo de los receptores DA1 o DA2 ovaricos sobre la

inmunorreactividad a TH.. ..., iError! Marcador no definido.

Figura 13. Efecto del antagonismo de los receptores DA1 o DA2 ovaricos sobre la

inmunorreactividad aDBH........cccovviiiiiiiiiiiiinn., iError! Marcador no definido.


file:///C:/Users/Monserrat/Documents/BUAP/Tesis/Protocolo%20de%20Tesis/Proyecto%20de%20Tesis.docx%23_Toc420750303
file:///C:/Users/Monserrat/Documents/BUAP/Tesis/Protocolo%20de%20Tesis/Proyecto%20de%20Tesis.docx%23_Toc420750303
file:///C:/Users/Monserrat/Documents/BUAP/Tesis/Protocolo%20de%20Tesis/Proyecto%20de%20Tesis.docx%23_Toc420750304
file:///C:/Users/Monserrat/Documents/BUAP/Tesis/Protocolo%20de%20Tesis/Proyecto%20de%20Tesis.docx%23_Toc420750304
file:///C:/Users/Monserrat/Documents/BUAP/Tesis/Protocolo%20de%20Tesis/Proyecto%20de%20Tesis.docx%23_Toc420750305
file:///C:/Users/Monserrat/Documents/BUAP/Tesis/Protocolo%20de%20Tesis/Proyecto%20de%20Tesis.docx%23_Toc420750305

Tabla de Abreviaturas

AA
AC
ASB
BE
CE
D1
D2
DA
DA1
DA2
DAPI
DARPP32
DBH
E
EEDQ
FSH
GnRH
LH
MIB
NE
NOS
P
PBS
PPEF

SCH23390

TAO
TH
SPD

Acido Ascérbico

Adenilato ciclasa

Albumina Sérica de Bovino

Benzoato de Estradiol

Ciclo Estral

Diestro 1

Diestro 2

Dopamina

Receptor Dopaminérgico Tipo 1

Receptor Dopaminérgico Tipo 2

4' 6-diamidino-2-fenilindol

Fosfoproteina de 32 kDaltones Regulada por Dopamina y cAMP
Dopamina-B-Hidroxilasa

Estro
2-Etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina
Hormona Foliculo Estimulante

Hormona Liberadora de Gonadotropinas
Hormona Luteinizante

Micro Inyeccién Bilateral

Norepinefrina

Nervio Ovarico Superior

Proestro

Solucién Buffer de Fosfatos

Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher
Hidrocloruro de R(+)-7-Cloro-8-hidroxi-3-metil-1-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1H-3-benzazepina

Tasa de Animales Ovulantes

Tirosina Hidroxilasa

Sulpiride



Resumen

En el modelo experimental de la rata, se ha descrito la participacion de
diversos sistemas de neurotransmision y neuromodulacion que desempeinan papeles
importantes en la regulacion del ciclo estral y la ovulacion. Existe un interés
creciente por analizar los sistemas periféricos que contribuyen para que el sistema
nervioso central ejerza el control sobre las funciones reproductivas en la hembra,

particularmente en las funciones ovaricas.

El propodsito del presente estudio fue analizar el papel funcional de la
dopamina ovarica sobre la regulacion de la ovulacion espontanea y la expresion de
algunos indicadores de su actividad funcional, como la presencia de la proteina
DARPP32 y las enzimas clave para la biosintesis de catecolaminas: TH y DBH, por
medio del bloqueo farmacoldgico de los receptores DA1 o DA2 en los diferentes dias

del ciclo estral de la rata adulta.

Se usaron grupos de ratas de la cepa CII-ZV con ciclos estrales regulares de
cuatro dias, a las cuales se les realizd una microinyeccion dentro de las bursas
ovaricas de los antagonistas selectivos del receptor DA1: SCH23390 o del receptor
DA2: Sulpiride, a las 8:00, 13:00 6 20:00 h en cada uno de los diferentes dias del

ciclo estral. Todos los animales se sacrificaron en la manana del estro esperado.

La ovulacion espontanea disminuyo significativamente en aquellos grupos en
los cuales se antagonizo el receptor DA1 a las 8:00, 13:00 y 20:00 h del diestro 1; el
reemplazo hormonal con GnRH en estos grupos restablecido la ovulacidn, sin
embargo, el remplazo con benzoato de estradiol solo fue efectivo en los grupos
tratados a las 8:00 y 20:00 h. Cuando se antagonizo el receptor DA2 se observé un
bloqueo absoluto de la ovulacion espontanea en los grupos tratados desde las 20:00
h del estro hasta las 8:00 h del diestro 2 y nuevamente en el grupo tratado a las
20:00 h del mismo dia. El remplazo hormonal con GnRH restablecié la ovulacién
significativamente en estos grupos; el benzoato de estradiol fue inefectivo en el
restablecimiento de la ovulacién Unicamente en el grupo tratado a las 20:00 h del

diestro 1.



Se observo inmunorreactividad positiva para DARPP32 en las células de la
granulosa y para TH y DBH en las células de la teca en los grupos tratados con
SCH23390 en diestro 2, proestro y estro. Sin embargo, en los grupos tratados con
Sulpiride no se observd inmunorreactividad para estos indicadores en el tejido
ovarico en ninguno de los dias del ciclo estral. En los animales tratados con los
antagonistas DA1 o DA2 que presentaron ausencia de ovulaciéon no se observaron
marcas inmunorreactivas para DARPP32, TH o DBH en los foliculos ovaricos
analizados, lo que nos permite sugerir que el bloqueo de los receptores
dopaminérgicos afecta las senales que resultan con la expresion de estos
indicadores bioquimicos de la actividad catecolaminérgica, lo que pone de
manifiesto la relevancia bioldgica de la sefal dopaminérgica en los tejidos ovaricos
encargados de la secrecion de esteroides sexuales, clave para que la ovulacion

ocurra.

En conjunto, estos resultados sugieren que el sistema dopaminérgico ovarico
desempenfa un papel estimulante en la regulacidon de los mecanismos que conducen
a la ovulacion espontanea de la rata y es variable durante el ciclo estral. Se observo
que el receptor DA2 desempena un papel estimulante de mayor duracion sobre los
mecanismos que controlan la ovulacion a diferencia del receptor DA1. En todos los
grupos hay variaciones en la tasa de animales ovulantes durante la fase luteal a
diferencia de la fase folicular, donde practicamente no se ve afectada la ovulacion
espontanea, lo cual sugiere que durante la primera mitad del ciclo la union de
dopamina a sus receptores ovaricos es fundamental para que ocurra la ovulacion.
Aparentemente el bloqueo de los receptores dopaminérgicos en el ovario afecta los
mecanismos de retrocontrol positivo de los estrogenos sobre el hipotalamo, lo que

conduce a la interrupcién de secrecion de GnRH y con ello, la falla ovulatoria.



1. Introduccion

Todas las funciones del organismo tienen como objetivo asegurar la
supervivencia del sujeto. Entre esas funciones, la reproduccion es una de las mas
importantes, porque de ella depende la preservacion de la especie. La reproduccion
es resultado de la integracion de multiples fendmenos en los que participan todos
los drganos y sistemas del cuerpo. La regulacion de las funciones del sistema
reproductor en la hembra esta a cargo del sistema hipotalamo-hipofisis-ovario y es
resultado de la interaccion de diferentes hormonas secretadas por la
adenohipofisis, los ovarios e incluso por otras glandulas (como: neurohipofisis,

adrenales y timo), cuya regulacion ocurre a lo largo del ciclo estral.

El sistema nervioso es el dirigente principal de los otros sistemas del
organismo. Su papel es fundamental ya que cualquier variacion (sea positiva o
negativa) afecta la calidad de la informacion nerviosa y la capacidad de los 6rganos
para responder a estas variaciones. Se ha demostrado que el sistema nervioso
desempena un papel crucial en el control de la funcién reproductiva pues hay una
conexion neuronal multisinaptica entre el cerebro y las génadas que regula de
forma paralela las funciones ovaricas; éstas conexiones estan mediadas por sefales
quimicas de origen diverso (neurotransmisores, neuromoduladores, hormonas, entre
otras) que pueden actuar de forma endocrina o paracrina sobre las células blanco
en los ovarios. Entre las principales sefales quimicas que afectan el funcionamiento
de las gonadas estan las catecolaminas. La dopamina y sus receptores han sido

detectados en el tejido ovarico, pero su papel especifico aun no se ha aclarado.

El propdsito del presente trabajo fue analizar el efecto del antagonismo de
los receptores DA1 o DA2 en los ovarios de la rata adulta sobre la ovulacion
espontanea y la presencia de algunos indicadores biologicos relacionados con la

dopamina.



2. Marco Teorico

La edad reproductiva femenina esta caracterizada por ciclos ritmicos,
durante los cuales hay una variacién en la secrecion de hormonas, lo que conlleva a
cambios fisicos a nivel de érganos reproductores (Utero, ovarios) y que tienen como
finalidad la ovulacién y preparacion del organismo para una posible gestacion
(Guyton & Hall, 2006).

2.1 Ovario

En los mamiferos, el ovario es el sitio de almacenamiento y desarrollo de los
ovocitos formados durante la vida embrionaria. La principal funcion de la gbnada es
la maduracion del ovocito para la fertilizacion y exitosa propagacion de la especie
(McGee & Hsueh, 2000; Espey & Richards, 2006). Ademas, el ovario constituye el
principal portador de las células secretoras de hormonas femeninas que desarrollan
y mantienen los caracteres sexuales secundarios de la hembra, asi como las

caracteristicas adecuadas durante la prenez (Hunzicker & Mayo, 2006).

Foliculo Primario Estroma lr Formacion Temparana del Antro
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Figura 1. Representacion de los diferentes estadios del crecimiento de los foliculos: Primordial,
Primario, Secundario, Foliculo ovulatorio (o de Graff); Ovulacion hasta la formacion e involucion del
cuerpo luteo. (Strauss Il & Williams, 2009).
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Durante la etapa adulta de los mamiferos, que en las mujeres comprende
desde los 12-13 hasta los 45-50 anos (Tresguerres, 2010) y que en la rata comienza
a partir de los 36-39 dias (Arata, et al., 1981), la superficie del ovario es nodular y
se encuentra cubierta por una capa mono estratificada de células cubicas, llamada
epitelio germinal. Esta cubierta epitelial esta frecuentemente invaginada hacia el
tejido conectivo subyacente llamado tunica albuginea, formando pequefos
pliegues. Por debajo se encuentran dos zonas: la llamada zona cortical y la zona
medular (Erickson & Schreiber, 2001). La primera comprende al estroma ovarico
(formado por tejido conectivo laxo, fibroblastos y precursores de células tecales), y
foliculos en distintos estadios de maduracion, atrésicos y cuerpos luteos. La zona
medular que se encuentra muy vascularizada e inervada, contiene células de tipo

muscular y tejido conectivo laxo (lrusta, 2008; Konig & Liebich, 2006).

2.2 Desarrollo Folicular

El proceso de foliculogénesis comprende el crecimiento del foliculo y su
pasaje a través de los distintos estadios de desarrollo, desde el momento en que
emerge del pool de foliculos formado durante la ovogénesis hasta el momento en el
cual es ovulado o entra en atresia (Rajkovic, et al., 2006). En las ratas, 4 dias
después del nacimiento (Mandl, 1963), las ovogonias son transformadas en ovocitos
primordiales los cuales se rodean de una capa Unica de células foliculares aplanadas
llamada granulosa. Estos foliculos continuamente abandonan el reservorio para
convertirse en foliculos primarios. A medida que el ovocito aumenta de tamano, la
capa Unica de células aplanadas se convierte en una capa de células cubicas y
mediante mitosis originan las células granulosas que formaran posteriormente un
epitelio estratificado. Entre el ovocito y las células granulosas circundantes, se
originan espacios donde se deposita una sustancia que representa el inicio de la
zona pellcida, mucopolisacaridos secretados por las células de la granulosa, que
mas tarde originaran un halo translicido que rodea al ovocito (Hirshfield,
1991)(Figura 1).

A medida que los foliculos aumentan de tamano, van desplazandose

gradualmente hacia el interior de la corteza. A través de sucesivas divisiones
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mitoticas de las células de la granulosa, el foliculo primario pasa a un estadio
preantral, denominado foliculo secundario. En este estadio las células de la
granulosa conforman una poblacion homogénea y adquieren receptores de alta
afinidad para la hormona foliculo estimulante (FSH) y hormonas esteroideas;
simultaneamente se desarrolla alrededor del foliculo otra capa de células originadas
del estroma que forman la teca. Las células tecales comienzan la diferenciacion con
la adquisicién de receptores a la hormona luteinizante (LH) y la capacidad de
biosintesis de esteroides. Posteriormente se forma una cavidad central (antro) y el
foliculo se convierte en foliculo terciario. Los foliculos preovulatorios son aquellos
que han alcanzado los estadios finales de crecimiento y maduracién (Irusta, 2008)

(Figura 1).

2.3 Eje Hipotalamo-Hipéfisis-Ovario

La actividad gonadal de la hembra esta regulada por el eje hipotalamo-
hipofisis-ovario y por el sistema nervioso autonomo (Lawrance & Burden, 1980;
Donagay, et al., 2010). El ciclo reproductivo comienza durante la pubertad cuando
el hipotalamo empieza a liberar la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
de forma pulsatil (Figura 3), la cual viaja por el sistema portal hipotalamico-
hipofisiario (Neal-Perry & Santoro, 2006) y cuando se une a receptores especificos
al nivel del gonadotropo adenohipofisiario estimula la secrecion de FSH y LH
(Richards & Pangas, 2010) (Figura 2).

Las gonadotropinas llegan al ovario y estimulan sus tejidos blanco de manera
especifica: la LH se une a los receptores que se encuentran en el ovocito y las
células de la teca, promoviendo la sintesis de androgenos, maduracion del ovocito,
ovulacion, luteinizacion de las células foliculares y la sintesis progesterona; por su
parte, la FSH se une a sus receptores presentes en las células de la granulosa e
induce la aromatizacion de los andrégenos producidos en la teca y asi la produccion
de estrogenos, ademas, estimula el desarrollo folicular y la sintesis de inhibina
(Tresguerres, 2010; Vilalta & Puig, 2007).

12
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Estrogeno

I
|
|
I
|
|
|
|
A,

e
Bo oo it - i
e
Foliculos Ovulacion Cuerpo luteo
| 1 J
Fase folicular Fase lutea

Figura 2. Eje Hipotalamo Hipofisis Ovario. El hipotalamo secreta GnRH de forma pulsatil, la cual
estimula a la adenohipéfisis para producir y liberar gonadotropinas (LH y FSH); ambas acttan sobre
el ovario, en el cual se produce el proceso de ovulacion y secrecion de hormonas sexuales
femeninas: estrogenos y progesterona. La concentracion de estas hormonas sexuales regula la
secrecion de GnRH durante el ciclo reproductor. Este mecanismo de control es llamado feedback
(estimulante + 6 inhibitorio -) (Serrano, J. 2010).

Una vez ocurrida la ovulacién hay una disminucion de los niveles de
estrogenos y comienza la fase luteinica. Las células de la granulosa se someten a
cambios morfologicos, las células tecales y los vasos se mezclan para dar lugar al
cuerpo luteo, el cual sera el responsable de la secrecion de hormonas durante la
fase post-ovulatoria del ciclo (Tresguerres, 2010). Si la fertilizacion no ocurre, el
cuerpo liteo degenera y una nueva fase folicular se desarrolla (Figura 1y Figura 3).
Esta serie de eventos neuroendodcrinos y endocrinos llamados ciclo estral se repite

de manera ciclica a lo largo de la vida fértil de las hembras.
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Figura 3. Secuencia de eventos que ocurren durante el ciclo estral en relacion a las fases del ciclo
ovarico y los cambios de frecuencia de los pulsos de la GnRH. La fase luteal culmina con la
involucion del cuerpo liteo y el cese de la produccion de progesterona; se inicia la fase folicular y
la produccion creciente de estrogenos por parte de los foliculos hasta que se presente los picos
preovulatorios de las gonadotropinas, condicionantes de la ovulacion y el reinicio de la fase luteal
(Strauss Il & Williams, 2009).

2.4 Ciclo Estral en la Rata

La rata de laboratorio es un mamifero no estacional, de ovulacion
espontanea cuyos ciclos ovaricos ocurren durante todo el ano. Gracias a éstas
caracteristicas, sumadas a su facil reproduccion y mantenimiento, la rata de
laboratorio es un modelo ideal para el estudio de las funciones ovaricas (Freeman,
2006). En la rata, el ciclo estral dura aproximadamente 4 dias: metaestro (o diestro
1), diestro (o diestro 2), proestro y estro. Heape (1900) describi6 los dias del ciclo
estral de la siguiente forma: el proestro es la fase del ciclo estral en que se alcanza
la maxima produccién de estrdgenos y el animal se prepara para la manifestacion
del celo; el estro es el periodo en el cual la hembra es receptiva a la copula,
conducta precedida por un incremento subito en la secrecion de progesterona, si la
ovulacion ocurre, el estro es seguido por el metaestro y después por el diestro que
es el periodo en el cual el tracto reproductor se prepara para recibir el ovulo
fecundado y varia de duracion dependiendo de la especie. Si la fertilizacion no

ocurre, el ciclo comienza nuevamente (Freeman, 2006).
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Figura 4. Muestras de frotis de las fases del ciclo estral identificadas por el cambio de la citologia
del epitelio vaginal. En A y B se observa un frotis tipico de diestro, con una gran cantidad de
leucocitos rodeando algunas células epiteliales. En B se observa un frotis caracteristico de proestro,
con una gran cantidad de células nucleadas y total ausencia de leucocitos. En D se observa un frotis
caracteristico de estro con una gran cantidad de células epiteliales de aspecto cornificado.
(Tomadas en el laboratorio de Toxicologia de la Reproduccion).

Las fases del ciclo estral pueden ser identificadas por las modificaciones
morfologicas que experimenta el epitelio vaginal como resultado de los cambios

hormonales que ocurren a lo largo del ciclo.

Diestro 1: Se caracteriza por una gran cantidad de leucocitos que rodean
células de descamacion y a un escaso numero de células epiteliales nucleadas
(Figura 4A).

Diestro 2: De aspecto semejante al Diestro 1 pero con una menor cantidad de

células epiteliales de descamacion (Figura 4B).

Proestro: Es caracterizado por la ausencia de leucocitos una gran cantidad de

células epiteliales con nlcleos bien definidos y bordes regulares (Figura 4C).
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Estro: Es caracterizado por una gran cantidad de células epiteliales

anucleadas, con bordes cornificados y de aspecto escamoso (Figura 4D).

La duracion de las diferentes fases del ciclo estral se ha podido determinar
por los patrones del cambio citoldgico del epitelio vaginal por medio de frotis;
diestro 1 dura de 6 a 8 horas, el diestro 2 de 55 a 57 horas, el proestro dura de 12 a
14 horas y el estro de 25 a 27 horas (Freeman, 2006). A lo largo de estas fases las

concentraciones hormonales van cambiando rapidamente (Figura 5).
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Figura 5. Perfil de secrecion de gonadotropinas y esteroides sexuales en los diferentes dias y horas
del ciclo estral de la rata (Freeman, 2006).
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2.5 Inervacion Ovarica

La regulacion de las funciones ovaricas no s6lo depende del efecto de las
gonadotropinas sino también de los efectos moduladores de la inervacion ovarica

sobre la secrecion de hormonas sexuales y la ovulacion (Gerendai & Halasz, 1997).

El ovario recibe tanto inervacion intrinseca como extrinseca. Esta extensa
red de nervios provienen de fibras pre y postganglionares de tipo simpatico y
parasimpatico (Gerendai & Halasz, 1997). Los nervios extrinsecos son en su mayoria
simpaticos y éstas fibras preganglionares se originan de cuerpos celulares en el asta
intermediolateral del cordon espinal en los segmentos T y T (Burden, 1978),
mientras que las fibras postganglionares se originan del plexo ovarico (Aguado &
Ojeda, 1984) y celiaco y llegan al ovario a través del nervio ovarico superior (NOS)
(Gerendai & Halasz, 1997)(Figura 6). EL NOS es una rama del plexo celiaco y sus
cuerpos celulares estan presentes en los segmentos T; al L, del ganglio de la raiz
dorsal y en los segmentos T a L; del ganglio paravertebral (Klein & Burden, 1988).
EL NOS transita por el ligamento suspensorio y el plexo ovarico, acompafnando a la
arteria ovarica (Gerendai & Halasz, 1997). La principal funcion de la inervacion
extrinseca es regular el flujo sanguineo ovarico pero también afecta la funcion
endocrina de las células ovaricas (Strauss Il & Williams, 2009). Las fibras nerviosas
provenientes del plexo ovarico y del NOS llegan al ovario hasta el estroma ovarico,
junto con los vasos sanguineos. Una parte de estos nervios atraviesan la corteza
ovarica, inervando el tejido intersticial ovarico y formando un plexo alrededor de
los foliculos. Los nervios alcanzan tanto la teca interna como la externa, pero no la

granulosa (Burden, 1978).

La inervacion simpatica de los ovarios en mamiferos se relaciona con la
regulacion de las funciones ovaricas como la esteroidogénesis (Aguado & Ojeda,
1984), y el desarrollo folicular (Curry, et al., 1984; Greiner, et al., 2008). Se ha
reportado que el ovario derecho esta mas inervado por fibras simpaticas que el
izquierdo (Gerendai & Halasz, 1997). El componente parasimpatico consta de dos
partes principales: una se deriva del nervio vago y entra al hilio via el plexo

ovarico. Este plexo esta formado por axones adrenérgicos embebidos en una matriz
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de colagena que inervan a los oviductos y al ligamento ancho proyectandose hacia
el interior del ovario junto a la arteria y la vena ovarica (Klein & Burden, 1988).
Otras fibras parasimpaticas preganglionares se encuentran en el tercer y cuarto

nervios sacros, los cuales se derivan del nervio hipogastrico inferior (Burden, 1978).

Cé-% Puente v Bulbo Raguideo

Sistemas Noradren:érgicos (A1-A-7)

Y

Cadena Simpética
Paravertebral

e

Hipotalamo

Columna
Intermediolateral

W

Ganglio Celiaco
[Ganglio Perivertebral]

AT 7y,
ST
AL B @ o
BN (o e
8 S ARG
o

o vl '-;“:’;
Eiga“ﬁ il
OQQ.-:'

N

Mervio Ovérico Superior

Figura 6. Inervacion simpatica del ovario via nervio ovarico superior. Los cuerpos neuronales que
proyectan al ovario se localizan en el ganglio celiaco y los ganglios de la cadena simpatica
paravertebral. Estas reciben proyecciones desde neuronas que se localizan: 1) al nivel del tallo
cerebral (somas noradrenérgicos A; al A;); y 2) al nivel de la columna intermediolateral de la
médula espinal y que se conectan con neuronas dopaminérgicas (somas Aq;) desde el hipotalamo
(Dissen & Ojeda, 1998).

Las fibras que inervan al ovario son de tipo catecolaminérgicas, colinérgicas y
peptidérgicas (Calka, 1988). Las fibras nerviosas catecolaminérgicas, estan

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

granulosa (Lara, et al., 2001).

2.6 Las Catecolaminas en el Ovario

En los mamiferos, las catecolaminas pueden llegar al ovario por el torrente
sanguineo desde las glandulas adrenales o ser liberadas por las neuronas simpaticas
que inervan al ovario (Lawrance & Burden, 1980). Como ya se menciond, la
inervacion ovarica es principalmente de tipo catecolaminérgico, en la cual la

noradrenalina es el neurotransmisor mas importante (Ben-Jonathan, et al., 1984).

En la rata, el nervio ovarico superior proporciona el mayor aporte de fibras
noradrenérgicas al ovario (Klein & Burden, 1988) pero también recibe esta
informacion por via sanguinea desde la médula adrenal. En 1980 Lawrence and
Burden encontraron que la denervacion ovarica reduce pero no elimina el contenido
de noradrenalina, lo que sugiere la existencia de una fuente intrinseca de
catecolaminas. Posteriormente, Ben-Jonathan y colaboradores (1984), postularon
que una fuente mas de noradrenalina es producida in situ por el ovario. Se encontrd
que las células foliculares son las encargadas de la sintesis catecolaminas ya que se
encontraron altos niveles de éstas en fluido folicular pero no en suero (Bahr & Ben-
Jonathan, 1985). Ademas, se encontré que las células tecales producen mas
catecolaminas que las células de la granulosa. Esta teoria fue reafirmada al
encontrar la presencia de la enzima limitante de la sintesis de catecolaminas:
tirosina hidroxilasa (TH) en ovarios de ratas (D'Albora, et al., 2000), monos (Dees,
et al., 1995) y humanos (Anesetti, et al., 2001). Las neuronas intraovaricas

contienen TH y dopamina B-hidroxilasa (DBH) (Mayerhofer, et al., 1998).

Existen evidencias que sugieren que los nervios adrenérgicos podrian
participar en: 1) ovulacion (Jacobowitz & Wallach, 1967), 2) la secrecion de
gonadotropinas y actividad del ciclo estral y 3) influir en la secrecion de hormonas
esteroides y el desarrollo de los foliculos ovaricos (Burden, et al., 1985).
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2.7 Dopamina en el Ovario

La dopamina (DA) esta relacionada con el control de varias funciones
cerebrales como: movimiento, aprendizaje y reproduccion (Jackson & Westlind,
1994). Los receptores a dopamina estan acoplados a proteinas G, que se encargan
de mediar las acciones de la dopamina a nivel central y periférico. Los receptores a
dopamina son mas abundantes en cerebro, pero también se encuentra en retina y
algunos drganos periféricos como el rifndn (Rankin, et al., 2010). Se han identificado
cinco subtipos de receptores a dopamina en mamiferos, los cuales se dividen en dos

familias:

Tipo de Receptor Funcion
Dopaminérgico

Receptores acoplados a proteinas Gsy estimulan la
activacion de adenilato ciclasa (AC), resultando en la
produccion de AMP ciclico.

DA1: incluye receptor a
dopamina subtipo 1y 5

DAZ2: incluye receptor a Acoplados a proteinas G; y no estan acoplados al
dopamina subtipo 2, 3y 4 funcionamiento de la AC.

La dopamina ovarica proviene de la inervacion extrinseca, de las glandulas
adrenales y de las células tipo neurona. Se han encontrado grandes concentraciones
de dopamina en el liquido antral de foliculos preovulatorios de humanos
(Mayerhofer, et al., 1999). Estudios recientes han demostrado que la dopamina no
es solo un precursor de la sintesis de NA, ya que ejerce sus propios efectos. En el
ovario humano y en cultivos de células granulosas y luteales sus efectos han
alcanzado los receptores DA1 mediados por la activacion de la proteina cinasa
dependiente de AMP ciclico (Mayerhofer, et al., 1999; 2000). Por otro lado, la
hibridacion in situ ha revelado la existencia de DBH y genes transportadores de DA
en ovocitos, lo que indica la habilidad de estas células de metabolizar DA exogena
en NA (Mayerhofer, et al., 1998).

La fosfoproteina de 32 kDaltones regulada por dopamina y AMP ciclico
(DARPP32) es capaz de actuar como tercer mensajero y se ha encontrado en células
granulosas luteinizadas del ovario humano. Al unirse la dopamina a sus receptores

DA1, la fosforilacion de esta proteina se aumenta (Mayerhofer, et al., 2000).
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2.7.1 Antagonistas Dopaminérgicos
Los antagonistas dopaminérgicos juegan un papel importante como
tratamiento contra diversos padecimientos psiquiatricos y neurologicos, y también

como herramienta de investigacion (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas farmacoldgicas de los receptores dopaminérgicos (Bahena, et al., 2000).

DA1 DA2
Subtipo D, Ds D, D; D4
Afinidad por DA UM Submicromolar UM nM Submicromolar
Agonistas selectivos | SKF38393 SKF38393 Quinpirol | Bromocriptina ?
Ki (nM)

Dopamina 2000 250 2000 30 450
Apomorfina 700 400 70 70 4
Bromocriptina 700 500 5 7 300
Quinpirole 1400 1400 40 50

SKF38393 150 100 10000 5000 10000
Agonistas selectivos | SCH23390 SCH23390 Haloperidol UH232 Clozapina
Ki (nM)
Haloperidol 30 40 0.6 3 5
Sulpiride 40000 80000 10 20 50
SCH23390 0.3 0.3 1000 1000 3500
Espiperona 350 3500 0.06 0.6 0.08
Risperidona - - 5 7 7
Raclopride 18000 - 1.8 3.5 2400

SCH23390: Es un antagonista selectivo de los receptores DA1 y se usa en estudios de
enfermedades neuroldgicas relacionadas con la dopamina como la enfermedad de
Parkinson y ha sido de gran ayuda para determinar la ubicacion topografica de
receptores DA1 en el cerebro. Por su especificidad a los receptores DA1 es
ampliamente utilizado en estudios para entender el papel de la dopamina en

funciones y enfermedades neurologicas (Bourne, 2001).

Sulpiride: Es un antagonista dopaminérgico para receptores tipo DA2 (Rankin, et al.,
2010). Es usado como farmaco antipsicotico en tratamientos clinicos para psicosis y
depresion (Caley & Weber, 1995). El tratamiento cronico con Sulpiride aumenta la
sensibilidad de los receptores DA2 pero no afecta la capacidad de respuesta de los

receptores DA1 (Memo, et al., 1981).
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3. Antecedentes

En 1987 Dominguez y colaboradores evaluaron los efectos del antagonismo de
los receptores DA1 y DA2 en los diferentes dias del ciclo estral sobre la ovulacion en
la rata adulta. En ese experimento se utilizaron ratas con ciclos regulares de cuatro
dias que fueron inyectadas intramuscularmente con haloperidol (antagonista DA1 y
DA2) en diestro 1, diestro 2, proestro o estro en diferentes horarios (9:00, 13:00 6
21:00 h) y fueron sacrificadas en la manana del siguiente estro esperado. El
haloperidol bloqueé la ovulacion cuando se administré en diestro 1 o estro pero fue
menos efectivo cuando se administro en la tarde del diestro 2 o durante el
proestro. Estos resultados permitieron sugerir que la informacion dopaminérgica es
fundamental para que la secuencia de eventos neuroenddcrinos y endocrinos que
culminan con la ovulacion se lleve a cabo de manera normal. Por otro lado, la
administracion subcutanea de una dosis de haloperidol en la primera (Ramirez-
Avila, 2001) o en la segunda mitad del ciclo estral (Pastelin, 2003) interrumpe el
ciclo e inhibe de modo claro la secreciéon de gonadotropinas y de estrogenos. Si bien
estos efectos pudieran ser explicados por la interrupcion de la secrecion de
gonadotropinas, el reemplazo hormonal fue ineficaz para restablecer la funcion
ovarica (Vargas-Torres, 2002), lo que permite suponer que el bloqueo sistémico de
los receptores DA1 y DA2 afecta la secrecion de las gonadotropinas y estan

involucrados de manera directa en los mecanismos que controlan la funcion ovarica.

Recientemente, se han evaluado los efectos del bloqueo de los receptores
dopaminérgicos ovaricos sobre la ovulacion espontanea en la rata adulta, usando
haloperidol 6 2-Etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina (EEDQ) inyectado dentro
de las bursas ovaricas en las diferentes horas y dias del ciclo estral. En estos
estudios se ha encontrado que el antagonismo de estos receptores provoca la
inhibicion de la ovulacion espontanea por interrupcion de la secrecion preovulatoria
de GnRH, lo que depende del dia y la hora en que se realiza la microinyeccién
(Venegas, et al., 2012; 2013; 2014).
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4, Justificacion

Se ha mostrado que la dopamina y sus receptores, tanto el DA1 como el DA2,
estan presentes en el ovario, sin embargo, no es claro si el papel de estos

receptores es idéntico o cada uno tiene una funcién especifica.

Con base en lo anterior, se propone estudiar el papel de los receptores DA1 o
DA2 usando farmacos antagonistas selectivos administrados dentro de las bursas
ovaricas para evaluar su actividad sobre la ovulacidén espontanea y la expresion de
senales intracelulares relacionadas con la presencia de dopamina y, ademas, saber
si estos receptores actlan de forma idéntica o cada uno tiene actividades

diferentes.

El funcionamiento de los drganos y sistemas corporales son controlados por el
sistema nervioso central y cualquier variacidbn en éste, repercute en el
funcionamiento de estos organos y sistemas. Este estudio nos ayudara a comprender
mejor el papel del sistema endocrino y nervioso del ovario y la posible regulacion
que ejerce la dopamina al unirse a sus receptores en este o6rgano. Dicha
informacion podra ser utilizada para entender el funcionamiento de la gonada
femenina y ayudar a entender las causas de algunas patologias como: infertilidad,

anovulacion, sindrome de ovario poliquistico, entre otras.
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5. Hipétesis

El antagonismo de los receptores DA1 o DA2 a las 8:00, 13:00 o 20:00 h en los
diferentes dias del ciclo estral indujo un bloqueo de la ovulacion espontanea y una
disminucion en la expresion de DARPP32, TH y DBH. Dichos cambios dependeran del

dia del ciclo estral y de la hora del antagonismo farmacologico.

6. Objetivos

6.1 Objetivo General

Analizar los efectos del antagonismo de los receptores ovaricos DA1 o DA2 en
los diferentes dias del ciclo estral sobre la ovulacion espontanea y la presencia de

senales intracelulares relacionadas con la dopamina.

6.2 Objetivos Particulares

1. Analizar los efectos del bloqueo de los receptores DA1 o DA2 sobre la
ovulacion espontanea de la rata adulta ciclica en los diferentes dias y horas

del ciclo estral.

2. Analizar los efectos del reemplazo hormonal de la sefal hipotalamica u
ovarica en aquellos grupos experimentales en los que se haya bloqueado el
receptor DA1 o DA2 y que tengan una tasa de animales ovulantes menor al
50%.

3. Analizar los efectos del bloqueo de los receptores DA1 o DA2 sobre la
expresion de DARPP32, TH y DBH.
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7. Diagrama Metodologico

7.1 Laparotomia Dorso Bilateral

MIB SCH23390 (N=48)
o Sulpiride (N=48)

8:00, 13:00 6 20:00
h (N=16 c/u)

Autopsia 9-10 h en
el Estro esperado

Presencia de
Ovocitos

GnRH

TAO <50%

Rata Hembra Adulta
(Cepa ClI-ZV) N=312

3 Ciclos estrales
consecutivos

D1,D2,POE

MIB AA 0.1% (N=48) o
NaCl 0.9% (N=48)

8:00, 13:00 6 20:00
h (N=16 c/u)

Autopsia 9-10 h en
el Estro esperado

BE

Autopsia 9-10 h en
el Estro esperado

Presencia de
Ovocitos
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Control Sham
sin MIB (N=48)

8:00, 13:00 6 20:00 h
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7.2 Inmunohistofluorescencia
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8. Metodologia Experimental

8.1 Animales de Experimentacioén

Se utilizaron ratas hembras adultas virgenes de la cepa CII-ZV (N=312), con
edades de 90 a 120 dias y con peso corporal de 200 a 250 g, provenientes del
bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Los
animales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura, humedad,

ciclo luz/oscuridad de 14/12 h, agua y alimento ad libitum.

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la BUAP vy se realizaron
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

8.2 Registro del Patrén de Ciclicidad Vaginal (Ciclo Estral)

Diariamente, entre las 09:00 y las 10:00 horas se registraron los cambios
citolégicos individuales por medio de frotis vaginales a todos los animales. Las
muestras de la células del epitelio vaginal fueron analizadas con el objetivo 10X con
un microscopio Leica CME para evaluar los cambios citologicos y determinar en qué
dia del ciclo estral (CE) se encontraban. En este estudio solo se utilizaron animales

con ciclos estrales regulares de cuatro dias de duracion.

8.3 Grupos Experimentales

Todas las ratas que presentaron al menos tres ciclos estrales consecutivos de
cuatro dias (animales ciclicos) fueron divididas en los diferentes grupos
experimentales de acuerdo al horario, dia del ciclo y tratamiento farmacoldgico
(Tabla 2).

Grupos con Antagonistas Dopaminérgicos (SCH23390 o Sulpiride):

Ratas ciclicas a las que se les administro 20 puL de solucion de SCH23390:
Antagonista reversible del receptor DA1 ([5 pg/pL] diluido en NaCl 0.9%) o Sulpiride:
Antagonista reversible del receptor DA2 ([10 pg/pL] diluido en Acido Ascérbico

0.1%) dentro de cada bursa ovarica.
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Grupos con Vehiculo:

Ratas ciclicas a las que se les administré 20 pL de NaCl 0.9% 6 20 pL de Acido

Ascorbico 0.1% dentro de cada bursa ovarica.
Grupo Control:

Animales ciclicos a los que se les realizé la laparotomia bilateral e inspeccion
del ligamento que sostiene al Utero sin exteriorizar los ovarios ni administrar

ninguna sustancia.

Tabla 2 Grupos experimentales formados con los animales a los que se les
realizd cirugia con los diferentes tratamientos a los diferentes horarios
(08:00, 13:00 y 20:00 h) y en los diferentes dias del CE.

Grupos/Dia CE Estro Diestro 1 | Diestro 2 | Proestro
Control 8:00, 13:00 0 20:00 h
NaCl 0.9% 8:00, 13:00 0 20:00 h
Acido Ascorbico 0.1% 8:00, 13:00 0 20:00 h
SCH 23390 8:00, 13:00 0 20:00 h
Sulpiride 8:00, 13:00 0 20:00 h

8.4 Preparacion de los farmacos

8.4.1 SCH23390:
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) Se prepard a una concentracion de 5

mg/ml y para su dilucion se utilizé NaCl 0.9 %.

8.4.2 Sulpiride:
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) Se prepar6 a una concentracion de
10 mg/ml y para su dilucion se utilizé una solucion de acido ascorbico al 0.1% y una

gota de acido acético glacial.
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8.5 Preparacion de Hormonas

8.5.1 Solucion Stock de GnRH
Se pesaron 2 mg de GnRH sintética (LHRH, Cat. L-1898; Sigma Inc.) y se
diluyeron en 10 ml de agua destilada; la solucidn se aforo a 50 ml obteniéndose una

concentracion final de 40 pg/ml.

8.5.2 Solucion de GnRH sintética
Se tomd 1 ml de solucion stock y se aford hasta 5 ml con agua destilada; la

concentracion de la solucion resultante es de 8 pg/ml.

8.5.3 Solucion de Benzoato de Estradiol

De acuerdo a Everett y Sawyer (1949) se pesaron en balanza de precision (0.1
mg) 20 mg de cristales de Benzoato de Estradiol (BE; Sigma Products Inc., Catalogo:
B-8515, B-Estradiol 3-benzoate). Los cristales se disolvieron en 100 pL de acetona
seguido de la incorporacion de 900 pL de aceite vegetal de canola (Solucion Stock a
concentracion final de: 20 mg/mL). Inmediatamente, se tomaron 10 pL de la
solucion stock de BE y se afor6 a 1 ml (1000 pL) con aceite vegetal de canola puro
(Solucion Oleosa a concentracion final de: 0.2 mg/mL). La solucion oleosa de BE se
guardo en frasco ambar con sello de goma (cada mililitro de solucion oleosa alcanza
para 40 dosis recomendadas de BE de 10pug que equivalen a 100 Ul de estrogeno

por cada una).

8.6 Laparotomia Dorso Bilateral

Las ratas que cumplieron con la condicion de ciclicidad fueron sometidas a
cirugia. Cabe sefnalar que para las cirugias en el horario de las 20:00 horas se
mantuvieron las condiciones de oscuridad y se trabajo Unicamente con luces rojas

para no alterar su ciclo circadiano.

La mesa quirurgica y el equipo de cirugia fueron desinfectados con una
solucion de clorhexidina 2%. Las ratas fueron anestesiadas con éter etilico inhalado
y posteriormente rasuradas desde la region de las costillas inferiores hasta la region
pélvica donde se pliegan cada una de las patas de ambos costados. Se procedio a

colocar al animal sobre una tabla de diseccion en posicion declbito lateral y limpiar
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la piel con clorhexidina 2%. Con ayuda del bisturi, realizar una incision sagital de
aproximadamente 1 cm de piel y de 0.5 cm de musculo abdominal hasta ingresar a
la cavidad peritoneal y exteriorizar el ovario. Con una bomba de perfusion
nanomolar (Stoelting Co. Illinois, USA) conectada a una jeringa Hamilton de 100 pL
con una aguja hipodérmica (25G x 16mm), se administraron 20 pL del farmaco
correspondiente: SCH23390 o Sulpiride o de los vehiculos: NaCl 0.9% o acido
ascorbico 0.1% dentro de cada bursa ovarica (2.12 pL/s) y esperar 20 segundos
antes de retirar la aguja de la bursa. Finalmente, se reingresé el ovario a la cavidad
peritoneal y sutur6 con seda quirtrgica el masculo abdominal y la piel. Se aplico
una gota de azul piotanico como cicatrizante en la herida. Esta técnica se realizo

de forma similar en el otro ovario.

Para las ratas del grupo control se realizo la técnica antes mencionada pero

sin exteriorizar los ovarios ni administrar ninguna sustancia.

8.7 Reemplazo Hormonal

Unicamente se hicieron los reemplazos hormonales en aquellos grupos que
presentaron una tasa de ovulacion menor al 50%. Estos grupos fueron sometidos a
laparotomia dorso bilateral, siguiendo el protocolo explicado anteriormente y
posteriormente fueron tratados con una dosis de GnRH sintética o benzoato de

estradiol como se describe a continuacion:

8.7.1 Reemplazo de la Senal Hipotaldmica:
A las 14 horas del dia del proestro esperado posterior a la cirugia, se

administraron 3.7 pg/kg peso de GnRH sintética de forma intramuscular.

8.7.2 Reemplazo de la Senal Ovdrica:
A las 14 horas del dia del diestro 2 esperado posterior a la cirugia, se
administraron 10 pg de benzoato de estradiol de forma subcutanea.

8.8 Extraccion de Tejidos

Todos los animales fueron sacrificados entre las 08:00 y 09:00 horas de la

manana del estro vaginal esperado.
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8.8.1 Sacrificio por Decapitacion

Dos animales de cada grupo fueron decapitados en cuarto aislado y ventilado.
Se extrajo la sangre del tronco y se disecaron de inmediato los oviductos, los cuales
fueron inspeccionados en un estéreo-microscopio para buscar signos de ovulacion y

la presencia de ovocitos.

8.8.2 Perfusion Intracardiaca y Fijacion de Tejidos

Dos animales de cada grupo fueron anestesiados con pentobarbital sodico (80
mg/kg peso) por via intraperitoneal) para ser perfundidos por puncién 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 nM y 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 solucion de paraformaldehido 4% a

4 °C hasta su posterior tratamiento de criopreservacion.

8.9 Criopreservacion de Ovarios

Los ovarios obtenidos por la técnica de fijacion de tejidos fueron lavados con
PBS por 24 horas a 4°C y posteriormente pasados a frascos con concentraciones
crecientes de sacarosa (10, 20 y 30 %), manteniéndolos durante 24 horas a 4°C en

cada solucion, con el fin de prepararlos para el posterior corte histologico en frio.

8.10 Cortes Histologicos

Los organos previamente criopreservados se cortaron a 20 micras de grosor
usando el criostato (Microm HM 505 N) a una temperatura de -20°C. Los cortes se
colocaron en portaobjetos previamente recubiertos por una capa de Poly-L-Lisina
(Sigma-Aldrich).

8.11 Inmunohistoquimica Acoplada a Fluorescencia

Los tejidos adheridos a los portaobjetos fueron lavados tres veces por 10
minutos con PBS y delimitados con plumén hidrofébico (ImmEdge). Posteriormente,
los tejidos se permearon con Triton X-100 al 0.5% en PBS durante treinta minutos y

se bloguearon con albumina sérica de bovino (ASB) libre de IgGs (Sigma) al 2 % en
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PBS durante 1 hora en camara hiumeda a temperatura ambiente. En la siguiente
etapa, los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario en camara humeda
durante 48 horas a 4°C. Los anticuerpos que se utilizaron fueron: anti-DARPP32
(Santa Cruz biotechnology) (1:500); anti-TH (Santa Cruz biotechnology) (1: 100);
anti-DBH (Santa Cruz biotechnology) (1: 100) por separado. Para la
inmunodeteccion indirecta se utilizd un anticuerpo secundario bioespecifico
conjugado con fluoresceina 5-isotiocianato (FITC) (1:100), durante una hora a 4°C
en camara himeda y protegidos de la luz. Finalmente, las preparaciones se
montaron con medio 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 lampara de fluorescencia y con los
filtros: azul y verde. El registro de las imagenes observadas se capturé con una
camara digital (DFC-300 FX) acoplada al microscopio y con el objetivo 40X. Las
fotomicrografias obtenidas con ayuda del software Image-Pro Plus 6.3 (Media
Cybernetics), se almacenaron y posteriormente se realizd el analisis cualitativo de

la inmunorreactividad en las células de los foliculos ovaricos.

8.12 Analisis Estadistico

La tasa de animales ovulantes (TAO) se obtuvo empleando la siguiente

formula:

NUmero de ratas que ovularon

TAO= Total de ratas del grupo

x 100

Todos los resultados de ovulacion espontanea obtenidos se analizaron usando
la Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher (PPEF). En todos los casos se
consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias que fueron iguales

o menores a 0.05.
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9. Resultados

9.1 Ovulacion Espontanea

9.1.1 El procedimiento quirurgico no afecta la tasa de animales ovulantes

Para verificar que el procedimiento quirlrgico per se no afectara la
ovulacion, los animales fueron sometidos a laparotomia dorso bilateral pero sin
exteriorizar los ovarios ni hacer la microinyeccion (grupos control). Los resultados
en estos grupos indican que la laparotomia dorso bilateral no afecta la ovulacion
espontanea (45/48) ya que mas del 93% de los animales ovularon después del

procedimiento quirurgico (Figura 7).

9.1.2 La microinyeccion en bursa de NaCl 0.9% induce una disminucion en la tasa de
animales ovulantes

Con la finalidad de evaluar los cambios que pudiera inducir el vehiculo del
SCH23390 sobre la ovulacion espontanea se realizé una microinyeccién dentro de las
bursas de NaCl 0.9% en los diferentes dias y horas del ciclo estral. Se encontré una
disminucion en la TAO (34/52) respecto a los datos de los grupos control (Figura 7).
La disminucion de la TAO es mas evidente en los grupos tratados a las 8:00 h del
diestro 1y a las 20:00 del estro (p<0.05 PPEF).

9.1.3 La microinyeccion en bursa de dcido ascorbico 0.1% no afecta la ovulacion
espontdnea

Con la finalidad de evaluar los cambios que pudiera inducir el vehiculo del
Sulpiride sobre la ovulacion espontanea se realizd una microinyeccion dentro de las
bursas de acido ascorbico 0.1% en los diferentes dias y horas del ciclo estral. No se
encontré una disminucion significativa en la TAO (46/51) respecto a los datos de los

grupos control (Figura 7).

9.1.4 El receptor DA1 es mds activo durante el diestro 1

Para evaluar el papel de los receptores DA1 presentes en el ovario y su papel
en la ovulacion espontanea, se usd un antagonista selectivo de los receptores DA1
(SCH23390). Al comparar los resultados de los grupos tratados con SCH23390

(55/74) y aquellos tratados con su vehiculo, se encontraron cambios significativos
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en la TAO de los grupos administrados en D1 y E a las 20:00 h (Figura 8). Sin
embargo, dado que la microinyeccion de NaCl 0.9% induce cambios en la TAO, es
mas factible comparar los efectos del antagonismo de los receptores DA1 con
aquellos animales cuyos ovarios permanecieron intactos y no se modificd la
ovulacion; tenemos asi que, al comparar los animales tratados con SCH23390 vs el
grupo control, resulta evidente que el antagonismo de los receptores DA1 durante

el diestro 1 disminuye significativamente la ovulacion.

9.1.5 El receptor DA2 permanece activo desde la noche del estro hasta la mahana
del diestro 2

Para evaluar el papel de los receptores DA2 presentes en el ovario y su papel
en la ovulacion espontanea, se usd un antagonista selectivo de los receptores DA2
(Sulpiride). Al comparar los resultados de los grupos tratados con Sulpiride (29/65) y
aquellos tratados con su vehiculo, se encontraron cambios significativos en la TAO
de los grupos administrados en diestro 1 a las 13:00 h, diestro 2 a las 8:00 y 20:00 h
y estro a las 20:00 (Figura 9). Dichos resultados permiten ver que el antagonismo
del receptor DA2 conlleva a un bloqueo de la ovulacion, ademas, estos receptores

son mas activos desde la noche del estro hasta la noche del proestro.
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—o—Control NaCl 0.9% =a&—Ac. Ascorbico 0.1%

Figura 7. Variacion en la TAO de los grupos control y sham: NaCl 0.9% y Ac. Ascorbico 0.1% a lo largo
del ciclo estral (*p<0.05 vs los demas grupos; PPEF).
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Figura 8. Variacion en la TAO de los grupos tratado con SCH23390 y su vehiculo: NaCl 0.9% a lo largo
del ciclo estral (*p<0.03 vs vehiculo; PPEF).
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Figura 9. Variacion en la TAO de los grupos tratados con Sulpiride y su vehiculo: Ac. Ascérbico 0.1%
a lo largo del ciclo estral (*p<0.03 vs correspondiente sham; PPEF).
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9.2 Analisis de los efectos del Remplazo Hormonal

Los remplazos hormonales se realizaron en los grupos donde se produjo un
bloqueo de la ovulacion mayor al 50%, con la finalidad de descubrir a que nivel
(ovarico o hipotalamico) se ejercian los cambios producidos por el antagonismo de
los receptores DA1 o DA2. De manera general, el remplazo de la sefal hipotalamica
con GnRH indujo la recuperacion de la ovulacién en el 100% en los grupos tratados
con SCH23390 a las 8:00, 13:00 o 20:00 h en D1. Por otra parte, el reemplazo de la
sefial ovarica con benzoato de estradiol restablecio la ovulacion en el 100% de los
animales tratados con SCH23390 a las 8:00 y 20:00 h del D1; sin embargo, a las

13:00 h solo la restablecié parcialmente (Figura 10).

Por otra parte, la administracion de GnRH restablecié significativamente la
ovulacion en los grupos tratados con Sulpiride a las 8:00, 13:00 o 20:00 h del D1,
08:00 0 20:00 h del D2 y a las 20:00 h del dia del E. El restablecimiento de la sefal
ovarica con benzoato de estradiol fue poco eficaz durante el D1 ya que solo se
reestablecio la ovulacion en el 50 y 75% de los animales a las 8:00 y 13:00 h
respectivamente, siendo totalmente ineficiente a las 20:00 h. Durante el D2 se
reestablecio la ovulacion en un 100% a las 8:00 y 20:00 h y un 75% a las 20:00 del E
(Figura 10).
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Figura 10. Los animales fueron administrados en diestro 1, diestro 2, proestro o estro a las 8:00,
13:00 o 20:00 h con 20 pL de alguno de los antagonistas dopaminérgicos selectivos (SCH23390 o
Sulpiride) dentro de las bursas ovaricas; posteriormente, fueron administrados con GnRH o benzoato
de estradiol y sacrificados al estro esperado. A los animales a los que se les antagonizo el receptor
DA1 (A) el remplazo hormonal de la sefal hipotalamica (GnRH) fue eficaz en el 100% mientras que
cuando se administré BE solo se recupero la ovulacion de forma parcial. Por otro lado, a los
animales a los que se les antagonizo el receptor DA2 (B) tanto el remplazo de la sefial ovarica como
hipotalamica presenta problemas, ya que restable la ovulacion solo de forma parcial.
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9.3 Inmunohistofluorescencia

En la Figura 11 se observan las fotomicrografias de los cortes histolégicos que
fueron tratados con el anticuerpo primario anti-DARPP32, la iError! No se
encuentra el origen de la referencia. corresponde a los cortes tratados con el
anticuerpo anti-TH y la jError! No se encuentra el origen de la referencia.

corresponde a los cortes tratados con el anticuerpo anti-DBH.

En todas las figuras, las fotomicrografias A, B, C y D corresponden a animales
que fueron sometidos a laparotomia dorsobilateral con MIB de acido ascérbico 0.1%
en diestro 1, diestro 2, proestro y estro correspondientemente. Se observan marcas
inmunorreactivas (color verde) distribuidas en las células de la granulosa en los
grupos tratados con anticuerpo anti-DARPP32, mientras que aquellos cortes en los
que se utilizé anti-TH o anti-DBH las marcas inmunorreactivas se encuentran en las
células de la teca. Todos los animales inyectados con acido ascorbico 0.1%

presentaron marcas inmunorreactivas para todos los anticuerpos.

Las fotomicrografias de las figuras 11, 12 y 13 incisos E, F, G y H
corresponden a animales que fueron sometidos a laparotomia dorsobilateral con MIB
de SCH23390 en diestro 1, diestro 2, proestro y estro correspondientemente. Se
observan marcas inmunorreactivas Unicamente en los animales tratados en diestro
2, proestro y estro (figuras 11, 12 y 13 incisos F, G y H. En la Figura 11, se aprecia
inmunorreactiidad positiva a DARPP32 en las células de la granulosa mientras que
en las figuras 12 y 13, las marcas inmunorreactivas a TH y DBH se observan en las

células tecales

Las fotomicrografias I, J, Ky L en las figuras 11, 12 y 13 corresponden a
animales que fueron sometidos a laparotomia dorsobilateral con MIB de Sulpiride en
diestro 1, diestro 2, proestro y estro correspondientemente. No se observo

inmunorreactividad a DARPP32, TH o DBH en ninguno de los dias del ciclo estral.

Cabe mencionar que los cortes ovaricos mostrados en todas las figuras de la
A a la H corresponden a animales ovulantes, mientras que las fotografias E a la L
corresponden a animales que no ovularon debido al antagonismo de los receptores
DA1 o DA2 ovaricos.
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Vehiculo SCH23390 Sulpiride

Figura 11. Efecto del antagonismo de los receptores DA1 o DA2 ovaricos sobre la inmunorreactividad a
DARPP32. Los animales fueron administrados con 20 pL (en cada ovario) de AA 0.1% (vehiculo; inciso A
a D), SCH23390 (Antagonista DA1; inciso E a H) o Sulpiride (Antagonista DA2; inciso | a L) y sacrificados
al siguiente estro esperado. A, B, C, D, F, G, H presentan marcas inmunorreactivas (color verde;
sefaladas con flecas) en células de la granulosa.




Vehiculo SCH23390 Sulpiride

Figura 12. Efecto del antagonismo de los receptores DA1 o DA2 ovaricos sobre la inmunorreactividad
a TH. Los animales fueron administrados con 20 pL (en cada ovario) de AA 0.1% (vehiculo; inciso A a
D), SCH23390 (Antagonista DA1; inciso E a H) o Sulpiride (Antagonista DA2; inciso | a L) y sacrificados
al siguiente estro esperado. A, B, C, D, F, G, H presentan marcas inmunorreactivas (color verde;

sefaladas con flecas) en células de la teca.
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Vehiculo SCH23390 Sulpiride

Figura 13. Efecto del antagonismo de los receptores DA1 o DA2 ovaricos sobre la inmunorreactividad
a DBH. Los animales fueron administrados con 20 pL (en cada ovario) de AA 0.1% (vehiculo; inciso A a
D), SCH23390 (Antagonista DA1; inciso E a H) o Sulpiride (Antagonista DA2; inciso | a L) y sacrificados
al siguiente estro esperado. A, B, C, D, F, G, H presentan marcas inmunorreactivas (color verde;
sefaladas con flecas)en células de la teca.
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10. Discusion de Resultados

Los resultados del presente trabajo confirman que existe una participacion
diferencial de la dopamina ovarica sobre los mecanismos fisioldgicos que conducen
a la ovulacion, mismos que dependen de la hora y del dia del ciclo estral en que se

analiza su papel funcional.

La interrupcion de la sefial dopaminérgica durante el diestro 1 afecta la
ovulacion espontanea que se espera ocurra en la manana del siguiente dia del
estro, independientemente del receptor dopaminérgico que se bloquee. Estos datos
son consistentes con las observaciones previas empleando otros antagonistas de la
dopamina, como el haloperidol (Dominguez, et al., 1987) y EEDQ (Venegas, et al.,
2012; 2013), que también mostraron efectos semejantes sobre la respuesta

ovulatoria en ratas ciclicas sometidas al mismo procedimiento quirurgico.

Estudios recientes en nuestro laboratorio, siguiendo el mismo protocolo de
trabajo, usando los mismos farmacos en iguales concentraciones pero sacrificando
los animales al estro observado, demuestran que la ovulacion no se inhibe, sino que
se retrasa (Venegas 2015). El retraso puede deberse a que la retroalimentacién del
eje hipotalamo-hipdfisis-ovario no se lleva a cabo en tiempo; al antagonizar los
receptores dopaminérgicos no se desencadenan las sefales necesarias para la
sintesis de estrdgenos y, por lo tanto, no alcanzan el nivel suficiente para producir

la sintesis de gonadotropinas y el pico preovulatorio de LH.

Se observo que el receptor DA2 desempeifa un papel estimulante de mayor
duracion sobre los mecanismos que controlan la ovulacion espontanea en la rata a

diferencia del receptor DAT1.

Los resultados mostraron que en todos los grupos hay variaciones en la TAO
durante la fase luteal (Diestro 1 y Diestro 2) a diferencia de la fase folicular
(proestro/estro) donde practicamente no se ve afectada la ovulacion espontanea,
con lo cual se sugiere que durante la primera mitad del ciclo la union de dopamina
a sus receptores ovaricos es fundamental para llevar a cabo la ovulacion

espontanea.
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El reemplazo hormonal con GnRH en los animales con bloqueo de los
receptores dopaminérgicos DA1 o DA2, provoco la restitucion de la ovulacidon en
practicamente todos los animales, lo que sugiere que la union de la dopamina a sus
receptores en el ovario puede regular, como se ha postulado que lo hace la
adrenalina, la adecuada secrecion de gonadotropinas (Jacobowitz & Wallach, 1967)
y esteroides (Burden, et al., 1985) y su consiguiente retroalimentacion del eje para

la sintesis de gonadotropinas.

Estudios neuroanatomicos y funcionales han mostrado la existencia de una
via nerviosa aferente que viaja desde los ovarios hasta el sistema nervioso central y
que posiblemente alcanza a incidir en los centros hipotalamicos que controlan las
funciones ovaricas (Gerendai, et al., 1995; Toth, et al., 2007; Gerendai, et al.,
1998). En el hipotalamo anterior de los roedores se ubican los centros neurales que
controlan la descarga de GnRH (Freeman, 2006) y en estructuras cercanas a esta
region del diencéfalo se localizan circuitos dopaminérgicos donde se produce el
efecto feedback estimulante de los estrogenos que condicionan la descarga
preovulatoria de las gonadotropinas (Sanghera, et al., 1991a; 1991b). Lo anterior
implica la posibilidad que las senales mediadas por los receptores DA1 y DA2 en los
ovarios envien sefales nerviosas hasta las estructuras diencefalicas relacionadas con
el control de la secrecion de gonadotropinas e indirectamente con la produccion de
esteroides sexuales en las gonadas, de tal forma que es razonable sugerir el papel
diferencial de ambos receptores dopaminérgicos en la regulacion funcional del eje

hipotalamo -hipofisis-ovario.

Por otra parte, se observd que el reemplazo hormonal con benzoato de
estradiol produjo resultados diferentes de acuerdo al receptor dopaminérgico
bloqueado, lo cual sugiere la existencia de una relacion diferencial entre ambos
receptores dopaminérgicos en el control de la secrecion de gonadotropinas y la
funcion ovarica. Hay evidencia que indica que los receptores DA1 y DA2 estan
involucrados en el control de la conducta sexual y que, ademas, ambos subtipos
tienen papeles diferentes pero complementarios (Graham & Pfaus, 2010) por lo cual

no es dificil aceptar que ambos receptores actien de forma diferente.
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En los animales tratados con los antagonistas DA1 o DA2 que presentaron
ausencia de ovulacion no se observaron marcas inmunorreactivas para DARPP32, TH
o DBH en los foliculos ovaricos analizados, lo que nos permite sugerir que el
bloqueo de los receptores dopaminérgicos afecta las senales que resultan con la
expresion de estos indicadores bioquimicos de la actividad catecolaminérgica y
pone en boga la relevancia biolégica de la dopamina en los tejidos ovaricos
encargados de la secrecion de esteroides sexuales, clave para que el evento

ovulatorio ocurra en tiempo y forma.

Como ya se ha demostrado, al unirse la dopamina al receptor DA1 se activa la
fosforilacion de DARPP32, la cual se encuentra en células de la granulosa
(Mayerhofer, et al., 2000), es por ello que las marcas de inmunorreactividad para
DARPP32 sélo se encontraron en las células granulosas. Es interesante denotar que
no se encuentran marcas positivas en foliculos de animales no ovulantes, es decir,
todos los grupos tratados con Supiride y el grupo tratado con SCH23390 en diestro 1.
Esto podria confirmar que los receptores DA1 o DA2 tienen un papel importante en

los mecanismos que controlan la ovulacion.

La presencia de marcas inmunorreactivas a las enzimas encargadas de la
sintesis de catecolaminas: TH y DBH Unicamente en las células de la teca confirman
las observaciones hechas por Mayerhofer y colaboradores (1998) que senalan que las
neuronas intraovaricas contienen TH y DBH; y aquellas hechas por Bahr y Ben-
Jonathan (1985) que sostienen que las células foliculares son las que producen

mayor cantidad de catecolaminas.
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11.

Conclusiones

Los resultados del presente trabajo permiten concluir que:

El sistema dopaminérgico de los ovarios participa de manera estimulante en la
regulacion de los mecanismos que conducen a la ovulacion y es variable durante
el ciclo estral.

El receptor DA1 tiene una funcion fundamental durante el diestro 1 para que
ocurra la ovulacion espontanea, mientras que la importancia del receptor DA2
prevalece desde la noche del Estro hasta la noche del diestro 2.

La union de la dopamina a sus receptores ovaricos es importante para que se
lleve a cabo el feedback positivo de los estrogenos y se produzca la ovualcion.
En los foliculos ovaricos, la union de dopamina a sus receptores induce cambios

en la expresion de DARPP32, TH y DBH a lo largo del ciclo estral de la rata.
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