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RESUMEN

En el presente trabajo se analizo el papel funcional del receptor dopaminérgico tipo 2
(RDA2), inducido por la microinyeccion local de su antagonista especifico sulpirida,
administrado a traves de ambas bursas ovaricas (MIB), sobre las principales funciones del
ovario, asi como el efecto de dicho bloqueo sobre la generacion de indicadores de
lipoperoxidacion (malondialdehido y 4-hidroxi-alquenales) y de especies reactivas al
oxigeno (ROS) en la gonada.

Para cumplir estos propositos se utilizaron ratas hembra adultas de la cepa CII-ZV de ciclo
estral regular de cuatro dias: diestro 1 (D-1), diestro 2 (D-2), proestro (P) y estro (E). A las
13:00h del D-1, D-2, P o E, diferentes grupos de animales recibieron una MIB con 20 pL
de solucién de sulpirida (5ug/pL) por ovario y los grupos testigo recibieron la MIB con 20
puL del vehiculo (&cido ascérbico 0.1%) en cada ovario. En todos grupos se evalud la
duracion del ciclo estral y el numero de ovocitos liberados en la mafiana del siguiente estro
vaginal observado (EVO). Como grupo control absoluto, se utilizaron animales ciclicos
intactos que se sacrificaron en la mafiana del estro vaginal luego de presentar al menos, tres
ciclos estrales consecutivos de cuatro dias.

La MIB con sulpirida realizada en el D-1 retras6 la presencia del estro vaginal un dia
(Sulpirida (n=8): 4.9+0.1 dias vs. Vehiculo (n=8): 4.1+0.1 dias; p<0.03, U de Mann-
Whitney), lo que no ocurrid en los otros dias del ciclo. No se observaron cambios en el
numero de ovocitos liberados ni en el peso de las gbnadas y el Utero entre los grupos.

Los ovarios de cada grupo experimental fueron homogenizados para realizar las pruebas
bioquimicas y estimar la concentracién de los indicadores de lipoperoxidacion y las ROS.
En el grupo de animales ciclicos intactos, la produccion de indicadores lipoperoxidacion en
el D-2 fue significativamente mayor respecto a los otros dias del ciclo (D-2: 145.8+£15.2
nM/mg proteina vs D-1 + P + E: 83.0£7.1 nM/mg proteina; p<0.05, U de Mann-Whitney).
Comparados con un grupo de animales intactos, los indicadores de lipoperoxidacién
registrados en la mafiana del EVO fueron significativamente menores en los grupos tratados
con la sulpirida o el vehiculo (Control: 101.2+9.17 nM/mg proteina vs Sulpirida:
15.9742.90 o Vehiculo: 27.31+9.80 nM/mg proteina; p<0.05, Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de comparaciones mdultiples de Dunn). Las concentraciones de ROS en los ovarios
de los animales con vehiculo, sacrificados en la mafiana del EVO, mostraron
concentraciones mayores respecto los grupos de animales intactos y con sulpirida
(Vehiculo: 2740.1£558.5 nM/mg proteina vs Sulpirida: 216.5£20.7 o Control: 313.1+96.1
nM/mg proteina; p<0.05, Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples
de Dunn).

Los resultados indican que la sulpirida prolonga la duracion del ciclo estral al afectar las
sefiales endocrinas que se generan solo en la tarde del D-1 sin modificar la cuota ovulatoria,
posiblemente por su influencia en la produccion de progesterona durante la fase luteal. Por
otra parte, el bloqueo a los RDA2 aparentemente no modifica la produccién de las ROS,
pero disminuye la de indicadores de estrés oxidativo en cualquier dia del ciclo estral, lo que
sugiere la presencia de un sistema suficientemente eficaz para controlar los mecanismos de
oxido-reduccion en la gonada.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estructura y Funcion del Ovario

El ovario de la rata adulta es un 6rgano que se encuentra suspendido del ligamento
ancho uterino, en su pliegue peritoneal llamado mesovarium por el que discurren los vasos
sanguineos que se introducen en el ovario a traves del hilio. Est4 altamente organizado,
compuesto de células germinales (ovocitos) y células somaéticas (tecales, granulosa y
estroma) (Richards y Pangas, 2010). Esta organizado internamente en dos zonas: una zona
central llamada médula, la cual esta rodeada por una prominente zona periférica conocida
como corteza (Fawcett, 1995). La médula esta formada por tejido conectivo laxo, rico en
fibras elasticas que contienen muchos vasos sanguineos, linfaticos y donde la
foliculogénesis se inicia por ser una region que en su mayor parte esta inervada (Strauss y
Williams, 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura anatomica tipica del ovario de los mamiferos. El ovario consta de una médula por la que
transcurren vasos sanguineos y nervios que conectan con los 6rganos funcionales de la corteza ovarica:
foliculos, cuerpos luteos y tejido intersticial (Modificado de Yen y cols., 1999).



La corteza es una capa ancha interrumpida a nivel del hilio donde la médula se contintia
con el tejido mesovarico. Estd formada por tejido conectivo compacto en el cual estan
dispersas unas estructuras epiteliales caracteristicas del ovario (Erickson, 1995) (Figura 1).

El ciclo de vida del ovario comprende las siguientes fases: embriogénesis, ovogenesis
foliculogénesis, ovulacion y luteogénesis (Erickson, 1995):

_Embriogénesis. Las poblaciones de células germinales primordiales y células
somaticas se encuentran aun integradas como un acumulo en el ovario.

_Ovogenesis. La ovogénesis es el proceso de formacion de los dvulos o gametos
femeninos que tiene lugar en los ovarios de las hembras. Las células germinales diploides
generadas por mitosis, llamadas ovogoénias, se localizan en los foliculos del ovario, crecen 'y
tienen modificaciones, por lo que reciben el nombre de ovocitos primarios. Estos llevan a
cabo la primera division meiotica, dando origen una célula voluminosa u ovocito
secundario que contiene la mayor parte del citoplasma original y otra célula pequefia o
primer cuerpo polar. Estas dos células efectdan la segunda division meictica; del ovocito
secundario se forman otras dos células: una grande, que contiene la mayor parte del
citoplasma original, y otra pequefia 0 segundo cuerpo polar. Los cuerpos polares se
desintegran rapidamente, mientras que la otra célula se desarrolla para convertirse en un
6vulo maduro haploide.

_ Foliculogénesis. La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) proveniente del
hipotdlamo aumenta los niveles de la hormona foliculo estimulante (FSH), que activa a los
foliculos primordiales para su crecimiento en foliculos primarios, los cuales estan
compuestos por una sola capa de células de granulosa (Matsuda, 2012). Las células de
granulosa secretan una membrana basal a lo largo de su superficie; las células de la teca
derivadas del estroma que rodean a la capa de granulosa y se diferencian en dos capas teca
interna y teca externa. Con el desarrollo del foliculo, la capa de células de la granulosa
secreta un liquido folicular o fluido antral que es un ultrafiltrado de plasma sanguineo que
forma una cavidad dentro del foliculo denominado antro (Sutton y cols., 2003).

Caracteristica que determina a un foliculo secundario. La estadia final es el foliculo
terciario, el antro aumenta de tamafio y acumula gran cantidad de factores de crecimiento,

hormonas peptidicas y esteroideas, proteinas, metabolitos energéticos y otras sustancias



desconocidas rodeado de una delgada capa de células de granulosa, el ovocito es cubierto
por el cumulus oophoro. Los foliculos maduros se localizan en la superficie del ovario.

_ Ovulacion. Uno de los procesos con que culmina el crecimiento y la diferenciacién
folicular es la expulsion del ovocito maduro y recibe el nombre de ovulacion (Sutton y
cols., 2003).

La ovulacion es el proceso en el que el foliculo maduro se rompe y libera a su ovocito.
Es considerada como el resultado de un proceso inflamatorio localizado, ya que antes de
que se produzca la salida del ovocito hay edema en la teca interna y muerte celular y
aumento de las prostaglandinas en el area. Para que se produzca la ovulacion, son
necesarios varios cambios en la pared del foliculo y en las relaciones entre las células de la
granulosa y las tecales (Sutton y cols., 2003).

Por lo tanto la ovulacion depende de una compleja sucesién de eventos neuroendocrinos
en los que participan el hipotadlamo, la hipoéfisis y el ovario. El control central del ciclo
reside en la region arqueada del hipotdlamo medio basal. Las neuronas de esta region tienen
una actividad de la liberacion pulsatil de la GnRH, que es transportada por los vasos del
sistema portal-hipotalamico-hipofisiario al 16bulo anterior de la hipd&fisis (Hall, 2019).

Intervienen la FSH que estimula el desarrollo, la maduracion y la diferenciacion de los
foliculos ovaricos y la hormona luteinizante (LH) que causa la ruptura del foliculo maduro
y la liberacion del ovocito (Hall, 2019), las hormonas secretadas por el ovario, en particular
los estrogenos; las hormonas de las suprarrenales y del timo, las hormonas tréficas y
reguladoras de la energia como las hormonas secretadas por la tiroides y la hormona de
crecimiento; y los neurotransmisores clasicos y peptidérgicos que llegan al ovario por los
nervios o que son sintetizados en dicho 6rgano (Espey y Lipner, 1994). Esta caracteristica
fisica estimulada por un pico ovulatorio de GnRH e incrementar las concentraciones
plasmaticas de FSH y LH. Esta ultima se eleva por un incremento progresivo de estradiol a
la circulacion (Espey y Lipner, 1994).

El surgimiento del pico de LH termina el crecimiento del foliculo preovulatorio e inicia

el proceso de ovulacion (Richards y Pangas, 2010).



La LH inicia un grupo de eventos dentro del foliculo como:

a) Cambio de estradiol a progesterona como principal esteroide secretado.

b) Reanudacion de la meiosis de los ovocitos para generar el primer cuerpo polar.

c) Transformacion de la pared folicular para que el ovocito sea liberado.

_Luteogénesis. Comienza después de la ovulacién, cuando la pared folicular carente del
ovocito se diferencia en una estructura endocrina, el cuerpo lGteo, que sufre apoptosis,
secreta progesterona y en menores cantidades estradiol y estrogenos que inhiben la
liberacion tonica de GnRH en la fase luteal, por lo que el crecimiento folicular es detenido
hasta el préximo ciclo ovulatorio (Erickson, 1995).

La comunicacién entre los ovocitos y las células somaticas que estan involucradas se
establecen con la formacion del foliculo primordial. Las células de la granulosa proliferan
durante las etapas siguientes de la foliculogénesis. La comunicacién entre ovocitos y
células de la granulosa est4d mediada por factores paracrinos secretados y uniones gap esto
es esencial para la progresion del desarrollo de foliculos, para la gametogénesis femenina, y
el desarrollo embrionario después de la fertilizacion. Varios factores funcionan para
promover o inhibir etapas especificas en esta progresion como son: la FSH; el factor en la
linea germinal (FIG); el factor de diferenciacion del crecimiento (GDF); y la sustancia
inhibidora de Muller (MIS), (Strauss y Williams, 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Factores implicados en la progresion de la foliculogénesis y la ovogénesis. Hormona foliculo
estimulante: FSH; factor en la linea germinal: FIGa; factor de diferenciacién del crecimiento: GDF-9;
sustancia inhibitoria milleriana: MIS (Modificado de Matzuk y cols., 2002).



1.2 Regulacion Endocrina de la Funcion Ovérica

El eje hipotdlamo-adenohipofisis-ovarios, se encarga de la sintesis, liberacion y
secrecion de LH y FSH; la GnRH controla la liberacion de las gonadotropinas en los
roedores, por medio de las neuronas ubicadas en la regidon preoptica e hipotalamica
anterior. La secrecion de la GnRH esta influida por factores internos (por ejemplo:
neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas) y externos (por ejemplo: fotoperiodo,
clima y nutricién) que actuan por distintas vias del SNC y alcanzan a los ovarios
(Chaudhari y cols., 2018). A su vez, la secrecion de la GnRH esta regulada por acciones de
retrocontrol en las cuales el papel de los esteroides gonadales desempefia papeles criticos.

Con base en el estudio de la biologia reproductiva de la rata, actualmente es aceptado
que los estrogenos ejercen un efecto feedback positivo en los circuitos neuroendocrinos que
controlan la secrecién de la GnRH, en cambio la progesterona controla la secrecién de la
GnRH ejerciendo un efecto feedback negativo sobre dichos circuitos (McEwen, 2001)
(Figura 3).

Las hormonas ovaricas pueden disminuir la liberacion de gonadotropina al modular la
frecuencia del pulso de la GnRH del hipotalamo y al observar la capacidad de la GnRH
para estimular la secrecién de gonadotropina desde la propia pituitaria (Chaudhari y cols.,
2018). En la mujer, el estradiol aumenta la LH e inhibe indirectamente la liberacion de la
FSH, mientras que las inhibinas A y B (glucoproteinas de origen ovérico) reducen la
secrecion de FSH. Después de la owvulacion, predomina la produccion luteal de
progesterona ovarica. La progesterona aumenta la actividad hipotaldmica de opioides y
retarda la secrecion de GnRH, favoreciendo la produccion de FSH y disminuyendo la
liberacion de LH (Chabbert y cols., 1998). La inhibina B alcanza su punto maximo en la
fase folicular, mientras que la inhibina A alcanza su punto maximo en la fase lGtea media.

El aumento de los niveles de inhibina B en la fase folicular media, actda en el
gonadotropo hipofisario para eliminar la sefializacion de activina y suprimir la biosintesis
de FSH de los niveles de fase folicular temprana. La disminucion de la inhibina A al final
de la fase latea crea un entorno en el que los niveles de FSH pueden aumentar nuevamente
(Molina, 2013) (Figura 3).



Neuromoduladores locales, como la noradrenalina, la dopamina y las g-endorfinas,
juegan un papel fundamental en la secrecion de GnRH. La noradrenalina estimula su
secrecion, y la dopamina, B-endorfina y opioides la inhiben (Chaudhari y cols., 2018).

Fallas en la inhibicion de la produccion de prolactina por parte de la dopamina, induce
hiperprolactinemia lo que afecta la secrecion de GnRH y provoca una disfuncion ovulatoria
con insuficiencia latea con oligomenorrea a la amenorrea (Soule y Jacobs, 1995). El acido
gamma amino butirico (GABA) regula la menstruacion, ovulacion y fertilidad en mujeres,
ademas la ausencia de receptores GABA funcionales compromete significativamente la
reproduccion en ratones (Catalano y cols., 2009). La leptina en mujeres, es capaz de regular
la expresion de sus propios receptores a lo largo del eje hipotdlamo-adenohipofisis-ovario,
bajos o altos niveles de leptina pueden alterar la funcidn ovarica a través de una regulacion
positiva o negativa sobre sus receptores (Faletti, 2009) (Figura 3).

Asimismo, la ovulacion requiere la presencia de mediadores locales como las citocinas,
que participan en la respuesta inflamatoria. La IL-1 contribuye en la produccién de
prostaglandinas, progesterona, activador del plasmindgeno, glucosaminoglicanos y en el

aumento preovulatorio de la permeabilidad vascular (Flores y cols., 2001).

1.3 Relacion Funcional entre el Ciclo Estral y Ciclo Ovarico

El ciclo estral es un conjunto de procesos fisioldgicos inducidos por las hormonas
reproductivas (gonadotropinas y esteroides sexuales) que determinan el momento en el cual
la hembra es receptiva a la cépula (Hafez y Hafez, 2000a).

El ciclo estral es un evento recurrente que determina el momento del celo en la hembra
y estd altamente sincronizado con el ciclo ovéarico, que se define como un proceso
determinado por las fases folicular (produccion creciente de estrgenos) y luteal
(produccion creciente y condicionada de progestinas) separadas por la ovulacion (Hafez y
Hafez, 2000b).

Si la ovulacion no se acompafa de la copula y fertilizacion de los ovocitos, el ciclo
estral se repite de manera paralela a los cambios ciclicos en la secrecion de gonadotropinas
y la resultante produccion de esteroides sexuales que incidirdn nuevamente en la aparicion

de la conducta de celo (Hafez y Hafez, 2000a).
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Figura 3. Diagrama del Eje Hipotalamo-Adenohipoéfisis-Ovarios en la rata. La liberacién pulsatil de GnRH
estimula la liberacion de LH desde la adenohipdfisis. El pico de LH estimula el desarrollo folicular y la
esteroidogénesis en el ovario. El aumento del nivel de estrogeno secretado por los foliculos maduros estimula
un aumento de GnRH en el proestro tardio, y luego de un pico de LH al terminar el proestro. El pico de LH
provoca la ovulacidn durante las primeras horas de la fase del estro (Modificado de Molina, 2013).

Ciclo estral de la rata

El ciclo estral de la rata no es como el de las demas especies, es Unico al tener una fase
luteal breve y esta determinado por un fotoperiodo (la luz influye en la incidencia y
duracion de las etapas del ciclo estral). Long y Evans en 1922 (citados por Freeman, 2006)
analizaron alrededor de 1999 ciclos estrales en ratas de laboratorio y observaron que en
promedio tuvieron una duracion de 5.4 dias con un rango de 3 a 38 dias, si ellos excluian
los ciclos de mas de 8 dias, la media era de 4.8 dias que se comparaba favorablemente con
los 4.4 dias de Blandau, Boling y Young, y 4.5 dias de Astwood (citados por Freeman,
2006). Con el frotis vaginal se pueden caracterizar sus fases por patrones celulares



describiendo asi las fases (duracion en dias) del ciclo estral en diestro-1 y diestro-2, estro y

proestro (Freeman, 2006) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion general de las etapas del ciclo estral de la rata y su correlacion con el ciclo

ovarico (Freeman, 1988, 1994, 2006; Sanchez-Criado, 1999).

Diestro-1
(Metaestro y
Diestro
temprano:
32 h)

La concentracién de plasma de la LH y la FSH son bajas. Hay foliculos en todas etapas de
crecimiento. La rata hembra no permite la copula. Las secreciones de progesterona por el
cuerpo liteo y la del estradiol por los foliculos también son las mas bajas respecto a otras
fases del ciclo. La vascularizacion y motilidad del Gtero estan disminuidas. En el frotis vaginal
se aprecian gran cantidad de leucocitos junto con un gran ndmero de células epiteliales
nucleadas y células escamosas cornificadas. Los leucocitos son pequefios y tienen un
citoplasma granular y por lo general contienen un nicleo vesicular. Durante este dia comienza
el establecimiento de un cuerpo lateo funcional (Figura 4-A).

Diestro- 2
(24 a 26h)

De manera similar que la fase anterior, las progestinas inhiben la secrecion basal de
gonadotropinas, pero el crecimiento folicular continGa. El cuerpo liteo alcanza la maxima
produccion de progesterona hasta la mitad del dia, que en la ausencia de cOpula regresa
acompafiado de un decremento en las concentraciones plasmaticas de progesterona y el
ascenso de los estrégenos a partir de la tarde de este dia. Esto resulta en la estimulacion de la
enzima aromatasa por la FSH, que estimula la division mitética de las células de la granulosa,
lo que se traduce en el crecimiento de los foliculos que ovularan en ese ciclo. El Utero es
pequefio, anémico y no contractil. La apariencia del frotis vaginal es similar a la del diestro-1
(Figura 4-B).

Proestro
(12 a14 h)

Los foliculos que han crecido dptimamente y no han degenerado han adquirido la forma de
foliculos preovulatorios y secretan grandes cantidades de estradiol. Los estrégenos ejercen un
efecto estimulante (retroalimentacién positiva) sobre la secrecion de gonadotropinas. En la
mafiana de este dia, las concentraciones plasmaticas de los estrogenos suben progresivamente
y alcanzan un méaximo, para disminuir en forma repentina al final de la fase luminosa, hecho
que estimula la secrecién preovulatoria de GnRH. Este evento estimula la liberacion pre-
ovulatoria de la FSH y de la LH (la liberacion de FSH ocurre ligeramente antes que la
descarga pre-ovulatoria de la LH. En la tarde de este mismo dia, se alcanzan las maximas
concentraciones de estas hormonas). El pico en la concentracion plasmatica de la LH estimula
en el ovario la sintesis del plasmindgeno que inicia los mecanismos celulares que llevan al
rompimiento de la pared del foliculo y expulsion del ovocito horas mas tarde. Las células
intersticiales y los foliculos preovulatorios secretan progesterona, la cual favorece la conducta
sexual asociada al apareamiento. La LH induce la ovulacion y la luteinizacion del foliculo
postovulatorio. El Gtero, se hace extremadamente contractil. En la citologia vaginal, esta fase
se caracteriza por la presencia dominante de células epiteliales nucleadas, redondas, con un
nacleo definido, de vez en cuando aparecen unas cuantas células epiteliales escamosas
cornificadas y ausencia de leucocitos (Figura 4-C).

Estro
(25 a 27h)

La cdpula es aceptada solo en el proestro tardio, con el comienzo de la fase obscura y el
incremento de las concentraciones de progesterona. La secrecidn sostenida de la FSH en la
mafiana del dia estro, se debe a la disminucién de la secrecion folicular de inhibina y se
estimula el crecimiento folicular. Durante el celo, la hembra acepta el acercamiento, la monta
y la copula por el macho. Durante la fase oscura de este dia ocurre la ovulacion, los 6vulos se
encuentran en el oviducto. El foliculo post-ovulatorio comienza a transformarse como cuerpo
lGteo, mientras una nueva serie de foliculos primarios comienzan a desarrollarse. En la
mucosa vaginal se encuentran numerosas mitosis, que desplazan a las capas mas superficiales
(epitelio escamoso y cornificado), que son exfoliadas a la luz de la vagina. La presencia de
estas células en el frotis vaginal es indicativa de que el estro ocurrid y signo de la probable
ovulacion. Las células epiteliales cornificadas son las dominantes en esta fase (Figura 4-D).




Figura 4. Ciclo estral estimado por el aspecto de la citologia vaginal de la rata hembra adulta, observado al
microscopio al 100X. A y B) Diestro Vaginal, presencia relativamente alta de leucocitos, pocas células
epiteliales clbicas con nlcleos bien definidos y algunas células cornificadas del epitelio vaginal; C) Proestro
Vaginal, predominio de células epiteliales ctbicas con nucleos bien definidos, algunas células cornificadas
pero ausencia de leucocitos; D) Estro Vaginal, presencia de células sin nlcleo — escamas —producto de la
cornificacion del epitelio vaginal, muy pocas células epiteliales con ndcleos bien definidos. Foto obtenida en
el Laboratorio de Neuroendocrinologia del Instituto de Ciencias-BUAP.

Dado que este ciclo conductual ocurre de manera sincronica con el ciclo ovarico puede
ser analizado con base en los cambios citoldgicos que sufre el epitelio vaginal a lo largo del
ciclo estral (Maeda y cols., 2000) (Figuras 4 y 5).

En todos los mamiferos, el ciclo ovarico se divide en dos fases (Sanchez-Criado, 1999):



1) la fase luteal, en la cual todos los eventos postovulatorios conducen a la formacion y
consolidacién del cuerpo lGteo pero la hembra permanece no receptiva a la copula. Las
concentraciones plasmaticas de progesterona crecen hasta un punto maximo pero las de los
estrégenos son relativamente bajas; la secrecion de gonadotropinas se mantiene en niveles
basales por el efecto de retroalimentacion negativa de las progestinas.

En el ovario se encuentran foliculos pequefios y medianos pero cuerpos lGteos en
desarrollo hasta alcanzar su mayor consolidacion en la secrecidn de progestinas.

2) la fase folicular, que se inicia con la regresion del cuerpo luteo y la concomitante
caida en la secrecion de progestinas, es caracterizada por el incremento gradual de la
produccion de estrdgenos y su efecto de retroalimentacion estimulante sobre el hipotalamo
y la adenohipofisis, las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas se mantienen
relativamente bajas hasta que los estrogenos alcanzan su maxima concentracion en el
sistema, y en el ovario los foliculos alcanzan su maximo desarrollo, cuando esto ocurre, la
concentracion plasmatica de estrdgenos desciende sUbitamente, la progesterona producida
por los foliculos preovulatorios se incrementa interrumpiendo la descarga de GnRH en el
hipotdlamo y de las gonadotropinas en la adenohipdfisis, esta serie de acontecimientos
explica la presencia del pico preovulatorio de la LH, fendbmeno necesario para inducir la
ruptura de la pared folicular y la ovulacion.

Como se sefialé en lineas anteriores, la actividad del ovario durante el ciclo estral es
regulada por gonadotropinas que son secretadas por la adenohipéfisis en la rata hembra.

Los perfiles de plasma de LH muestran una fluctuacion pulsatil. En la rata hembra, la
frecuencia de pulsos de LH varia durante el ciclo estral. Los pulsos de frecuencia de la LH
son mas altos en el proestro y mas bajos en el estro (Gallo citado por Maeda y cols., 2000).
Se ha visto que cada pulso de GnRH en el hipotalamo medial basal corresponde a un pulso
de LH en la adenohipofisis (Maeda y cols., 2000). La concentracion de estrégenos se
incrementa junto con el desarrollo folicular en el inicio del proestro. La oleada de 17-B-
estradiol comienza en la mafiana del proestro y culmina en por la tarde de este dia. El pico
de progesterona sigue a un pico de estrogenos y resulta en la descarga preovulatoria de la
LH (Maeda y cols., 2000) (Figura 5).
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Figura 5. Perfiles hormonales durante el ciclo estral (4 dias) en la rata hembra adulta. Las barras rojas
horizontales y las lineas indican el periodo de obscuridad (18:00-6:00) y medianoche. Los valores indican +

SEM. LH hormona luteinizante, FSH hormona foliculoestimulante (Modificado de Smith y cols., 1975).
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Las funciones ovaricas, como la secrecion de hormonas y la produccién de gametos
(ovocitos) que pueden fertilizarse, estan reguladas por sefiales hormonales que se originan
en la glandula hipofisaria, las glandulas adrenales, la tiroides, el pancreas, el timo y por el
mismo ovario (Williams y Erickson, 2012). En los ovarios, la FSH actua sobre las células
de la granulosa en el foliculo, estimula el crecimiento y la maduracion folicular, la sintesis
de aromatasa que resulta en la secrecidn de estrogenos y los receptores de LH a las células
de la granulosa (Molina, 2013).

La LH estimula la secrecion de progesterona y androgenos por las células de la teca
intersticiales. Los andrdgenos son los precursores de la secrecion de estrogenos. La LH que
actlia sobre los foliculos maduros estimula la secrecion de aromatasa y estrégenos, y la

ovulacion (Williams y Erickson, 2012).

1.4 Papel de la Inervacion en la Funcion Ovérica

La inervacion ovarica esta dada por que el nervio ovarico superior (NOS), nervio plexo
ovarico (NPO) y nervio vago (NV), los cuales modulan la reaccion de los tres
compartimentos ovaricos (folicular, luteal e intersticial) a las sefiales hormonales. La
regulacion de las funciones ovéricas son el resultado del ingreso de sefiales neurales e
implican la liberacion secuencial y ordenada de uno 0 mas neurotransmisores, a una
frecuencia y amplitud particulares (Dominguez y Cruz-Morales, 2011).

Existe evidencia de que los ovarios envian informacién neuronal a varias regiones del
SNC vy se especula que esta informacion participa en la regulacién de la secrecion de
gonadotropinas (T6th y cols., 2008). Ademas, los ovarios comparten informacion neuronal
utilizando como intermediarios a los ganglios mesentéricos celiacos superiores (GC-GM)
(Uchida, 2015) (Figura 6).

La participacion del nervio vago en las inervaciones ovaricas se ha demostrado
inyectando peroxidasa de rabano picante en los ovarios izquierdo o derecho (Burden y
cols., 1983), o utilizando la técnica de rastreo viral transneuronal (Toth y cols., 2007; Toth
y cols., 2008). Los estudios que utilizan la técnica de rastreo viral transneuronal han
demostrado la existencia de neuronas en varios nucleos del tronco encefalico y el

hipotalamo, lo que indica que reciben o envian sefiales neuronales a los ovarios. Estas
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neuronas se encuentran en la médula ventrolateral, el ndcleo gigantocelular, el &rea
postrema, nucleo vagal del tracto solitario, el ndcleo dorsal del vago, los grupos de células
noradrenérgicas A1 y As, los nucleos del rafe caudal, el locus coeruleus, el nucleo

paraventricular hipotalamico y el hipotalamo lateral (Téth y cols., 2007)

N. esplacnico

N. ovarico ]
superior Ganglio
(NOS) }-" celiaco

UTERO

Figura 6. llustracién anatémica que muestra la inervacion del ovario por el nervio ovérico superior (NOS) y el
nervio plexo ovérico (NPO) (Modificado de Uchida, 2015).

Ademas, algunas neuronas estdn conectadas simultaneamente con los ovarios y las
glandulas adrenales, lo que sugiere que las glandulas adrenales también participan en la
regulacién de las funciones ovaricas a través de sefiales hormonales y neuronales (Moran y
cols., 2005; Toth y cols., 2008; Gerendai y cols., 2009).

Varios neurotransmisores y las enzimas que participan en su sintesis o degradacion
(como noradrenalina, dopamina, serotonina, acetilcolinesterasa, GABA, polipéptido
intestinal vasoactivo (VIP), sustancia P (SP), neuropéptido Y (NPY), colecistoquinina-8 , el

péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y la hormona liberadora de
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corticotropina (CRH) estdn presentes en las fibras que inervan la teca interna de los
foliculos, las células intersticiales y la vasculatura ovérica (Aguado, 2002; Kiapekou y
cols., 2010).

Nervio ovérico superior

El NOS libera noradrenalina en los ovarios y participa en la maduracion folicular,
regulando los niveles de estradiol y progesterona (Aguado y cols., 1984; Chavez y cols.,
1991; Moran y cols., 2000; Zhang y cols., 2010).

La inyeccion de la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) en ratas con un
corte unilateral del NOS dio como resultado tasas de ovulacion més bajas por parte del
ovario denervado y tasas de ovulacién normales por parte del inervado (Chavez y cols.,
1991).

Nervio vago

En ratas adultas, la participacion de la informacion vagal que regula la ovulacion es
asimétrica y varia durante el ciclo estral y la hora del dia (Cruz y cols., 1986; Everardo y
cols., 2011). Los resultados indican que las manipulaciones vagales realizadas al comienzo
del ciclo estral (estro y diestro 1) inducen cambios mas fuertes en la ovulacion que las
manipulaciones durante la segunda mitad del ciclo (diestro 2 y proestro), ademas, el ovario
izquierdo es mas sensible a los cambios en la inervacion ovarica que el derecho (Chavez y
cols., 1989) (Figura 7).

Nervio Plexo ovarico

El NPO inerva los ovarios, bursas y oviductos (Payer, 1978) y los cuernos uterinos
craneales (Lawrence y Burden, 1980); los axones entran a través del hilio e inervan la
region medular y cortical del ovario (Hanada y cols., 2011; Uchida y cols., 2005). EI NPO
estd compuesto principalmente por fibras simpaticas y sensoriales, con una pequefia
porcion de fibras parasimpaticas (Klein y Burden, 1988; Uchida y cols., 2005; Gerendai y
cols., 2009).

14



Las vias neurales y los ganglios simpéticos involucrados en la comunicacion entre los
ovarios y las neuronas preganglionares son diferentes en el lado izquierdo y derecho
(Pastelin y cols., 2017) (Figuras 6 y 7).

-)[ SNC-I €————>  SNC-D ]-—

N
v

v

Foliculos

Canilares

Ovario Izquierdo Neurona Ovario Derecho

sensorial

Figura 7. Las vias neurales se conectan de forma dual, el nervio vago con los ganglios mesentéricos (GMSC)
superiores celiacos derecho e izquierdo. EI GMSC se conecta de forma dual con los ovarios a través del
nervio ovarico superior derecho e izquierdo (NOS) y el nervio plexo ovarico (NPO). Sus terminaciones llegan
a los vasos sanguineos, al tejido intersticial y cerca de los foliculos. En la pared de los capilares, se encuentran
ubicadas neuronas sensoriales, que actllan como sensores quimicos que registran cambios en la cantidad de
sefiales quimicas que surgen de los foliculos en crecimiento y maduracion. El nervio vago transporta
informacion neural originada en los ganglios ovéricos al SNC izquierdo y derecho, que a su vez tiene una
comunicacion neural entre ellos. El ovario izquierdo envia una mayor cantidad de informacion neural al SNC
que el ovario derecho (Modificado de Dominguez y Cruz-Morales., 2011).

1.5 Catecolaminas y la Funcion Ovérica: Dopamina

Se sabe desde hace muchos afios que el ovario estd inervado por las fibras nerviosas
catecolaminérgicas, y la presencia de las catecolaminas esta fisiologicamente involucrada
en el control de la funcion ovarica (Greiner y cols., 2008).

Los estudios morfoldgicos, en los que los nervios simpaticos ovaricos se visualizaron
mediante metodos de histofluorescencia, sugirieron que las fibras eran principalmente

noradrenérgicas. Posteriormente, esta nocion se confirmé mediante la medicion bioquimica
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selectiva de las catecolaminas ovéricas, un estudio que también mostré que la noradrenalina
y la dopamina, aunque detectables, constituyen una fraccion menor de las catecolaminas
ovaricas (Bahr y Jonathan, 1981).

El ovario contiene una poblacion de receptores alfa adrenérgicos de alta afinidad y baja
capacidad que se encuentran en la gran mayoria del subtipo adrenérgico. Estos receptores
se encuentran en todos los compartimentos secretores ovaricos, incluidas las células de la
granulosa, la teca y el cuerpo luteo. Su activacion produce progesterona y liberacion de
androgenos (Ojeda y Lara, 1989).

La regulacion de los receptores alfa-adrenérgicos ovaricos se ha estudiado en células de
granulosa en cultivos. Parece que el contenido del receptor estd modulado principalmente
por las catecolaminas, siendo la noradrenalina el mas potente en la regulacién negativa del
receptor con un ICso o5 X 108 M (Aguado y Ojeda, 1984).

Las funciones de la noradrenalina en el ovario son: regulacion de la esteroidogénesis y
apoptosis ovarica modulando la liberacion de GnRH del ganglio celiaco y el ovario, siendo
la noradrenalina, un posible generador de un eje GnRH-gonadotropinas en el ovario
(Bronzi y cols., 2015).

Otra catecolamina importante en las funciones reproductivas, es la dopamina, la cual es
sintetizada en terminales nerviosas dopaminérgicas del aminoacido tirosina. La mayor parte
de la tirosina que circula, proviene de la dieta, pero pequefias cantidades son derivadas de la
hidroxilacion de la fenilalanina por la enzima fenilalanina hidroxilasa del higado. La
hidrolisis de la tirosina a L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por la enzima tirosina
hidroxilasa (TH) y su subsecuente descarboxilacion por la enzima dopamina descarboxilasa
obtiene como producto final la formacion de dopamina (Boureau, y Dayan, 2010) (Figura
8).

La actividad de la enzima tirosina hidroxilasa es controlada principalmente por el SNC
y los productos metabolicos de la sintesis de neurotransmisores (L-DOPA a dopamina)
inhiben la actividad de la tirosina hidroxilasa en el cerebro y la minoria de catecolaminas,
gue actuan como factores reguladores a través del mecanismo de recuperacion (Meiser y
cols., 2013).
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Figura 8. Biosintesis de la dopamina. La dopamina (DA) sintetizada en las terminaciones neuronales a partir
de la tirosina (Tyr) por la actividad de la hidroxilasa de tirosina (TH) que produce los productos
intermediarios L-hidroxifenilalanina (L-DOPA) y la descarboxilasa de L-aminodcido aromético (AADC). La
DA es transportada al interior de vesiculas de almacenamiento por medio de un transportador monoaminico
vesicular (VMAT-2), la liberacion, desencadenada por la despolarizacién y la penetracion de calcio, permite
gue la DA actle en diversos (receptores acoplados a proteinas G) GPCR postsindpticos para DA. Los
receptores D1 y D2 son importantes en regiones encefalicas. Las acciones diferenciales de la DA en los sitios
“blanco” postsinapticos que poseen tipos diferentes de receptores dopaminérgicos causan consecuencias
importantes en la funcién de los circuitos neuronales. Las acciones de la DA terminan al haber recaptacion en
la terminacion nerviosa (sitio en que la DA se puede almacenar de nuevo o metabolizar) o la captacion al
interior de una célula postsinaptica (sitio en el cual es metabolizada la DA) el metabolismo se produce por las
acciones seriadas de las enzimas catecol-O-metiltransferasa (COMT), monoaminooxidasa (MAO) y
deshidrogenasa de aldehido (AD). 3MT, 3-metoxitiramina; DOPAC, éacido 3,4 dihidroxifenilacético; &cido
homovanilico (HVA) &cido 3-metoxi-4-hidroxifenilacético; transportador monoaminico vesicular (VMAT-2);
transportador de dopamina (DAT). En los seres humanos, HVA es el principal metabolito de la dopamina
(Modificado de Cooper y cols., 1996).
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La dopamina también puede ser encontrada en vias nerviosas muy diferentes, hay
cuatro vias nerviosas principales que controlan la sintesis y transmision de esta
catecolamina (Meiser y cols., 2013):

Via Mesolimbica (amigdala, hipocampo, y corteza prefrontral). Esta via transmite la
dopamina desde el area tegmental ventral (VTA) hasta el nicleo accumbens. EI VTA esta
localizada en el mesencéfalo, mientras el ndcleo acumulado esta localizado en el sistema
limbico.

Via Mesocortical. Esta via transmite la dopamina desde la VTA hasta la corteza frontal
cerebral.

Via Nigroestriatal. Esta via transmite dopamina desde la sustancia negra hasta los
ganglios basales, especificamente el nucleo estriado. Es una via neuronal asociada al
control motor.

Via tuberoinfundibular. Esta via transmite dopamina desde el hipotalamo medio hacia
la region infundibular. La ultima éarea conecta diferentes partes del hipotadlamo y de la
glandula hipéfisis. También controla la secrecion de hormonas, incluyendo la prolactina,
desde la adenohipofisis.

En las terminales dopaminérgicas el neurotransmisor es sintetizado en el citoplasma
desde donde puede ser liberado directamente dentro del espacio sindptico o transportado
dentro de las vesiculas sindpticas para ser liberado por la exocitosis. Una vez liberado
dentro del espacio sinaptico, la dopamina se une a receptores presinapticos y postsinapticos.

Las proyecciones de neuronas dopaminérgicas en el hipotalamo estan localizadas en el
hipotdlamo posterior (A11), el nucleo arcuato (A1), la zona incerta (A1), el nucleo
periventricular (A1) y el hipotdlamo lateral y ventral (A1s) y contribuyen a la secrecion de
hormonas hipofisarias. Las neuronas dopaminérgicas del hipotalamo estan divididas en tres
sistemas: el nucleo incerto-hipotalamico (IH), el ndcleo tubero-hipofisial (TH) y el nacleo
tuberoinfundibular (TI) mencionados anteriormente. Las neuronas IH incluyen las areas
A11, A1z Y A4 que se proyectan dentro del hipotdlamo. Las neuronas TH que integran el
area A1 y la parte rostral Ai> son inervadas hacia los 16bulos intermedios de la hipdfisis.
Las neuronas Tl que se componen del area A2 y proyectan a la eminencia media del
hipotalamo (Bjorklund y Dunnett, 2007) (Figura 9).
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Figura 9. Distribucion de los grupos de células neuronales dopaminérgicas en el cerebro de roedor. Las
neuronas de dopamina en el cerebro de los mamiferos se localizan en nueve grupos celulares distintivos,
distribuidos desde el mesencéfalo hasta el bulbo olfatorio. Las proyecciones principales de los grupos de
células dopaminérgicas se ilustran con flechas (Tomado de Bjérklund y Dunnett, 2007).

La sintesis de la dopamina depende directamente de la disponibilidad de L-DOPA y su
transporte al interior a la célula, lo que aumenta en presencia de sodio. Ademas, el cuerpo
carotideo, un quimio-receptor importante, libera dopamina bajo condiciones hipoxicas
(Zeng y cols., 2007; Pardal y cols., 2007).

Las variedad de funciones fisioldgicas controladas por el neurotransmisor
catecolaminérgico dopamina, a nivel cerebral y en la periferia, por mencionar algunas son:
movimiento voluntario, compensacion, regulacion del suefio, alimentacion, afecto,
atencion, funcion cognitiva, olfato, vision, regulacion hormonal, regulacion simpética y
ereccion del pene, también influye en el sistema inmunolégico, asi como en las funciones
cardiovasculares, renales y gastrointestinales. Dichas funciones estan mediadas por los
cinco receptores acoplados a proteinas G (GPCR) (Ambrojo y cols., 2018) (Cuadro 2).

Con base en los criterios bioguimicos y farmacoldgicos, se han descrito inicialmente
dos subtipos de receptores dopaminérgicos tipicos (Weiner y Molinof, 1994; Seeman y
cols., 1993): receptores dopaminérgicos tipo 1 (RDAL), acoplados a la activacion o
estimulo de la enzima Adenilato ciclasa (AC) y por consiguiente estimular la produccion

del segundo mensajero AMPc, y receptores dopaminérgicos tipo 2 (RDAZ2), acoplados de
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manera inhibitoria a la actividad de la AC, por lo tanto inhiben la produccion del AMPc, o
bien que no estdn necesariamente acoplados a esta funcion. A la fecha se han identificado
receptores multiples del RDA1-like (que incluyen subtipos RDA1 y RDAS) y del tipo
RDAZ2-like (que incluyen a los subtipos RDA2, RDA3y RDA4) (Seeman y cols., 1993).

Cuadro 2. Funciones generales de la dopamina (Tomado de Ambrojo y cols., 2018)

Sistema Funciones

Endocrino *En las yeguas se sabe que modula su reproduccion estacional (inhibe la secrecion
de prolactina hipofisaria, inhibicién confortante en la actividad reproductiva durante
el periodo del anestro en la via tuberoinfundibular)

*Regulacion en la funcion luteal

*En caballos modula la viabilidad espermatica, la integracién acrosomal,
capacitacion y motilidad

Sistema Nervioso *Control motriz y de movimiento (via nigroestriatal)

Central *Efectos en el comportamiento: alerta, curiosidad, cognicién, aprendizaje y
memoria (via mesolimbica)

*Modulacion de los ritmos circadianos

Gastrointestinal *Regulacion de la motilidad gastrointestinal

-Efectos inhibitorios (relajacion o inhibicion de contracciones)

-Efectos excitatorios (aumento de las contracciones, observadas con menor
frecuencia)

Funcién renal *Incremento de la perfusion renal y vasodilatacion arterial
*Inhibicidn de la reabsorcién tubular de sodio (natriuresis)
*Incremento de la secrecion de renina e inhibicion de la secrecion de aldosterona

Cardiovascular *Efectos dependientes de la dosis

-Altas dosis incrementan la presion sanguinea y gasto cardiaco
-Bajas dosis, no hay modificaciones

-Vasodilatacion (relajacion)

El empalme alternativo del RDA2 da como resultado la generacion de dos variantes
principales del RDA2, que difieren en la presencia de 29 aminoacidos adicionales en el
tercer bucle intracelular con distintas propiedades fisioldgicas, de sefializacion y
farmacoldgicas, y se clasifican como RDA2S (S-corto) y RDA2L (L-largo). Los receptores
de RDA1 son encontrados exclusivamente en células receptivas dopaminérgicas post
sinapticas como neuronas GABA-ergicas en el cuerpo estriado. Los RDA2 y RDA3 se
expresan tanto en neuronas dopaminérgicas presinapticas y células dopaminérgicas post

sinapticas (Missale y cols., 1998).
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Los receptores dopaminérgicos son objetivos bien establecidos en la farmacologia
clinica de numerosos trastornos y afecciones, como la esquizofrenia y la enfermedad de
Parkinson (Beaulieu y cols., 2011).

La modulacién de la sintesis de AMPc por los receptores dopaminérgicos resulta en la
regulacion de la proteina quinasa A (PKA) y potencialmente de otras proteinas de
intercambio activadas por AMPc. Entre los sustratos de PKA, la dopamina multifuncional y
la fosfoproteina regulada por AMPc (fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc, Mr 32
kDa-DARPP-32), cuando se fosforila en Treonina (Thr) por PKA, DARPP-32 es un
regulador negativo de la proteina fosfatasa 1 (PP1). En contraste, la fosforilacion de
DARPP-32 en Thr por la quinasa 5 dependiente de ciclina (CDKS5), en respuesta a la
activacion sostenida del RDAL, resulta en la inhibicién de la PKA (Beaulieu y cols., 2011).

Los mecanismos dependientes de la proteina G para los RDA2 estan representados por
la bien conocida cascada de AMPc-PKA-DARPP32 mediada por la subunidad Gai
(inhibitoria) (Svenningsson y cols., 2004); y la activacion de la PLC mediada por la
subunidad GPy, que conduce a un aumento del calcio citoplasmico y eventos de
sefializacion descendente (Weiner y Molinof, 1994; Hernandez-Lopez y cols., 2000;
Beaulieu y Gainetdinov, 2011). Ademads, los mecanismos mediados por GPy estan
implicados en la regulacion de la actividad de los canales de calcio de tipo L y N asi como
en los canales de potasio regulados por proteinas G heterotriméricas (GIRKS) (Yan y cols.,
1997).

Vias de transduccion de sefiales

Las vias de transduccion de sefiales activadas por los receptores dopaminérgicos son
numerosas, sin embargo, los efectos mejor descritos mediados por la dopamina son la
activacion o inhibicion de la via AMPc y la modulacion de la sefializacion de Ca®*
(Beaulieu y cols., 2011).

La estimulacion del RDAL aumenta las corrientes de Ca?* de tipo- L conducen a una
reduccion de las corrientes de Ca®* de tipo N y P en las neuronas neostriatales de la rata y

en las células GH4C1 derivadas de la pituitaria, a través de una accion directa o indirecta de
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PKA (Missale y cols., 1998). Por el contrario, en las células glomerulosas de las glandulas
adrenales de la rata, el RDAL inhibe las corrientes de Ca®* de tipo T (Drolet y cols., 1997).

Los RDA1 también pueden movilizar las reservas intracelulares de Ca?* activando la
via de AMPc sin activar la hidrdlisis de fosfoinositida (PI) (Missale y cols., 1998).

Los RDA2 pueden modular directamente varios efectores diferentes mediante el
acoplamiento de las subunidades Gi (inhibitorias). Los RDA2L y RDAZ2S inhiben
diferencialmente las corrientes de Ca?* mediante el acoplamiento a Ga (estimulantes) en
células pituitarias de la rata (Missale y cols., 1998; Jackson y Westlind-Danielsson, 1994).
Ademas, a través de una proteina Gi, los receptores D2 reducen las corrientes de Ca?* de
tipo N en interneuronas colinérgicas neostriatales de la rata (Yan y cols., 1997) y controla
la inhibicion de la actividad del canal de Ca?* en melanotrofos (Taraskevich, y Douglas,
1990).

La modulacion de los RDA2 en la concentracion intracelular de Ca?* puede tener un
papel importante en la biosintesis de dopamina, ya que los RDA2 son tanto pre como post-
sinapticos. De hecho, TH, la enzima limitante de la velocidad en la produccion de
dopamina, se activa por la proteina quinasa dependiente de Ca?* / calmodulina (CaM
quinasa 0 CaM II) (Braun y Schulman, 1995) y CaM Il se activa posteriormente por
calmodulina unida a Ca?* (Choi y cols., 1993). Ha habido informes contradictorios sobre si
los RDAL son capaces de aumentar o disminuir el flujo de salida de potasio. Se ha
demostrado que los agonistas similares a los RDA1 aumentan la corriente de potasio de las
células de la retina de pollo a través de un mecanismo independiente de AMP, pero inhiben
este flujo en las neuronas estriatales de la rata (Missale y cols., 1998).

Las corrientes de K™ en varios tejidos neurales, como el cuerpo estriado, las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas, los lactotrofos, los melanétrofos y las células NG108-15
estan reguladas por la activacion de los RDA2. Las isoformas RDA2S y RDA2L parecen
modular de forma diferencial la corriente de K* externa a través de la interaccion con
diferentes proteinas G (Jackson y Westlind-Danielsson, 1994; Liu y cols., 1996).

Ademas de las vias de transduccion de sefiales descritas, los RDA2 también participan
en la modulacién de la sintesis de acido araquidénico. Cuando se eleva la concentracion de

Ca?", la sefializacion de los RDA2 puede potenciar la sintesis de &cido araquidénico ren las
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células ovéricas de hamster chino, mientras que los RDAL no tienen ese efecto (Piomelli,
1993; Jackson y Westlind-Danielsson, 1994).

1.6 Receptores Dopaminérgicos en los Tejidos Ovaricos

El eje Hipotdlamo-Adenohipofisis-Ovarios es el controlador primario de la funcion
gonadal tradicionalmente aceptado; sin embargo, un creciente nimero de evidencias
experimentales apunta a un mecanismo adicional que controla la funcion gonadal que
involucra la actividad neuronal autonémica (catecolaminérgica-dopamina) y posiblemente
los efectos similares a los endocrinos producidos por los neurotransmisores quimicos
secretados por las células ovaricas no neuronales (King y cols., 2005).

Estudios previos identificaron los neurotransmisores noradrenalina y dopamina en el
ovario humano; sin embargo, de esta Gltima no se sabe si se encuentra en terminales
nerviosas como si lo hace la noradrenalina (Lara y cols., 2001).

Se ha mapeado la inervacion autonémica del ovario en la fase folicular en doce especies
de mamiferos. Se documentd una rama de nervio adrenérgico denso que llega a la teca y se
evidencio la presencia de células nerviosas secretoras de dopamina en el foliculo de Graaf
de la vaca y la oveja (Stephenson y cols., 1981), también existen terminales nerviosas que
contienen dopamina en la capa de células de la teca y alrededor de las paredes de los
foliculos maduros en cobayas, pero no en la capa de células de la granulosa (Bahr y cols.,
1974).

El descubrimiento de la produccion de neurotropinas dependiente de gonadotropina por
los foliculos antrales en la oveja, proporcioné evidencia de un mecanismo mediante el cual
se puede lograr el control dinamico de la proliferacion neuronal de las estructuras ovaricas.
Hay evidencia indirecta que sugiere que los mecanismos dopaminérgicos locales afectan el
ovario (Mattioli y cols., 1999).

Las novillas alimentadas con festuca, planta que contiene alcaloides del tipo ergot y
agonistas de la dopamina, mostraron diferencias en la duracion del ciclo estral, en las
concentraciones de progesterona circulante, que mejor6 con un antagonista del RDA2 como
la domperidona (Jones y cols., 2003; Jones y cols., 2004). La domperidona no cruza la

barrera hematoencefélica, lo que sugiere un efecto local en el ovario (Barone, 1999).
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Ademas se sabe que el ovario cuenta con el sistema de recaptura de dopamina, en
células de la granulosa humana se encuentra el transportador de dopamina (DAT), la
catecol-O-metiltransferasa (COMT), las monoaminoxidasas A y B, asi como el
transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2), mientras que en cepas de ratas Wistar
y Sprague-Dawley se demostré que expresan tanto DAT como VMAT (Greiner y cols.,
2008; Saller y cols., 2014).

Vias de sefializacion de los receptores dopaminérgicos tipo 2

La activacion de la familia de los RDA2, se caracteriza por la inhibicion de la actividad
de la AC, y por lo tanto hay una inhibicion de la PKA y DARPP-32 como ya se ha
mencionado anteriormente. No obstante, unas pequefias y complejas diferencias en la
respuesta funcional y activacion de sefializacion han sido observadas en los receptores de
esta familia, en particular para el RDA3 (Beaulieu y cols., 2011). Por ejemplo, el RDA2
induce una fuerte inhibicion de AMPc inducido por forskolina acumulado en células
embrionarias de rifion humano (HEK-293), mientras la estimulacion de los RDA3
expresados en células HEK-293 trasnfectadas muestran un efecto bajo o inhibitorio en la
actividad de la AC (MacKenzie y cols., 1994). A pesar de ello, cuando los RDA3 fueron
expresados en una linea celular de neuroblastoma humano, los efectos fueron consistentes
con las células HEK-293 (Zaworski y cols., 1999). Las discrepancias podrian deberse a una
expresion diferencial de las isoformas de la AC, ya que los RDA3 pudieron inhibir la
actividad de la AC cuando se co-transfectaron con la isoforma V de la AC (ACV) pero no
con la isoforma VI (Missale y cols., 1998). Los RDA2 también modulan los canales de
potasio, proteina G acoplada al canal de K* rectificador interno (GIRK, por sus siglas en
inglés) que median la respuesta eléctrica neuronal, a través de GPCR acoplados a la
proteina Gai y también varian los efectos entre los receptores de esta familia, el efecto
parece ser a través de las subunidades Py para los RDA2 y los RDA4, pero no para los
RDA3 (Rangel-Barajas y cols, 2015) (Figura 10).

Ademas, se ha demostrado que los RDA2 pero no los RDAS3 se acoplan al canal GIRK

en las neuronas de la sustancia negra. Se ha informado que los RDA2 también pueden
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activar las vias relacionadas con la proliferacion celular, como la sefializacion de la

proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) (Beaulieu y cols., 2014).
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Figura 10. Vias de sefializacion intracelular activadas por los receptores dopaminérgicos tipo 2. Muestra los
efectos mediados por dopamina a través de receptores dopaminérgicos tipo 2, que se producen por una
activacion compleja de sefiales intracelulares que estdn relacionadas con eventos como el desarrollo
neurolégico, la degradacién proteasomal, la proliferacion celular y el proceso cognitivo. Los efectos
estimulantes se indican con flechas rojas, la flecha roja discontinua indica una activacion plausible y los
efectos inhibitorios en la linea azul terminados con un circulo. AMPc, monofosfato de adenosina 3'-5'-ciclico;
a/i/o ATP, proteina Go/i/o activa; PKCUC: proteina quinasa C atipica C; PKA, proteina quinasa A; DARPP-32,
fosfoproteina regulada por AMP ciclico y dopamina de 32 kDa; AC, adenilato ciclasa; PP1, PP2A o PP2B,
proteina-fosfatasa 1, 2A o 2B; MAPK, proteina quinasa activada por mitégeno; PKC, proteina quinasa C;
Akt, proto-oncogen viral del timoma; GSK-3, glucdgeno sintasa quinasa-3; PLCP, fosfolipasa isoforma beta
C; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinasa; PIP2, PIP3, fosfatidilinositol 2 y 3; IP3, trifosfato de inositol; Ca?*,
calcio; GIRK, canales de potasio regulados por proteinas G heterotriméricas; proteina quinasa activada por
mitdgenos MEK; Raf ,; ERK, proteina quinasa de cinasa regulada por sefial extracelular; PDK, quinasa
dependiente de fosfoinositido; mTOR, objetivo de rapamicina en mamiferos; p70S6, p70S6 quinasa; rpS6,
proteina ribosomal S6; 4E-BP, factor de iniciacion eucariético union a proteina 4E1 (Modificado de Rangel-
Barajas y cols., 2015).

La activacion de quinasas reguladas extracelularmente (ERK1 o ERK2) también se ha
observado en una variedad de lineas celulares, incluidas las células HEK-293, las células

células transformadas de fibroblastos renales del mono verde africano (COS-7) y las
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células de glioma C6, para esta via de sefializacion; los RDA2 y los RDA4 también
muestran algunas diferencias en la intensidad de la activacion de ERK o MAPK en
comparacion con los RDA3, utilizando compuestos altamente selectivos (Gonzalez y cols.,
2012). Por otro lado, el complejo GPCRs-B-arrestina también activa ERK o MAPK una vez
que el receptor se internaliza (Rangel-Barajas y cols., 2015). Recientemente se demostro
que el complejo de RDA2-arrestina puede activar ERK pero este efecto no se observo en
los receptores RDA3, sin embargo, en las mismas condiciones, se encontré que ERK podria
ser activado por los receptores RDA3 en las lineas celulares HEK-293 y COS-7 solo
cuando Gao se co-expresa pero no Gai, mientras que los receptores RDA2 pueden mediar
la activacion de ERK por ambas isoformas de proteinas Gai o por el complejo de los
RDAZ2-B-arrestina (Lefkowitz y Shenoy, 2005).

La estimulacion de los RDA2 activa la sefializacion del Akt (proto-oncogén viral del
timoma, también conocido como proteina quinasa B PKB) (Figura 10). In vivo se ha
demostrado la activacion de Akt en cuerpo estriado y células del nucleo accumbens (Nacc)

después de la administracion de agonistas para los RDA2 (Rangel-Barajas y cols., 2015).

1.7 Bloqueo farmacolégico con Sulpirida a los Receptores Dopaminérgicos tipo 2

La sulpirida es un polvo cristalino blanco, tiene una escasa liposolubilidad, esto hace
que sea dificil que atraviese la barrera hematoencefalica, y por lo tanto este farmaco suele
administrarse en dosis altas (Figura 11). Se disuelve en soluciones diluidas de acidos
minerales y en hidroxidos alcalinos. Es un farmaco perteneciente al grupo de los
antipsicoticos, es una benzamida. La sulpirida es un antagonista especifico de los RDA2,
también tiene afinidad por los RDA3 (Martin y cols., 1996; Palomo, 1991), actla a nivel
mesolimbico y no interactia significativamente con los receptores de otros
neurotransmisores, a diferencia de otros antagonistas como la clozapina o el haloperidol, lo
que significa que no se relaciona con el bloqueo serotoninérgico, muscarinico o o-
adrenérgico (Gibert-Rahola y Micd, 2009).

Los receptores periféricos de dopamina en los vasos sanguineos y el musculo liso
gastrointestinal son antagonizadcos por la sulpirida. Las propiedades farmacodinamicas que

distinguen a la sulpirida como un antipsicético atipico incluyen la falta de inhibicion de la
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estimulacion de la AC inducida por dopamina, una induccion débil de catalepsia, un
antagonismo débil de la locomocion inducida por apomorfina y la falta de inhibicién de la
conducta inducida por apomorfina en modelos animales (Caley y Weber, 1995). En
humanos, se observan propiedades desinhibitorias y falta de sedacion. Al igual que con
otros antagonistas del RDAZ2, la sulpirida tiene un pronunciado efecto estimulante sobre la
liberacion de prolactina de la glandula pituitaria (Wagstaff y cols., 1994).

Los RDA2 regulan los procesos motores, al encontrarse localizados en la zona estriada
palidal de los ganglios basales. Al igual que los receptores CB1, forman parte de la familia
de receptores acoplados a proteinas G de tipo inhibitorio, y su activacién tiene que ver con
la inhibicion de la liberacion de GABA ya que ejercen control sobre la sintesis de AMPc.
No obstante, la interaccion existente entre ambos receptores no es concluyente (Glass y
Felder, 1997).

El control que el sistema dopaminérgico ejerce sobre la liberacion de GABA, a través
del RDA2, ha demostrado en estudios in vitro, donde se determina que la liberacion de
[3 H]-GABA en secciones de proteinas G estimulantes disminuye en un 46% al estimular la
liberacion de dopamina por la administracion de metanfetamina, y este efecto se revierte al
administrar sulpirida, el antagonista de los RDA2. Este hecho demuestra que los RDA2
presentes en las terminales GABA-érgicas del globo palido externo regulan la liberacion de
GABA al espacio sinaptico, y los bloqueos farmacoldgicos ayudan a comprender estos

fendmenos fisiologicos (Floran y cols., 1997).
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Figura 11. Estructura quimica de la sulpirida (Nombre IUPAC N - [(1-etilpirrolidin-2-il) metil] -2-
metoxi-5-sulfamoilbenzamida (Wagstaff y cols., 1994).
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1.8 Estrés Oxidativo y Funciones Ovaricas

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre pro-oxidantes y antioxidantes.
Esta relacion puede alterarse por el aumento de los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y/o especies reactivas de nitrogeno (RNS), por una disminucién de los mecanismos
de defensa antioxidante o cambios en el entorno que repercuten en el organismo (Ruder y
cols., 2009; Al-Gubory y cols., 2010; Burton y Jauniaux, 2010) (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama esquematico que muestra el impacto del estrés en el resultado reproductivo. Cambios
ambientales, presiones y demandas y varios otros factores generan estrés psicologico. El estrés psicologico
induce cambios en el estilo de vida y la produccion de cortisol en las glandulas adrenales que afectan directa e
indirectamente a la fisiologia ovérica. Los cambios en el estilo de vida que incluyen el consumo de alcohol y
fumar llevan a aumentar el nivel de ROS. El aumento del nivel de ROS da como resultado un estrés oxidativo.
El aumento de cortisol y los niveles de estrés oxidativo afectan las funciones de las células de la granulosa,
posiblemente induciendo la apoptosis. La apoptosis de las células de la granulosa produce una reduccién de la
biosintesis de estradiol en el ovario, lo que reduce el crecimiento y el desarrollo de los ovocitos foliculares e
induce la apoptosis de los ovocitos. La apoptosis deteriora la calidad de los ovocitos, lo que lleva a un
resultado reproductivo deficiente en mamiferos, incluidos los humanos (Tomado de Prasad y cols., 2016).
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El estrés oxidativo puede llevar a una serie de enfermedades reproductivas, entre ellas
la endometriosis, el sindrome de ovario poliquistico (SOP) y la infertilidad inexplicable.
También puede causar complicaciones durante el embarazo, como el aborto espontaneo, la
pérdida recurrente de embarazo, la preclampsia y la restriccion del crecimiento intrauterino
(Al-Gubory y cols., 2010) (Figura 12).

El metabolismo aerobico estd asociado a la generacion de moléculas prooxidantes
Ilamadas radicales libres 0 ROS, que incluyen radicales hidroxilos (OH"), anién superoxido
(O2), perdxido de hidrogeno (H20.) y 6xido nitrico (NO). Existe una interaccion compleja
de los prooxidantes y antioxidantes, que resulta en el mantenimiento de la homeostasis
intracelular. Cuando hay un desequilibrio entre los prooxidantes y los antioxidantes, se
inicia un estado de estrés oxidativo (Agarwal, 2006).

Los radicales libres tienen un doble papel en el tracto reproductivo. También son
moléculas de sefial clave que modulan diversas funciones reproductivas. Los radicales
libres pueden influir en los ovocitos, espermatozoides y embriones en sus microentornos,
por ejemplo, liquido folicular, liquido hidrosalpingal (salpinges uterinas) y liquido
peritoneal. Estos microambientes tienen una relacion directa con la calidad de los ovocitos,
la interaccion de los ovocitos espermaticos, la implantacion y el desarrollo temprano del
embrion. El estrés oxidativo afecta tanto la implantacién como el desarrollo temprano del
embrion que determina un embarazo exitoso. Existe una compleja interaccion de citocinas,
hormonas y otros factores de estrés que afectan la generacion celular de radicales libres;
estas moléculas actian ain mas a través de la modulacion de muchos factores de
transcripcion y expresion génica. El estrés oxidativo esta involucrado en el funcionamiento
fisioldgico del tracto reproductivo femenino e influye en los resultados de la tecnologia de
reproduccion asistida (TAR) (Agarwal, 2006).

Biol6gicamente el sistema contiene una gran cantidad de Oz que actla como dirradical
(una molécula que tiene dos electrones no pareados en diferentes puntos de la molécula, de
modo que estos Ilamados centros radicales son independientes entre si), esto hace que el O
reaccione rapidamente con otros radicales, ademas de convertirlo en inestable. Los
radicales libres a menudo se generan a partir del propio O, y las especies parcialmente

reducidas resultan de procesos metabodlicos normales en el cuerpo. Las especies reactivas
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de oxigeno son productos intermedios prominentes y potencialmente tdxicos, que estan
comunmente involucrados en el estrés oxidativo (Kehrer, 2000). La reaccién de Haber-
Weiss, es el principal mecanismo por el cual se genera el radical hidroxilo que es altamente
reactivo (OH"). Esta reaccion puede generar mas radicales tdxicos a través de las
interacciones entre el anion superdxido (SO) y el peroxido de hidrogeno (H202) (Liochev,
1999; Kehrer, 2000). Sin embargo, se encontrd que esta reaccion era termodindmicamente
desfavorable en los sistemas bioldgicos. La reaccion de Fenton, que consiste en dos
reacciones, implica el uso de un catalizador de i6n metalico para generar OH.

Ciertos cationes metalicos, como el cobre (Cu*?) y el hierro (Fe?3*), pueden contribuir
significativamente a la generacion de ROS. Por otro lado, los quelantes de iones metalicos,
como el &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y la transferrina pueden unir estos
cationes metalicos y, por lo tanto, inhibir su reactividad (Halliwell y Gutteridge, 1990). Los
procesos fisioldgicos que utilizan O2 como sustrato, como las reacciones de oxigenasa y las
reacciones de transferencia de electrones (ET), crean grandes cantidades de ROS, de las
cuales el anion SO es el mas comun (Chandra y cols., 2009). La mayoria de las ROS se
producen cuando los electrones se escapan de la cadena respiratoria mitocondrial, también
conocida como la cadena de transporte de electrones (ETC). Otras fuentes del anién SO
incluyen la cadena corta de electrones en el reticulo endoplasmico, el citocromo P450 y la
enzima nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADPH) oxidasa, que genera
cantidades sustanciales, especialmente durante el embarazo temprano, y otras oxido-
reductasas (Burton y Jauniaux, 2010; Fujii y cols., 2005).

Las mitocondrias son fundamentales para las actividades metabdlicas en las células, por
lo que cualquier alteraciéon en sus funciones puede conducir a una generacion
profundamente alterada de adenosin trifosfato (ATP). La energia del ATP es esencial para
las funciones del gameto. Aunque las mitocondrias son sitios importantes de produccién de
ROS, el exceso de ROS puede afectar las funciones de las mitocondrias en ovocitos y
embriones. Esta disfuncion mitocondrial puede conducir a la detencion de la division
celular, desencadenada por el estrés oxidativo (Liu y cols., 2000). Un aumento moderado
en los niveles de ROS puede estimular el crecimiento y la proliferacion celular, y permite

las funciones fisiologicas normales. A la inversa, un exceso de ROS causard lesiones
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celulares (dafio al ADN, membranas lipidicas y proteinas). El anién SO se desintoxica
mediante las enzimas superoxido dismutasa (SOD), que lo convierten en H20». La catalasa
(CAT) y el glutation peroxidasa (GPx) degradan aun mas el producto final a agua (H20).
Aunque el H20> técnicamente no es un radical libre, generalmente se lo conoce como uno
debido a su participaciéon en la generacién y descomposicion de los radicales libres. La
defensa antioxidante debe contrarrestar la concentracion de ROS, ya que un aumento en el
anion SO y el H2O> puede generar un radical hidroxilo mas toxico; OH* que modifica las
purinas y pirimidinas, causando roturas de las cadenas de ADN y dafios en el mismo ADN.
Para mantener la homeostasis de los tejidos y limpiar las células dafiadas, la apoptosis es
clave en el desarrollo normal. La apoptosis es el resultado de una sobreproduccion de ROS,
la inhibicion de la ETC, la disminucion de las defensas antioxidantes y las proteinas

activadoras de la apoptosis, entre otras (Agarwal, 2004; Agarwal y cols., 2008).

Mecanismos antioxidantes

Los antioxidantes son eliminadores que desintoxican el exceso de ROS, lo que ayuda a
mantener el delicado equilibrio oxidante/antioxidante del cuerpo. Hay dos tipos de
antioxidantes: enzimaticos y no enzimaticos.

Antioxidantes enziméticos: los antioxidantes enzimaticos poseen un centro metalico,
que les brinda la capacidad de tomar diferentes valencias a medida que transfieren
electrones al equilibrio de las moléculas para el proceso de desintoxicacion. Neutralizan el
exceso de ROS y previenen el dafio a las estructuras celulares. Las enzimas antioxidantes
endogenas incluyen SOD, CAT, GPx y glutation oxidasa. La eliminacion del anion SO a
H20. por SOD es fundamental para las reacciones antioxidantes. La enzima SOD existe
como tres iso-enzimas: SOD1, SOD2 y SOD3. La SOD 1 contiene Cu y zinc (Zn) como
cofactores metalicos y se encuentra en el citosol. SOD2 es una isoforma mitocondrial que
contiene manganeso (Mn), y SOD3 codifica la forma extracelular. SOD3 es
estructuralmente similar a Cu, Zn-SOD, ya que contiene Cu y Zn como cofactores (Fujii y
cols., 2005).

La familia de enzimas glutation (GSH) incluye GPx, GST (glutation transferasa) y GSH

reductasa. GPx utiliza la forma reducida de GSH como un donante de H* (cation
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hidrdgeno) para degradar los peréxidos. El agotamiento de GSH resulta en dafio al ADN e
incrementa las concentraciones de H>O2; como tal, el GSH es un antioxidante esencial.
Durante la reduccion de H202 a H2O y Oz, el GSH se oxida a GSSG (glutation oxidado) por
GPx. El glutation reductasa participa en la reaccion inversa, y utiliza la transferencia de un
proton donante de NADPH a GSSG, y esto se convierte en un reciclaje de GSH.

La GPx existe en cinco isoformas: GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 y GPx5. GPx1 es la
isoforma citosélica que se distribuye ampliamente en los tejidos, mientras que GPx2
codifica una forma gastrointestinal sin funcidn especifica; GPx3 esta presente en plasma y
fluido del epididimo. La GPx4 desintoxica especificamente el hidroperdxido de fosfolipido
dentro de las membranas bioldgicas. La vitamina E (a-tocoferol) protege a las células
deficientes de GPx4 de la muerte celular. GPx5 se encuentra en el epididimo (Maiorino y
cols., 2003). El glutation es el principal tampon de tiol en las células y se forma en el
citosol a partir de la cisteina, el glutamato y la glicina. Sus niveles se regulan a través de su
formacion de novo, que es catalizada por las enzimas vy-glutamilcisteina sintetasa y
glutation sintetasa. En las células, el GSH desempefia multiples funciones, que incluyen el
mantenimiento de las células en un estado reducido y la formacion de conjugados con
algunos compuestos enddgenos y xenobioticos peligrosos (Fujii y cols., 2005; Perkins y
cols., 2006; Ruder y cols., 2009).

Antioxidantes no enzimaticos: los antioxidantes no enzimaticos consisten en
suplementos dietéticos y antioxidantes sintéticos como la vitamina C, GSH, taurina,
hipotaurina, vitamina E, Zn, selenio (Se), pB-caroteno, y caroteno. La vitamina C (&cido
ascorbico) es un conocido catalizador redox que puede reducir y neutralizar las ROS. Su
forma reducida se mantiene mediante reacciones con GSH y puede ser catalizada por la
proteina disulfuro isomerasa y glutaredoxinas (Sharma y Agarwal, 2004).

El glutation es un péptido que se encuentra en la mayoria de las formas de vida
aerobica, ya que se produce en el citosol a partir de cisteina, glutamato y glicina. Tambien
es el principal antioxidante no enzimatico que se encuentra en los ovocitos y embriones
(Ruder y cols., 2009). Sus propiedades antioxidantes se derivan del grupo tiol de su
componente de cisteina, que es un agente reductor que permite que se oxide

reversiblemente y se reduzca a su forma estable (Sharma y Agarwal, 2004). Los niveles de
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GSH estéan regulados por su formacién de novo, que es catalizada por las enzimas gamma-
GCS y glutation sintetasa (Agarwal, 2004). EIl glutation participa en reacciones, incluida la
formacion de disulfuro de glutation, que se transforma de nuevo en GSH por la glutation
reductasa a expensas de NADPH (Behrman y cols., 2001; Sharma y Agarwal, 2004; Fujii y
cols., 2005).

La cisteina y la cisteamina (CSH) aumentan el contenido de GSH del ovocito. La
cisteamina también actia como un eliminador y es un antioxidante esencial para el
mantenimiento de altos niveles de GSH. Ademas, la CSH se puede convertir en otro
antioxidante, la hipotaurina. Las concentraciones de muchos aminodcidos, incluida la
taurina, fluctian considerablemente durante la foliculogénesis. La taurina y la hipotaurina
son eliminadores que ayudan a mantener la homeostasis redox en los gametos. Ambos
neutralizan los productos de la lipoperoxidacion, y la hipotaurina neutraliza ain mas los
radicales hidroxilos (Guerin, 2001; Orsi y cols., 2005).

Al igual que GSH, el sistema de Tiorredoxina (Trx) regula las funciones de los genes y
coordina diversas actividades enzimaticas. Desintoxica el H2O2 y lo convierte a su estado
reducido a través de la Trx reductasa (Borchert y cols., 2003). Normalmente, Trx esta
vinculado a la sefial reguladora de la apoptosis quinasa 1 (ASK1), por lo que queda
inactivo. Sin embargo, cuando el grupo tiol de Trx se oxida por el anion SO, ASK1 se
separa de Trx y se activa, lo que lleva a una mejor apoptosis. ASK1 también puede
activarse por exposicion a H20- o por hipoxia re-oxigenacion, e inhibirse por las vitaminas
C y E (Borchert y cols., 2003; Chandra y cols., 2009). El sistema Trx también desempefia
un papel en la reproduccién femenina y el desarrollo fetal al participar en el crecimiento
celular, la diferenciacién y la muerte. El plegamiento incorrecto de la proteina y la
formacion de enlaces disulfuro pueden ocurrir a través de la liberacion de iones H* del
grupo tiol de la cisteina, lo que conduce a una funcion de la proteina desordenada,
agregacion y apoptosis (Burton y Jauniaux, 2010). La vitamina E (o-tocoferol) es una
vitamina soluble en lipidos con actividad antioxidante. Se compone de ocho tocoferoles y
tocotrienoles, es importante en las actividades antioxidantes porque reacciona con los
radicales lipidicos producidos durante la lipoperoxidacion. Esta reaccion produce a-

radicales tocoferoxilo (vitamina E oxidada) que pueden ser transformados de nuevo a la
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forma activa reducida reaccionando con otros antioxidantes como ascorbato (es una sal
sodica del acido ascorbico), retinol o ubiquinol (Behrman y cols., 2001).

La hormona melatonina es un antioxidante que, a diferencia de las vitaminas C, E y
GSH, es producida por el cuerpo humano. Sin embargo, a diferencia de otros antioxidantes,
la melatonina no puede experimentar un ciclo redox; una vez que se oxida, la melatonina no
puede volver a su estado reducido porque forma productos finales estables después de que
se produce la reaccién (Shkolnik y cols., 2011). La transferrina y la ferritina, ambas
proteinas de union al hierro, desempefian un papel en la defensa de los antioxidantes al
prevenir la catalizacién de los radicales libres a traves de la quelacion (formacion de
complejos con iones de metales pesados).

Se requieren nutrientes como Se, Cu y Zn para la actividad de algunas enzimas
antioxidantes, aungque no tienen accién antioxidante en si mismas.

El estrés oxidativo se produce cuando la produccién de ROS supera los niveles de
antioxidantes y puede tener efectos perjudiciales en las capacidades reproductivas
masculinas y femeninas. De todos modos, debe recordarse que el estrés oxidativo también
se considera un estado fisioldgico normal, que es esencial para muchos procesos
metabolicos y sistemas bioldgicos para promover la supervivencia celular (Agarwal y cols.,
2012).

Mecanismos de sefializacion redox: los estados redox del ovocito y del metabolismo
embrionario estan fuertemente determinados por las enzimas oxidorreductasas que realizan
reacciones de oxidacion o reduccion, y por lo tanto se denominan reacciones redox
(Agarwal y cols., 2008). Las fuentes significativas de ROS en los foliculos de Graaf
incluyen a los macréfagos, neutréfilos y células de la granulosa. Durante la foliculogénesis,
los ovocitos estan protegidos del dafio oxidativo por antioxidantes como la catalasa, SOD,
glutation transferasa, paraoxonasa, proteina de choque térmico (HSP) 27 y proteina
isomerasa (Angelucci y cols., 2006).

Una vez ensambladas, las ROS son capaces de reaccionar con otras moléculas para
interrumpir muchos componentes y procesos celulares. La produccién continua de ROS en
exceso puede inducir resultados negativos en muchos procesos de sefializacion (Agarwal y

cols., 2008). Las ROS no siempre apuntan directamente a la via; en cambio, pueden
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producir resultados anormales al actuar como segundos mensajeros en algunas reacciones
intermedias (Irani, 2000). El dafio inducido por ROS puede ocurrir a través de la
modulacion de la expresion de citocinas y sustratos proinflamatorios, mediante la
activacion de los factores de transcripcion sensibles a redox como el factor de transcripcion
redox AP (AP-1), la proteina supresora de tumores (p53) y el factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kappa B), es un complejo proteico
que controla la transcripcion del ADN. En condiciones estables, el NFkB permanece
inactivo por subunidad inhibitoria, 1xB. ElI aumento de las citoquinas proinflamatorias
como la interleucina-1 beta (IL) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) activa la
cascada de apoptosis, causando la muerte celular. A la inversa, los antioxidantes como la
vitamina C y E, y la sulfalazina pueden prevenir este dafio al inhibir la activacion de NFkB
(Cindrova-Davies y cols., 2007).

Los ataques deletéreos por exceso de ROS pueden finalmente terminar en muerte
celular y necrosis. Estos ataques dafinos estan mediados por los siguientes mecanismos,
mismos que implican el despliegue de procesos especializados (Burton y Jauniaux, 2010)
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Mecanismos especializados relacionados con el estrés oxidativo

A. Apertura de los canales idnicos El exceso de ROS conduce a la liberacion de Ca? *del reticulo
endoplasmico, lo que resulta en la permeabilidad mitocondrial. En
consecuencia, el potencial de la membrana mitocondrial se vuelve
inestable y cesa la produccién de ATP.

B. Lipoperoxidacion Esto ocurre en areas donde prevalecen las cadenas laterales de &cidos
grasos poliinsaturados. Estas cadenas reaccionan con Oz, creando el
radical peroxilo, que puede obtener H* de otro acido graso, creando
una reaccién continua. La vitamina E puede romper esta reaccion en
cadena debido a su solubilidad en los lipidos y su cola hidrofébica.

C. Maodificaciones de proteinas: los La oxidacion directa de las cadenas laterales puede conducir a la
aminoacidos son objetivos del dafio formacién de grupos carbonilo.
oxidativo

D. Oxidacion del ADN El ADN mitocondrial es particularmente propenso al ataque de ROS
debido a la presencia de O2 en la ETC (cadena de transporte de
electrones), la falta de proteccidn de las histonas y la ausencia del
ETC, la falta de proteccidn de histonas y la ausencia de mecanismos
de reparacion.

El cuerpo humano esta compuesto de muchas vias de sefializacion importantes. Entre

las vias de sefializacion méas importantes en el cuerpo esta la proteina quinasa activada por
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mitdgenos (MAPK) (Boutros y cols., 2008). Las vias de MAPK son los principales
reguladores de la transcripcion de genes en respuesta al sistema operativo. Sus cascadas de
sefializacion estan controladas por fosforilacion y desfosforilacion de residuos de serina y/o
treonina. Este proceso promueve las acciones de la tirosina quinasa receptoras, las proteinas
tirosina quinasas, los receptores de citoquinas y los factores de crecimiento (Brown y
Sacks, 2009). Las cantidades excesivas de ROS pueden alterar los efectos normales de estas
cascadas de sefializacion. Otras vias que pueden ser activadas por ROS incluyen las
quinasas c-Jun N-terminal (JNKs) y las vias de las proteinas quinasas activadas por
mitdgeno p38 (p38). La via JNK evita la fosforilacion debido a su inhibicion por la enzima
GST. La adicion de H»O2 a esta cascada puede alterar el complejo y promover la
fosforilacion (Kamata y cols., 2005; Nagai y cols., 2007). La presencia de ROS también
puede disociar el complejo ASK1-Trx activando la quinasa (Matsuzawa e Ichijo, 2008). La
concentracion de Ca? *debe estar bien regulada, ya que juega un papel importante en
muchos procesos fisioldgicos. La presencia de cantidades excesivas de ROS puede
aumentar los niveles de Ca?*, promoviendo asi su participacién en vias como las vias
dependientes de la CaM, (Droge, 2002; Harvey y cols., 2002). Los factores inducibles por
hipoxia (HIF) se controlan mediante la concentracion de O». Son esenciales para el
crecimiento y desarrollo embrionario normal. Los niveles bajos de O, pueden alterar los
procesos reguladores de HIF mediante la activacion de la eritropoyetina, otro factor
esencial para el correcto crecimiento y desarrollo embrionario. La preservaciéon de las
funciones celulares fisiologicas depende del equilibrio homeostatico entre oxidantes y

antioxidantes (Harvey y cols., 2002; Dennery, 2004).

Funcién ovéarica'y ROS

El metabolismo aerdbico que utiliza Oz es esencial para los requerimientos de energia
de los gametos, y los radicales libres desempefian un papel importante en los procesos
fisiologicos dentro del ovario (Figura 13). Muchos estudios han demostrado la
participacion de las ROS en el entorno del fluido folicular, foliculogénesis vy
esteroidogénesis (Cindrova-Davies y cols., 2007; Al-Gubory y cols., 2010). El papel de las
ROS vy las enzimas antioxidantes, la superoxido dismutasa de cobre zinc (Cu-Zn SOD), la
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superoxido dismutasa de manganeso (MnSOD) y GPx, en la maduracién de los ovocitos
fue proporcionado utilizando métodos de localizacion inmunohistoquimica, expresion de
ARNmM y acido tiobarbitarico que sugirieron un papel complejo en la ovulacion y la funcion

lutea en el ovario humano (Riley y Behrman, 1991; Tamate y cols., 1995) (Figura 13).

Foliculogénesis Ovulacién
) )

Catalasa :GSH' —]| Apoptosis

Foliculo ;
primario FOllClllO‘ Foliculo antral
secundario g
LH+ FSH+

Glandula pituitaria | =———

E> Promueven

— Inhiben

Figura 13. Representacion esquematica de la regulacién antioxidante en el desarrollo folicular. El proceso de
desarrollo folicular se inicia con foliculos primordiales a foliculos primarios, seguido de foliculos secundarios
y foliculos terciarios. Los foliculos preovulatorios se forman bajo la estimulacién de la FSH vy, finalmente, la
ovulacion se desencadena por un aumento de la hormona luteinizante (LH). Todos estos eventos consecutivos
y sincronizados estdn acompafiados por la produccién y eliminacion de ROS. Los antioxidantes estan
fuertemente modulados durante este proceso. La expresién de catalasa y GSH en los foliculos mejora con el
crecimiento folicular, mientras que la actividad SOD se reduce en la foliculogénesis. Se demostré que la SOD
tiene efectos inhibitorios sobre la sintesis de estrégenos al inhibir la actividad de la aromatasa inducida por
FSH en las células de la granulosa cultivadas, mientras que la actividad de la enzima SOD se correlaciona
positivamente con los niveles de estradiol en el liquido folicular. Se puede producir una gran cantidad de ROS
durante la esteroidogénesis, especialmente durante la conversion de colesterol a pregnenolona a través del
citocromo P450scc. La gonadotropina induce la regulacion positiva de antioxidantes como la catalasa; GSH
en los foliculos protege a los ovocitos del estrés oxidativo generado por procesos metaholicos fisiologicos,
como la esteroidogénesis, en el ovario (Modificado de Wang y cols., 2017).

Se ha demostrado que el estrés oxidativo afecta el cuerpo lGteo y la capacidad

esteroidogénica tanto in vitro como in vivo. En un estudio en el que utilizaron cuerpos
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luteos recolectados de pacientes embarazadas y no embarazadas, se observd que en
situaciones normales la expresion Cu-Zn SOD, es paralela a los niveles de progesterona,
con un aumento de la fase luteal temprana a la fase lGtea media y una disminucion durante
la regresion del cuerpo Idteo. Sin embargo, la expresion de ARNm de Cu-Zn SOD en el
cuerpo lateo durante el embarazo fue mucho mayor que la de los cuerpos lateos en la mitad
del ciclo. Este factor aumentd la expresion de SOD durante el embarazo, posiblemente
causada por el aumento de los niveles de gonadotropina corionica humana (hCG), y puede
ser la causa de la apoptosis de los cuerpos luteos (Agarwal y cols., 2012).

Del mismo modo, las enzimas antioxidantes GPx y MnSOD se consideran los
marcadores para la maduracion citoplasmica, ya que se expresan solo en los ovocitos en
metafase Il (Mouatassim y cols., 1999). La disminucién del potencial de desarrollo de los
ovocitos de los foliculos pobremente vascularizados también se ha atribuido a la baja
oxigenacidn intrafolicular (Chui y cols., 1997; Van Blerkom y cols., 1997).

Una lipoperoxidacion intensificada en el foliculo de Graaf preovulatorio y que la GPx
puede ayudar a mantener niveles bajos de hidroperdxidos dentro del foliculo, lo que sugiere
un papel importante del estrés oxidativo en la funcion ovarica (Paszkowski y cols., 1995;
Jozwik y cols., 1999). El estrés oxidativo y el proceso inflamatorio toman su lugar en la
fisiopatologia de la enfermedad del ovario poliquistico y los farmacos como la rosiglitazona
puede ser eficaz al disminuir los niveles de estrés oxidativo (Sabuncu y cols., 2001; Yilmaz
y cols., 2005).

Los cambios ciclicos en el endometrio estadn acompafiados por cambios en la expresion
de varios antioxidantes en el endometrio. La tiorredoxina, tiene una mayor expresion en la
fase secretora temprana y esto podria ser importante para la implantacion (Maruyama y
cols., 1997).

La alteracion dirigida del gen de la tiorredoxina en ratones se asocio con los efectos
letales en el embrion temprano (Matsui y cols., 1996).

Ademas, se observé un aumento de la expresion de SOD en el endometrio en la fase
secretora tardia, justo antes de la menstruacién. Se observd que la expresion de MnSOD
inducida por el TNF-a en las células del estroma endometrial humano era mediante la

activacion del NFkB (Sugino y cols., 2002). La extraccion de estrogeno o progesterona

38



condujo a un aumento de la expresion del ARNm de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y un
aumento de la sintesis de prostaglandina F2a (PGF2a) en células endometriales in vitro.
Estos estudios sugieren un papel para la activacion de NFkB mediada por ROS en la
fisiologia endometrial en relacién con la implantacion y/o la menstruacion (Sugino y cols.,
2004).

2. ANTECEDENTES
Bloqueos farmacolodgicos a la Dopamina

Dominguez y colaboradores (1987) evaluaron los efectos del antagonista inespecifico
de la dopamina: haloperidol, en diferentes fases del ciclo estral sobre la ovulacion
espontanea y la distribucién de la poblacion folicular de los ovarios de la rata adulta. En
este experimento se utilizaron ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro dias
(animales ciclicos) que fueron inyectadas con haloperidol (2.5 mg/kg de peso; i.m.), a las
08:00, 13:00 y 20:00 h del dia del estro, diestrol, diestro 2 o proestro, y todas ellas se
sacrificaron en la mafiana del estro esperado. El haloperidol inhibi6 la ovulacion cuando se
administro en los dias del estro y diestro-1 pero fue menos efectivo cuando se inyect6 en el
diestro-2 y en el proestro; la poblacion folicular mostr6 alteraciones en el crecimiento de
los foliculos que dependieron del momento en que se bloquearon los receptores
dopaminérgicos. Estos resultados permitieron sugerir que la informacién dopaminérgica en
la primera mitad del ciclo estral es fundamental para que la secuencia de eventos
neuroendocrinos y endocrinos que culminan con la ovulacion se lleve a cabo de manera
normal, lo que aparentemente es diferente en la segunda mitad del ciclo estral.

Se ha reevaluado la participacion de la dopamina en la regulacion del ciclo estral y la
ovulacion espontanea de la rata y se han confirmado las observaciones de Dominguez y
colaboradores (1987). La administracion subcutanea de una dosis Unica de haloperidol en la
primera (Ramirez-Avila, 2001) o en la segunda mitad del ciclo estral (Pastelin-Rojas, 2003)
interrumpe el ciclo e inhibe de modo claro la secrecion de gonadotropinas y de estrogenos.

En estos trabajos, independientemente del momento del ciclo estral en que se realiz6 el
blogueo de los receptores dopaminérgicos, el desarrollo folicular se ve interrumpido y los

indices de atresia se incrementan casi de manera absoluta en todos los animales. Si bien estos
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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 nos permitid suponer que el bloqueo farmacoldgico de los receptores dopaminérgicos
de los ovarios pudiera involucrar de manera directa mecanismos enddcrinos, neuroendocrinos
y nerviosos que son indispensables en el autocontrol de la funcion ovérica dentro del eje
Hipotalamo-Adenohipofisis-Gonada.

El efecto preferente de la sulpirida sobre estructuras limbicas (relacionado con la accién
antipsicotica de los neurolépticos), junto con su escasa actividad en areas nigro-estriatiales
(relacionada con los efectos extrapiramidales), podria estar favoreciendo una accion
antipsicotica especifica sin acompafiarse de los importantes efectos extrapiramidales
provocados por otros neurolépticos tipicos como el haloperidol. Por otro lado, a diferencia
de otros neurolépticos como la clozapina o el haloperidol, la sulpirida no interactia
significativamente con receptores de otros neurotransmisores, por lo que su perfil atipico no
parece relacionarse con el bloqueo serotoninérgico, muscarinico o alfa-adrenérgico
(Palomo, 1991).

Estudios en los que se han utilizado agonistas y antagonistas de la dopamina alteran los
eventos reproductivos en el ovario. Nuestro grupo de investigacion ha mostrado
recientemente la importancia del sistema dopaminérgico ovarico (Venegas y cols., 2015),
confirmando las observaciones de Dominguez y colaboradores (1987) hace tres décadas. Se
corrobord que en el modelo de la rata adulta con ciclos estrales regulares de cuatro dias
(animales ciclicos), en el dia del diestro 1, el sistema de receptores dopaminérgicos del
ovario es indispensable para que se presente la ovulacién en la mafiana del estro esperado.

Este estudio se realizd al administrar de forma local, tres diferentes antagonistas
dopaminérgicos: haloperidol (antagonista inespecifico de los receptores a la dopamina), un
antagonista especifico del RDA2 como la sulpirida y un antagonista especifico del RDA1
como el SCH23390; estos antagonistas se inyectaron dentro de las bursas ovaricas en
diferentes horarios a lo largo del ciclo estral. De manera interesante, la sulpirida y
haloperidol se comportaron de manera semejante, inhibiendo la ovulacion espontanea

cuando se administré desde la noche del estro, hasta la mafiana del diestro 2, lo que no
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ocurrio cuando se inyectd el SCH23390, que inhibid la ovulacion espontanea solo en la
mafiana y noche del diestro 1.

La dopamina 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 receptores
dopaminérgicos, excepto el RDA3. En el ovario de rata se encontré el ARNm de los RDA1
y RDAZ2 en cuerpos llteos y tejido intersticial mientras que en los foliculos ovaricos es
moderada su presencia (Rey-Ares et al, 2007).

Con base en lo anterior, no hay suficiente evidencia que describa el papel funcional de
la dopamina presente en los tejidos ovaricos. Los diferentes estudios que abordan el andlisis
del papel de la inervacion ovarica sobre las funciones de la gonada se han enfocado en los
sistemas noradrenérgicos y peptidérgicos, funciones que se afectan sensiblemente cuando
se modifican las influencias nerviosas que llegan al ovario. Incluso, se ignora si la
dopamina detectada en los compartimentos anatémicos funcionales del ovario procede de
terminales nerviosas o de algln otro tejido ovarico.

Por lo tanto, el antagonismo de los receptores dopaminérgicos del ovario permitiria
analizar el papel funcional de la dopamina y sus receptores en el eje anatdbmico-funcional
hipotalamo-adenohipdfisis-gbnada. En este proyecto de tesis, nos enfocaremos en las
posibles funciones del RDA2.

Dopamina y Especies Reactivas al Oxigeno en la Reproduccion

Recientemente, se ha probado que la dopamina puede incrementar las ROS, en células
de la granulosa humana, incremento que es independiente de la union a su receptor, pero si
a traves del sistema de recaptura y su metabolismo. Este efecto se vio en pacientes con SOP
y en mujeres sanas, donde se demostrd que la dopamina 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 probo el uso de
inhibidores del DAT y de las MAOs en cultivo de células de la granulosa de mujeres sanas,

las cuales habian sido estimuladas previamente con dopamina lo que provoco la
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disminucion de la concentracion de ROS, provocando modificaciones sobre las funciones
de los ovarios que muestran los pacientes con SOP (Saller y cols., 2014).

El papel de las ROS en el tejido ovarico alin es tema de debate. Finkel (2011) propuso
la idea de que las ROS pueden ser moléculas de importantes sefiales fisiologicas de las
celulas del ovario. Un estudio hecho en ratones donde se utilizaron antioxidantes
inyectados en la bursa ovérica demostré que las ROS son necesarias para los eventos
ovulatorios, incluyendo la expansion del cumulus y la produccién de progesterona inducida
por LH en los foliculos preovulatorios. Estos bloqueadores de las ROS disminuyeron
también la tasa de ovocitos liberados. En células de la granulosa, los ROS actlan como
mediadores de la LH, del factor de crecimiento epidérmico y de la via de sefializacion de la
cinasa activada por mitégenos (MAPK) lo que implica que, al menos en los roedores, las
ROS desempefian un papel importante en la sefializacion redox en el ovario (Agarwal y
cols., 2012; Shkolnik y cols., 2011).

Los efectos observados por el bloqueo farmacolégico del RDA2 podrian explicarse por la
expresion diferencial de los receptores de acuerdo al dia del ciclo estral y por ovario; es decir,
que en los dias donde se encontraron cambios por la administracién de los antagonistas sean
los dias de mayor expresion de los receptores y que al bloquear un receptor particular, el
sistema responda para compensar la disminucién de sus funcion incrementando la expresion
de los receptores blogueados ademas del incremento en la concentracion de dopamina dando
como resultado la “desregulacion” de la funcion ovarica modulada por el sistema
dopaminérgico ovarico. Por otra parte, el incremento de dopamina ovaérica resultaria en un
incremento de su metabolismo, una mayor actividad por parte del DAT, las MAO y COMT
para la generacién de acido homovanilico y peréxido de hidrégeno, el aumento de las ROS
provocaria a su vez un desequilibrio en el balance oxido-reduccién con efectos que podrian
influir sobre la ovulacién. Aungue, hasta hoy, aln no existe evidencia que respalde esta
hipotesis.

La formacion de ROS es importante para la ovulacion, se ha demostrado que al
administrar antioxidantes directamente en las bursas ovaricas de ratones hormonalmente
inducidos a ovular reduce la cuota ovulatoria de estos animales, los antioxidantes previenen

la expansion del cumulus inducido por la LH esto es necesario para que se lleve a cabo la
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ovulacion, en el mismo estudio utilizaron perdéxido de hidrogeno el cual resulto tener un
efecto muy similar a la LH, esto sugiere que la produccién de ROS en los ovarios es un
evento de sefializacion preovulatorio esencial, muy probablemente desencadenado

transitoriamente por LH (Shkolnik y cols., 2011).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha sefialado, es probable que exista una relacion funcional entre la dopamina y
la generacion de las ROS pero se tiene escasa informacion sobre el papel de la sefial
dopaminérgica a lo largo del ciclo estral y los indices de estrés oxidativo en la rata adulta.
El papel que juega la dopamina y el estrés oxidativo en el ovario ha sido tema de analisis de
varios investigadores y se especula sobre esta relacion y el desarrollo de ciertas patologias
que comprometen la fertilidad en las hembras.

El impacto del estrés oxidativo sobre la ovulacion y las funciones reproductivas cuando
se bloguean las funciones de la dopamina, aun no es del todo claro, por lo que el presente
trabajo pretende analizar el efecto de la interrupcién de la sefial dopaminérgica en
diferentes momentos del ciclo estral de la rata y con ello, intentar describir el papel de la
dopamina ovarica en la integracion de sefiales enddcrinas y neuroenddcrinas que operan en
el eje hipotdlamo-adenohipofisis-ovario que conducen a la ovulacion en la rata. Por tanto,
la pregunta de investigacion seria: ¢ De qué manera influye la presencia de la dopamina y la

generacion de las ROS en los ovarios en los diferentes dias del ciclo estral en la rata adulta?

4. JUSTIFICACION
Existe un creciente interés por dilucidar las causas de diferentes sindromes y patologias
ovaricas que producen infertilidad o problemas en la ovulacion, enfermedades como el SOP,
las que pudieran deberse a disfunciones del eje hipotalamo-hipdfisis-gdnada.
Si estos trastornos de la funcion reproductiva son ocasionados por deficiencia en los
mecanismos de sefiales humorales, otros podrian ser explicados por alteraciones en las

sefiales nerviosas de ingreso y salida por los ovarios; aunque no ha sido demostrado el papel
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funcional de esta sefial quimica. El propdsito del presente trabajo fue analizar los efectos del
antagonismo hacia el RDA2 y analizar los efectos sobre la ovulacion esponténea y las
concentraciones de las ROS y algunos metabolitos indicadores de lipoperoxidacion a lo

largo del ciclo estral en los ovarios de la rata.

5. HIPOTESIS
La microinyeccion dentro de las bursas ovaricas con el antagonista sulpirida, en los
diferentes dias del ciclo estral, induce cambios en la ovulacion espontanea, en la generacion

de indicadores de lipoperoxidacion y de especies reactivas al oxigeno.

6. OBJETIVOS

6.1. General:

Analizar los efectos de la microinyeccién sulpirida dentro de las bursas ovaricas en
ratas adultas ciclicas, en diferentes dias del ciclo estral, sobre la ovulacion espontanea, la
generacion de indicadores de lipoperoxidacion y de especies reactivas al oxigeno.

6.2 Particulares:
6.2.1 Analizar los efectos de la microinyeccion de sulpirida, en los diferentes dias del

ciclo estral sobre la ovulacion espontanea y la duracion del ciclo.
6.2.2 Analizar los efectos de la microinyeccion de sulpirida en los diferentes dias del

ciclo estral, sobre la generacion de indicadores de lipoperoxidacién y las especies reactivas

al oxigeno.
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7. METODOLOGIA
7.1 Animales de Experimentacion y Control del Ciclo Estral

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa ClI-ZV, con edades de 90-120 dias y con
peso corporal de 200-250 g, mantenidas en condiciones de iluminacién controlada (14 h
luz/10 h oscuridad; luces de las 05:00 h a las 19:00 h) y con libre acceso al agua y al
alimento balanceado. Todos los animales incluidos en los experimentos fueron tratados de
acuerdo con la NOM-062-Z00-1999.

Con el fin de controlar las fases del ciclo reproductor, se realizaron los registros del
ciclo estral por medio de frotis vaginales que se tomaron diariamente entre las 09:00 y las
10:00 h. Una vez que los animales presentaron tres ciclos consecutivos de cuatro dias de
duracién (diestro 1, diestro 2, proestro y estro; ratas ciclicas) fueron asignados a los
diferentes grupos experimentales (los numeros entre paréntesis indican el total de animales
utilizados por cada grupo experimental, siendo una N=138, sumando todos los grupos

experimentales) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Distribucion de los grupos (tratamientos) y subgrupos (dias del ciclo estral)
experimentales utilizados en el proyecto de tesis. Todos los animales fueron tratados y
sacrificados (eutanasia) de acuerdo con lo recomendado en la NOM-062-Z00-1999, en la
mafiana (09:00 y 10:00h) del siguiente estro vaginal observado (EVO) o entre las 13:00-14:00 h
de cada dia del ciclo estral (autopsia cada 24 horas después de la microinyeccidn de la solucién
de sulpirida o del &cido ascérbico 0.1% (vehiculo).

Diestro 1 Diestro 2 Proestro Estro o EVO*
Control 6 6 6 6*
Vehiculo 6 6 6 6 (24%)
Sulpirida 6 6 6 6 (24%)
Vehiculo 12 6 6 6 (30)
Sulpirida 18 6 6 6 (36)
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7.2 Microinyeccion del antagonista especifico: sulpirida sobre la ovulacion espontanea y
la secrecion de gonadotropinas (estimada por la duracion del ciclo estral).

Entre las 13:00-14:00 h del diestro 1, diestro 2, proestro o estro, se formaron grupos de
animales ciclicos que fueron sedados con vapores de isoflurano y sometidos a laparotomia
dorso-bilateral a nivel de la region inguinal, se exteriorizaron los ovarios y se realizd una
microinyeccion dentro de cada bursa ovérica con ayuda de una bomba de nanoperfusion
molar, se administré 20 uL de solucion de sulpirida (100pg/ovario). Como grupos testigo,
se utilizaron animales ciclicos que recibieron la microinyeccién en las bursas ovaricas del
vehiculo: acido ascorbico al 0.1%.

En todos los animales, se reanudo el registro del ciclo estral al dia siguiente y todos los
animales fueron sacrificados entre las 09:00 y 10:00 h del siguiente estro vaginal observado
(EVO) y se registré la duracién del ciclo estral en cada grupo. Como grupos control
absolutos, se utilizaron animales ciclicos intactos que fueron sacrificados en la mafiana del
EVO, luego de tres o cuatro ciclos estrales consecutivos de cuatro dias de duracion.

Para realizar la autopsia, los animales fueron sedados con vapores de isoflurano. Se
disecaron los ovarios y los oviductos, en estos ultimos se buscaron los signos de ovulacion
y se contd el numero de ovocitos liberados. Los ovarios, fueron manejados en frio, pesados
en balanza de precision 0.1 mg y almacenados en congelacién a -40°C hasta el momento de
su andlisis para los indicadores de lipoperoxidacion y de las ROS, como se indica a

continuacion.

7.3 Sulpirida: cuantificacion de los indicadores de lipoperoxidacion y especies reactivas
al oxigeno en los ovarios.

Para extraer los indicadores de lipoperoxidacion y de las ROS, con ayuda de un
homogenizador, cada ovario fue triturado en hielo, fue pulverizado exhaustivamente;
posteriormente se centrifugo a 3500 RPM durante 40 minutos para obtener el sobrenadante,
que se utilizd para el ensayo de los indicadores de lipoperoxidacion (cuantificacion de
malondilaldehido, MDA, y 4-Hidroxi-Alguenales, 4-HDA) y ROS, por medio de la técnica

de Gérard-Monnier.

46



Las concentraciones de MDA y de 4-HDA fueron cuantificados por el método de
Gerard-Monnier; se tomaron 100 pL del sobrenadante y se le adicionaron 650 pL de la
solucion 1 (compuesta de N-metil-2-fenilindol a una concentracion de 10.3 mM en
acetonitrilo y metanol), 100 puL de agua destilada, 150 pL de &cido metanosulfonico. Las
muestras se homogeneizaron y se incubaron por una hora a 45 °C en bafio maria, después
de la incubacién fueron centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos y se determind la
absorbancia en un espectrofotometro 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
(compuesto organico 1,1,3,3-tetrametoxipropano de 0.5 a 5 pM, es una forma protegida del
MDA), la cual fue determinada paralelamente en cada ensayo.

Las ROS se evaluaron utilizando 5 uL del sobrenadante, que se diluyo en 9 volimenes
de 40 mM de tampon TRIS mas HEPES y luego se incubaron con diacetato de
diclorodihidrofluoresceina 2'7 '(DCFH-DA) 5 uM. Las muestras se incubaron durante 1 h a
37°C bajo agitacion constante antes de que las sefiales de fluorescencia fueran
determinadas en un espectrometro de luminiscencia Perkin EImer LS50-B con longitud de
onda de excitacion de 488 nm y de onda de emision de 525 nm. Los valores se obtuvieron
interpolando las lecturas con una curva estandar de 2'7'-diclorofluoresceina (DCF) (Sigma-
Aldrich). Los resultados se expresaron como nanomolas de DFC formados por miligramo
de proteina por minuto.

En aquellos grupos donde se observaron cambios en la duracion del ciclo estral y/o en
el nimero de ovocitos liberados, otros animales tratados con la sulpirida fueron sacrificados
cada 24 horas, con la finalidad de obtener un perfil de los cambios en los indicadores de
lipoperoxidacion y en las ROS a lo largo del ciclo estral.

7.4 Andlisis Estadistico

La duracion del ciclo estral y el nimero de ovocitos liberados fueron analizados por la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones mdaltiples de Dunn. En
aquellos casos donde se compararon pares de medianas, se utilizo la prueba de U de Mann-
Whitney. Los datos de la cuantificacion de indicadores de lipoperoxidacion y las especies

reactivas al oxigeno al tener una muestra menor a 6, fueron analizados por la prueba de
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Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn; en aquellos

casos donde se compararon pares de medias.

significativas aquellas diferencias iguales o menores al p<0.05.

8. RESULTADOS

Se consideraron estadisticamente

8.1 Efectos de la microinyeccion de sulpirida, en los diferentes dias del ciclo estral sobre
la ovulacion espontaneay la duracion del ciclo.

El tratamiento con sulpirida realizado a las 13:00h del diestro 1 indujo un retraso

significativo en la duracion del ciclo estral, lo que no ocurrié en ninguno de los otros

grupos tratados con el antagonista ni en los grupos testigo tratados con el acido ascérbico

(Tabla 1). Asimismo, no se encontraron diferencias significativas en el nimero de ovocitos

liberados entre los diferentes grupos respecto a la cuota ovulatoria del grupo de animales

intactos (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de ovocitos liberados y duracion del ciclo estral (dias) + e.e.m de las
ratas que presentaron un patron regular de ciclicidad vaginal y que recibieron una
microinyeccién en las bursas ovéricas (MIB) 20 uL de sulpirida (10pg/uL) o del
vehiculo (acido ascérbico 0.1%) a las 13:00h del Estro, Diestro-1, Diestro-2 o Proestro.

Grupo Duracidn del ciclo estral (dias) | Numero de ovocitos liberados
Experimental
Control Absoluto 4.0+0.0 (10) 12.4 £ 0.4 (10)
Vehiculo Sulpirida Vehiculo Sulpirida
MIB en Estro 42+02(6) | 40+00(6) | 12.1+14(6) |13.3+1.0(6)
MIBen Diestrol | 4.1+0.1(8) |49+01*(8)| 12.8+0.7(8) | 12.8+0.9(8)
MIB en Diestro2 | 4.0+0.0(6) | 40+00(6) | 12.8+12(6) | 10.8+0.4(6)
MIB en Proestro 4.0 £ 0.0 (6) 4.0+ 0.0 (6) 11.8 + 0.8 (6) 11.5+ 0.6 (6)

* p<0.001 comparado con todos los grupos (Kruskal-Wallis seguida de la prueba de

comparaciones multiples de Dunn)
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Tampoco se observaron cambios en el peso relativo de los ovarios ni en el peso del

utero entre los diferentes grupos experimentales (Tabla 2).

Tabla 2. Peso relativo de los ovarios (mg/100 g peso corporal) + e.e.m. y peso relativo
del Utero (mg/100 g peso corporal) en los animales ciclicos que recibieron una
microinyeccion de sulpirida o de acido ascorbico dentro de las bursas ovaricas a las
13:00h de uno de los dias del ciclo estral (Estro, Diestro 1, Diestro 2 o Proestro). Los
datos que se muestran corresponden a la mafiana del siguiente estro vaginal

observado.
Grupo ol oD Peso del Utero
Control Absoluto 141+£0.6 13.4+£0.5 157.1+35
Acido Ascorbico Sulpirida
ol oD ol oD
Estro 129+£1.2 142+1.2 148 +£0.7 13.7£05
Diestro 1 156+1.1 146+1.0 13.3+£0.7 12.7+£0.6
Diestro 2 11.9+£0.2 136 £0.7 142 +0.6 14.3+£0.7
Proestro 144+0.8 15.0+£0.9 158+1.2 13.0+0.6
Peso Ovérico
Acido Ascorbico Sulpirida
Estro 135+0.8 143+05
Diestro 1 151+£0.7 13.0+£0.6
Diestro 2 12.8+0.4 143+04
Proestro 147+05 144+ 0.7
Peso del Utero
Acido Ascérbico Sulpirida
Estro 149.4 +5.0 152.7+ 8.9
Diestro 1 153.8+7.4 155.1+9.9
Diestro 2 170.8 £ 8.2 145.7 £ 8.3
Proestro 177.2+12.9 169.0 + 104

p<0.05 comparado con los grupos tratados con acido ascorbico y sulpirida indicados
(ANOVA seguida de la Prueba de Tukey-Kramer).
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8.2 Efectos de la microinyeccion de sulpirida en los diferentes dias del ciclo estral, sobre
la generacion de indicadores de lipoperoxidacion y las especies reactivas al oxigeno.

En el grupo de animales intactos se observd una mayor produccion de indicadores de
lipoperoxidacion en la tarde del diestro 2, que es significativamente mayor a la que se
genera en diestro 1 y proestro (diestro 2: 145.8+15.2 nM/mg proteina vs diestro 1:
70.6£12.4 nM/mg y proestro: 69.5+9.7 nM/mg proteina) (Figura 14).

Lipoperoxidacion (MDA+4-HDA) en
Animales Intactos
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Figura 14. Media + e.e.m de las concentraciones de indicadores de lipoperoxidacion (MDA:
malondialdehido, 4-HDA: 4-hidroxi-alquenales) de animales intactos en homogenados de los
ovarios sacrificados a las 13:00h del diestro 1, diestro 2 o proestro (la ultima barra indica la
concentracién de indicadores de lipoperoxidacion correspondiente a animales ciclicos que se
sacrificaron en la mafiana del estro vaginal observado: EVO); * p<0.05 comparado con diestro-1 y
proestro; prueba de Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn).
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Sin embargo, el analisis de las concentraciones de las ROS mostr6é que en el grupo de

animales intactos no hubo diferencia significativa en los diferentes dias del ciclo estral

(Figura 15).

Especies Reactivas al Oxigeno en
600 - Animales Intactos
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Diestro 1 Diestro 2 Proestro

Figura 15. Media + e.e.m de las concentraciones de especies reactivas al oxigeno (ROS) de
animales intactos sacrificados a las 13:00h en homogenados de ovarios sacrificados a las 13:00h del
diestro 1, diestro 2 o proestro (la Ultima barra indica la concentracién de ROS correspondiente a
animales ciclicos que se sacrificaron en la mafiana del estro vaginal observado: EVO).

Los indicadores de lipoperoxidacion en el tejido ovarico registrados en la mafiana del
EVO fueron significativamente menores en los grupos tratados con la sulpirida o el acido
ascorbico comparados con los del grupo de animales ciclicos intactos (Sulpirida:
15.9742.90, Acido Ascorbico: 27.31+9.80 vs Control: 101.249.17; p<0.05, prueba de

Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn.
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Aunque no se encontraron diferencias significativas en este pardmetro, cuando se
compararon por dia del ciclo entre los grupos con la microinyeccién de acido ascorbico o

sulpirida en el diestro 2, proestro y estro (Figura 16).

Lipoperoxidacién MDA+4-HDA al EVO
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Figura 16. Medias = e.e.m de las concentraciones (nanomolas/miligramo de proteina) de los

indicadores de lipoperoxidacion (MDA: malondialdehido, 4-HDA: cuatro-hidroxi-alquenales) en
homogenados de los ovarios de animales intactos y tratados con 20 uL de &cido ascorbico 0.1% o 100
pg/ovario de sulpirida a las 13:00 h, en los diferentes dias del ciclo estral y sacrificados en del
siguiente estro vaginal observado (EVO) (letras diferentes indican diferencia estadistica con p< 0.05;
prueba de Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn).

Por su parte, las concentraciones de ROS en los ovarios de los animales tratados con el
acido ascorbico sacrificados en la mafiana del EVO mostraron niveles altos, pero en los
grupos tratados con sulpirida, la concentracién de ROS fue semejante a las del grupo
control (Acido Ascérbico: 2740.1+558.5 vs Sulpirida: 216.5+20.7 y Control: 313.1+96.1;
p<0.05, prueba de Kruskal-Wallis) (Figura 17).
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Especies Reactivas al Oxigeno al EVO
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Figura 17. Medias + e.e.m de las concentraciones (nanomolas por miligramo de proteina) de las
especies reactivas al oxigeno (ROS) en los ovarios de animales intactos, y animales tratados con
acido ascorbico 0.1% o sulpirida a las 13:00h en los diferentes dias del ciclo estral y sacrificados
hasta el estro vaginal observado (EVO). Andlisis estadistico con Kruskal-Wallis y post hoc de
Dunn. Letras diferentes indican diferencia estadistica p< 0.05.

No obstante, el grupo de animales que fueron tratados con el acido ascorbico o el

antagonista, y sacrificados a las 24 horas, el grupo con &cido ascérbico y el grupo con

sulpirida fueron semejantes en cualquier dia que fue realizada la MIB, y se observéd que

fueron estadisticamente significativos el grupo control respecto a los grupos tratados con el

acido ascorbico o con la sulpirida en el dia del diestro 1 y proestro, (Figura 18).
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Perfiles de Lipoperoxidacion MDA+4-HDA
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Figura 18. Medias + e.e.m de las concentraciones en nanomolas por miligramo de proteina de los
indicadores de lipoperoxidacion (MDA: malondialdehido, 4-HDA: cuatro-hidroxi-alquenales) en los
ovarios de animales tratados con &cido ascorbico 0.1% o sulpirida a las 13:00h en los diferentes dias
del ciclo estral y sacrificados 24 horas después. Analisis estadistico con Kruskal-Wallis y post hoc de
Dunn. Letras diferentes indican diferencia estadistica p< 0.05. Microinyeccion en las bursas (MIB) T
(autopsia).

Respecto a los analisis para las concentraciones de ROS, en el grupo control y el grupo
con sulpirida fueron similares en cualquier dia del ciclo, y nuevamente los grupos tratados
con el &cido ascorbico tuvieron las concentraciones mas elevadas comparadas con el grupo
control y el grupo con sulpirida, algo muy similar a lo observado en la figura 17 (Acido
Ascorbico: 1985.0+290.6 vs Sulpirida: 422.7+47.4 y Control: 343.7+40.1; p<0.05, prueba
de Kruskal-Wallis) (Figura 19).
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Perfiles de las Especies Reactivas al Oxigeno
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Figura 19. Medias * e.e.m de las concentraciones de especies reactivas al oxigeno en los ovarios de
animales tratados con é&cido ascérbico 0.1% o sulpirida a las 13h en las diferentes fases del ciclo estral
y sacrificados 24 horas después). Andlisis estadistico con Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn. Letras
diferentes indican diferencia estadistica p< 0.05. Microinyeccion en las bursas (MIB) T (autopsia).

Dado que la MIB de sulpirida en la tarde del diestro 1 prolongd la duracion del ciclo
estral un dia mas, la MIB de sulpirida o &cido ascérbico fue evaluada en grupos de animales
a las 24, 48, 72 y 90 horas después de la MIB.

Los indicadores de lipoperoxidacion en animales tratados con el acido ascorbico o con
sulpirida en proestro, fueron mayores en el grupo tratado con el acido ascérbico (48 horas)
respecto al grupo tratado con sulpirida (72 horas). Para el grupo con sulpirida, las
concentraciones de lipoperoxidacion en el dia del diestro 2, diestro 3, proestro y estro

fueron similares (Figura 20).
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En contraste, las concentraciones de ROS en animales tratados con sulpirida o con el
acido ascdrbico en proestro fueron similares. Los grupos tratados con sulpirida, diestro 2
(24 horas) y diestro 3 (48 horas) tienen concentraciones de ROS similares (Figura 21).

Lipoperoxidacion MDA+4-HDA MIB en Diestro 1
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Figura 20. Medias *+ e.e.m de las concentraciones en nanomolas por miligramo de proteina de los
indicadores de lipoperoxidacion (MDA: malondialdehido, 4-HDA: cuatro-hidroxi-alquenales) en los
ovarios, de animales a los que se les realiz6 la microinyeccion a las 13:00h en del diestro 1, con
sulpirida o acido ascérbico 0.1%, sacrificados 24 horas, 48 horas, 72 horas y 90 horas después de la
MIB. Prueba U de Mann Whitney. Letras diferentes indican diferencia estadistica p< 0.05.

Microinyeccion en las bursas (MIB).

Se observo una similitud entre las concentraciones de lipoperoxidacion y ROS en el
grupo tratado con sulpirida, en los dias del diestro 2 y diestro 3, con la aclaracién de que los
animales tratados con el antagonista en la tarde del diestro 1 se prolongé un dia més el ciclo

y se observaron concentraciones similares en dichos parametros (Figuras 20 y 21).
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Especies Reactivas al Oxigeno MIB en Diestro 1
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Figura 21. Medias + e.e.m de las concentraciones de especies reactivas al oxigeno en los ovarios, de
animales a los que se les realizé la microinyeccion a las 13 horas en la fase del diestro 1, con sulpirida
0 4cido ascdrbico 0.1%, sacrificados cada 24 horas, 48 horas, 72 horas, 90 horas después de la MIB.
Prueba U de Mann Whitney. Letras diferentes indican diferencia estadistica p < 0.05. Microinyeccion

en las bursas (MIB).

9. DISCUSION

Ovulacion espontanea y duracion del ciclo estral

Los resultados obtenidos de estos experimentos demostraron el papel de los RDA2
sobre el ciclo estral y la ovulacién, al ser afectada la duracién del ciclo estral solo durante la
tarde del diestro 1. Confirmamos que el RDA2 participa de manera diferente a lo largo del
ciclo estral, donde su presencia es necesaria en el dia del diestro 1 para la regulacién
temporal del ciclo estral, pero sin comprometer la cuota ovulatoria.

La microinyeccion con sulpirida indujo interrupcion en sefiales que controlan la
duracion del ciclo estral afectando directamente las funciones endocrinas y neuroendocrinas

del ovario y prolongando un dia mas el ciclo sin cambios en la cuota ovulatoria; esto no
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ocurrio con los tratamientos en otros dias del ciclo, en los cuales no se prolongo la duracion
del ciclo ni tampoco hubo cambios en la ovulacion espontanea. Dominguez y colaboradores
(1987) utilizaron un antagonista no selectivo de los receptores dopaminérgicos en ratas
adultas ciclicas, con esto demostraron la importancia de las sefiales dopaminérgicas
necesarias para que los mecanismos fisioldgicos involucrados con la ovulacion para ser
llevados a cabo correctamente, ya que el antagonista administrado en el dia del estro y el
diestro 1 tuvieron efectos inhibitorios sobre la ovulacion espontanea; estos resultados
fueron interpretados en el sentido de que la participacion de la dopamina tiende a ser mas
importante durante la primera fase del ciclo estral.

Resultados muy similares han sido reportados en nuestro laboratorio, realizando la
administracion local dentro del ovario, de antagonistas especificos para los RDA1y RDA2:
SCH23390, N-Etoxicarbonil-2-Etoxi-1,2 dihidroguinolina (EEDQ), haloperidol o sulpirida
(Venegas y cols., 2015). Aun no se exploran los efectos del uso de los ultimos dos
antagonistas, ya que podrian incidir sobre el control de la descarga de prolactina desde la
adenohipofisis; de ser asi, actuarian inhibiendo al RDAZ2, alterando la descarga de las
gonadotropinas y promoviendo la prevalencia del cuerpo lGteo al menos durante 24 horas
mas. En ese mismo estudio, la microinyeccion con SCH23390 afectdé la ovulacion
unicamente en el dia del diestro 1. Este resultado podria sugerir la posible interaccién entre
los diferentes receptores a la dopamina reportados en el ovario de la rata (Rey-Ares y cols.,
2007), aungue existe escasa informacion que apoye esta hipotesis.

En el modelo de la rata adulta hemicastrada, se han realizado experimentos para
estudiar la funcionalidad del RDA2 por medio de la microinyeccion de sulpirida en el
ovario remanente (Letras y cols., 2016; Letras-Luna, 2018). Los hallazgos son consistentes
con las observaciones de Venegas y colaboradores (2015), sin importar si el ovario
extirpado es el derecho o el izquierdo, en este modelo, también la administracion del
antagonista prolongé un dia més el ciclo estral cuando se realiz6 la microinyeccion de la
sulpirida en la tarde del diestro 1 confirmando lo indispensable que resulta la sefal
dopaminérgica que se genera desde el ovario para que ocurra la ovulacion espontanea en
tiempo y forma. Resultados semejantes se han observado por el antagonismo sobre el
RDA1 (Guzmény cols., 2018).
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En otro estudio, cuando se realizé la microinyeccion con un agente alquilante que actla
sobre ambos receptores: EEDQ, la couta ovulatoria disminuyé en la mafiana del estro
vaginal esperado (Venegas y cols., 2017). Este agente altera la seleccion folicular afectando
el desarrollo de estos foliculos que debieron haber culminado en la ovulacion, sugiriendo
que los receptores dopaminérgicos estan intimamente ligados a los procesos endocrinos y
mecanismos fisiologicos que culminan con la ovulacion, y cuando se utilizé haloperidol el
ciclo estral se prolongo significativamente, sélo cuando la microinyeccion se realizo en los
dias del diestro 1 y diestro 2, sin embargo la cuota ovulatoria no disminuyo (Gonzéalez y
cols., 2016).

Debido a que los efectos ocurren durante el dia del diestro 1, podemos confirmar que la
dopamina desempefia una funcion indispensable durante la fase luteal del ciclo estral de la
rata adulta. EI blogueo farmacoldgico del RDAZ2 en la tarde del diestro 1 desfasa el ciclo
estral, posiblemente por sus efectos sobre el cuerpo IGteo, lo cual refleja alteraciones en el
desarrollo folicular y la produccién de estrégenos. El cuerpo Iuteo prolonga el periodo en el
cual secreta progesterona, prolongando asi la fase luteal, resultando en un dia méas de
diestro, se ha demostrado que los RDA2 se encuentran expresados en un mayor porcentaje
comparado con los RDAL, tanto en células de la teca, células de la granulosa, pero sobre
todo en el cuerpo lateo (King y cols., 2005; Rey-Ares y cols., 2007). De esta manera se
sugiere que el RDA2 tiene una funcion predominante durante la primera fase del ciclo
estral, por lo cual la dopamina aparentemente tiene una funcion durante la primera mitad

del ciclo estral.

Sulpirida: lipoperoxidacion y especies reactivas al oxigeno en los ovarios

En el grupo de animales ciclicos intactos de manera general, se observd que los
indicadores de lipoperoxidacion presentan un ritmo con cambios a lo largo del ciclo estral,
pero tal ritmicidad no se presento en las concentraciones de las ROS. En un estudio reciente
realizado por nuestro grupo de trabajo, se observo que efectivamente existe un patron
ritmico en la produccién de MDA y 4-HDA durante el ciclo estral de la rata; las mediciones
se realizaron a las 08:00, 14:00 y 20:00h del diestro-1, diestro-2, proestro y estro. Se

observo una produccion méxima de los indicadores de lipoperoxidacion en el dia del
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diestro 2, dia en el cual se pudieron apreciar las mayores concentraciones de MDA vy 4-
HDA, respecto a los otros dias del ciclo estral; también se pudo apreciar que a lo largo de
cada dia del ciclo estral, los indicadores de lipoperoxidacién presentan un patrén de
ritmicidad circadica, que presenta rasgos diferentes en los cuatro dias del ciclo (Flores-
Bautista, 2018). En el presente trabajo, se confirmd que la mayor produccion de MDA y 4-
HDA ocurri6 en el dia del diestro 2, con diferencias estadisticamente significativas cuando
se comparan estas concentraciones respecto a las producidas en el diestro 1 y el proestro.

La administracion local del antagonista de los RDA2 no modifico la produccion de
ROS en los ovarios. Saller y colaboradores (2014) mostraron que las concentraciones de
dopamina presente en el fluido folicular de cultivos de células de la granulosa en mujeres
con SOP son significativamente mayores respecto al de mujeres sin el sindrome. En este
mismo trabajo, el cultivo de células foliculares de mujeres con el sindrome a las que se les
agregd dopamina, mostré un incremento en las concentraciones de ROS en el medio
detectables a partir de la primera hora del cultivo hasta las dos horas; la agregacion de un
inhibidor del transportador de dopamina al medio, como la nomifensina, inhibié la
produccién de ROS, tanto en el cultivo de células foliculares de mujeres con sindrome
como en el de mujeres sanas. Estos resultados permitieron sugerir que la dopamina es una
sefial necesaria para la produccién de ROS, que de acuerdo con el trabajo de Shkolnik y
colaboradores (2010), su presencia es necesaria para que se activen mecanismos ovaricos
que conduzcan a la adecuada recepcién de las sefiales gonadotropicas y la ovulacion. Por
otra parte, la sobreexpresion de dopamina en las mujeres con SOP podria revelar que el
descontrol de la sefial dopaminérgica conduzca al desarrollo de patologias que afecten
negativamente a la ovulacion.

Los resultados mencionados anteriormente podrian deberse a lo siguiente: los
estrégenos y la dopamina estan estrechamente relacionados a nivel cerebral en procesos
fisioldgicos, como procesos cognitivos y patologias como Alzheimer o Parkinson (Almey y
cols., 2015; Jacobs y D Esposito, 2011; Johnson y cols., 2010; Sanchez y cols., 2010).
Cersosimo y Benarroch (2015) describieron las acciones de los estrégenos en el SNC, el
estradiol ejerce efectos moduladores sinapticos complejos en varios circuitos cerebrales,

uno de ellos el sistema nigrostriatal, el estradiol modula la transmision dopaminérgica en
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esta via, los receptores a estrogenos alfa y beta son expresados en neuronas de la sustancia
negra pars compacta y en neuronas espinosas GABA-érgicas medianas del cuerpo estriado.

El estradiol aumenta la sintesis, liberacion, y el recambio de dopamina, asi como la
expresion del transportador de dopamina y los RDALl y RDA2 en el cuerpo estriado. El
estradiol induce un aumento en el comportamiento motor no solo al aumentar la liberacién
de dopamina sino también al inhibir la absorcién de dopamina por los astrocitos. Ademas,
reduce las corrientes de Ca?" de tipo L y la liberacion de las neuronas espinosas GABA-
érgicas medianas del cuerpo estriado. Alfinito y colaboradores (2015) utilizaron benzoato
de estradiol en ratas ovariectomizadas y midieron catecolaminas, encontrando que los
estrogenos aumentaban las concentraciones de dopamina y noradrenalina, pero no
encontraron relacion de los estrégenos con la actividad de la tirosina hidroxilasa, y
atribuyen este aumento de dopamina, a una interaccién entre los receptores a estrégenos
alfa con una posible inhibicion a el transportador de dopamina o a la actividad de la
monoamino oxidasa A.

Markides y colaboradores (1998), demostraron que los estrogenos pueden afectar la
produccién de radicales libres en sentidos bastante opuestos, dependiendo de la estructura
del estrdgeno en cuestion, la dosis administrada y el 6rgano de estudio. Asi, por un lado, el
estradiol puede tener un efecto antioxidante al donar protones de su grupo fendlico,
inhibiendo asi la peroxidacion de lipoproteinas plasmaticas, fundamentalmente las de baja
densidad, mientras que, por otro lado, en 6rganos como rifidn, Utero, glandula mamaria,
puede ayudar como proxidante generando radicales libres, a través de la via catecol-
estrdgenos; en este trabjo, no se mencioné en absoluto si existe relacion entre los
estrogenos y los sistemas antioxidantes.

En 2004, Kaya y colaboradores midieron lipoperoxidacion a diferentes concentraciones
de estradiol, a mujeres que recibieron una estimulacion ovarica con gonadotropinas
exogenas. Relatan como el estradiol pudo tener efectos inhibidores de la lipoperoxidacion
muy parecidos a los del alfa-tocoferol o el beta-caroteno, el estradiol protege tanto a la
lipoproteina de baja densidad y a la lipoproteina de alta densidad de la oxidacién, mientras
los andr6genos no presentaron este comportamiento, la progesterona presentd un efecto

contrario al de los estrogenos, favoreciendo la oxidacion de las lipoproteinas. Todos estos
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datos indican que los estrogenos a niveles fisioldgicos tienen acciones antioxidantes sobre
la lipoperoxidacion.

Kheradmand y colaboradores en 2010, utilizaron grelina para medir su efecto en la
actividad enzimatica antioxidante en ovario de rata, midiendo niveles de lipoperoxidacién
por el contenido de TBARS por sus siglas en inglés, sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico) en el 6rgano, con base en la técnica descrita por Subbarao desde 1990,
ademaés de la técnica de Gérard-Monnier de 1998, ambas técnicas fueron utilizadas en la
realizacion de los analisis bioquimicos de esta tesis.

Singh y colaboradores (2014), describieron y enfatizaron la eficacia de medir el MDA
como un biomarcador utilizdndolo de una manera muy amplia, para evaluar el estrés
oxidativo en el campo biomédico de diferentes patologias. La lipoperoxidacion es un
fendmeno de cadena que resulta en la formacidn de varios compuestos activos que resultan
en dafio celular. El biomonitoreo del MDA se ha utilizado tanto en estudios in vivo como in
vitro es, por tanto, un punto clave para diversos patrones de enfermedades: hipertension,
diabetes, arterioesclerosis, insuficiencia cardiaca y cancer. Asi, diferentes experimentos
respaldan el ensayo del MDA como una herramienta confiable para descubrir y analizar el
estrés oxidativo en diversos procesos en el organismo.

El &cido ascérbico ha sido considerado como un agente antioxidante, que puede
proteger al ovario contra la toxicidad y reduciendo las concentraciones de MDA vy
aumentando el glutation, lo que promueve la funcion ovérica a favor. Esto fue comprobado
por Arab y colaboradores (2018) en ratas hembra a las que les administraron acido
ascorbico a dosis de 200mg/kg, y posteriormente, Ishii y colaboradores (2019), lo
administraron via oral a dosis de 1.5g/L en ratones hembra después de su primer parto, la
suplementacion con este antioxidante resultd en una mayor tasa de produccion de
descendientes en su segundo parto, favoreciendo la homeostasis celular, y evitando dafio en
el tejido del Utero causado por la gestacion y el parto, en comparacion del grupo de ratones
hembra que no recibieron dicha suplementacion.

El acido ascérbico puede ayudar al desarrollo folicular incluso si es administrado
durante un periodo largo, Abdollahifar y colaboradores (2019), utilizaron vitamina C (L-

ascorbic acid; Sigma, St Lois, USA) 150mg/kg/dia via oral durante 33 semanas en ratones

62



hembra adultas, el volumen total que mostraron en el ovario, la corteza, médula y el cuerpo
luteo fue incrementando por la vitamina C, en comparacién con los grupos control, al igual
que los foliculos primordiales, primarios, secundarios, y antrales fueron promovidos por la
vitamina C.

Sin embargo, a ciertas dosis, tal vez el acido ascorbico inhiba las funciones normales en
el ovario, Capcarova y colaboradores (2015) utilizaron cultivos de células de la granulosa
de gallina, a los cuales les administraron diferentes dosis de &cido ascérbico, como
resultado, el acido ascorbico no manifest6 su potencial antioxidante, y a altas dosis
disminuyé la actividad de la superéxido dismutasa. Eso explica el aumento de las
concentraciones de lipoperoxidacién y ROS en los grupos tratados con acido ascérbico, la
dosis utilizada en esta tesis tal vez no fue la adecuada, ademas de haber sido administrado
directamente en la bursa ovarica, debido a que esta técnica realmente permite ser mas
especifica a los receptores dopaminérgicos ovaricos y evita que el farmaco tenga
interaccion con otros receptores dopaminérgicos localizados en otros 6rganos, por ello no
se utilizd otra via como en la de los estudios ya antes mencionados. Aunque la
microinyeccion a través de las bursas ovaricas con &cido ascorbico produce altas
concentraciones de ROS, podemos inferir que el sistema antioxidante pudo equilibrar a las
concentraciones normales. Por otro lado, los indicadores de lipoperoxidacion fueron muy
similares al grupo de animales tratados con sulpirida, por lo tanto, el dafio a las membranas
se pudo controlar por la presencia del antioxidante.

Ciani y colaboradores (2015) afirman que existe un efecto positivo por la presencia de
ROS en concentraciones adecuadas en el ovario, ya que desempefian una funcion
importante de regulacion a través de varias vias de sefalizacion que ocurren durante el
desarrollo folicular, la maduracion del ovocito, durante la formacion del cuerpo lateo y
durante el desarrollo placentario-embrionario. Wang y colaboradores (2017) reportaron que
los macrofagos y leucocitos producen citosinas que difunden hacia el microambiente del
fluido folicular; estas citosinas son una fuente importante para la generacion de ROS vy asi
ayudan a la culminacion del desarrollo folicular y la biosintesis de esteroides, asi como
también a la reaccion de la monooxigenasa mediada por la P450, requerida para el proceso

de esteroidegénesis (Fujii y cols., 2005). La generacion de superoxido proveniente del
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metabolismo mediado por NADPH en el ovario de ratdon, aumenta durante la fase
preovulatoria temprana en ratones hembra ciclicas y durante la fase luteal en hembras
gestantes (Jain y colaboradores, 2000). Buck y colaboradores (2019) detectaron que la
enzima NADPH oxidasa 4 es la fuente principal para generar peroxido de hidrogeno (H20>)
en cultivos de células de la granulosa-luteinica derivadas de fertilizacion humana in vitro,
foliculos ovaricos en crecimiento de humana in situ y células tumorales de la granulosa
humana en proliferacion in vitro. Detectaron H>O> en el sobrenadante de células de la
granulosa y en células tumorales de la granulosa. Los niveles de H2O2 se redujeron
significativamente por el bloqueador de la enzima NADPH oxidasa 4 llamado GKT137831.
El H.O> extracelular fue absorbido por las células de la granulosa, por accion de las
acuaporinas (proteina de membrana encargada de transportar el agua a través de los
compartimientos de las células). Una administracién de H2O2 aumenté la fosforilacion de
MAPK en células de la granulosa. Ademas, la reduccion de la produccion de H2O> con
GKT137831 ralentizo6 la proliferacion de células tumorales de la granulosa, por lo tanto
identificaron a la NADPH y el H.O> como factores fisiologicos en la regulacion de las
funciones de células de la granulosa, aclarando que los mecanismos responsables de la
generacion de esta NADPH en foliculos ovaricos y sefializacion aiin son desconocidos.
Standaert y Young (2007) describen que, en condiciones fisiol6gicas normales en el
SNC, el metabolismo de la dopamina genera radicales libres por accion de la
monoaminooxidasa A y la deshidrogenasa de aldehido, convirtiéndola en &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) lo cual da como resultado la produccion de H20,. Spanos y
colaboradores (2013) cuantificaron las fluctuaciones de H>O2 y su modulacion de la
dindmica de la dopamina en el cuerpo estriado dorsal de rata un estudio del estrés oxidativo
en enfermedad de Parkinson, encontraron que la concentracion local de H.O; tanto en la
liberacion de dopamina provocada eléctricamente como en los niveles basales de dopamina.
Los aumentos de H202 endogeno en el cuerpo estriado dorsal atenuaron la liberacion de
dopamina provocada eléctricamente, y también disminuyeron los niveles basales de
dopamina en esta region del cerebro. Esto pone de manifiesto una relacion entre el H.O2 y
la dopamina. Retomando lo mencionado anteriormente podria haber una relacion estrecha

de la dopamina con el H20: en las gdnadas, en este estudio.
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Nuestros datos sugieren que el bloqueo de la sefial dopaminérgicas en el ovario provoca
invariablemente, un retraso en las sefiales generadas desde las gbnadas y que son detectadas
al nivel central por sistemas de neuronas relacionadas funcionalmente con la produccion de
la GnRH, mismas que condicionan que la duracion de un ciclo estral se incremente a cinco
dias.

Los estudios realizados realizados recientemente por Letras-Luna (2018) sugieren que
la dopamina podria estar involucrada en el balance 6xido-reduccion en el ovario de la rata.

Por medio del antagonismo a los RDA1 y RDAZ2, realizado a las 13:00h en el dia del
diestro 1 en ratas hemicastradas y sacrificadas cada cuatro horas, se observd que las
concentraciones de indicadores de lipoperoxidacion y nitritos se incrementaron
significativamente a partir de las 4 horas de la microinyeccion respectiva de sulpirida y a
partir de las 12 horas después de la administracion de SCH23390, comparados con el grupo
de animales intactos y con los que recibieron la microinyeccion del vehiculo.

Por otra parte, el trabajo realizado por Flores-Bautista (2018) en ratas enteras con ciclos
estrales regulares de cuatro dias, demostrd que existen fluctuaciones importantes en el
sistema antioxidante de los ovarios, donde aparentemente los mecanismos redox son
altamente eficaces durante la fase oscura, donde descienden significativamente las
concentraciones de MDA, 4-HDA y nitritos, comparado con otros horarios de cada dia del

ciclo estral.
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10. CONCLUSIONES
1.- El blogueo farmacoldgico de los RDAZ2, inducido por la microinyeccién con
sulpirida, prolonga la duracién del ciclo estral cuando se realiza en la tarde de diestro 1,
pero no altera la cuota ovulatoria.
2.- El blogueo a los RDA2 no modifica la produccion de ROS, pero disminuye la de

indicadores de lipoperoxidacion en los ovarios en cualquier dia del ciclo estral.

11. PERSPECTIVAS

Se propone analizar la produccién de ROS en diferentes horarios de cada uno de los
dias del ciclo estral y estudiar como se modicarian cuando se bloquean selectivamente los
receptores dopaminérgicos a lo largo del ciclo estral. En nuestro estudio, la produccion de
ROS en los animales con microinyeccion de sulpirida en la tarde del diestro-1 indujo un
desfasamiento del ciclo estral que retrasé la ovulacion un dia completo, caracterizado por la
presencia de un dia de diestro vaginal adicional. Asi nuestra pregunta de investigacion
ahora es conocer las causas por las que se incremento la duracion del ciclo estral, nuestros
futuros estudios estaran centrados en el incremento de la vida de los cuerpos luteos que por
alguna razén o mecanismo debido a el antagonismo del RDA2 conlleva a mantener el
efecto inhibiotorio de la progesterona al nivel central.

Por otro lado, seria pertinente realizar otro estudio que permita explorar las
consecuencias del tratamiento realizado a los ovarios con el antagonismo, es decir, si bien
la cuota ovulatoria no se encuentra afectada, se desconoce el porcentaje de fertilidad de
estos ovocitos, en experimentos piloto realizados en nuestro laboratorio, un grupo de ratas
hembra adultas ciclicas tratadas con sulpirida o con el acido ascdrbico, posteriormente
copularon con un macho, algunas hembras resultaron gestantes, el resto de las hembras
tratadas presentaron tapdn espermatico en la citologia vaginal y otras no, pero no quedaron
gestantes. Esto abre un panorama a una serie de experimentos para responder las siguientes
preguntas, ;De qué manera el bloqueo a los receptores dopaminérgicos afecta la conducta
sexual? ¢El antagonismo a los receptores dopaminérgicos tiene secuelas que afectan el
porcentaje de la fertilidad de la hembra? ;Qué tiempo tarda la hembra en recuperarse de

estas alteraciones?

66



12. REFERENCIAS

Abdollahifar, M.A., Azad, N., Sajadi, E., Mofarahe, Z.S., Zare, F., Moradi, A., Rezaee, F.,
Gholamin, M. y Abdi, S. (2019). Vitamin C restores ovarian follicular reservation in a
mouse model of aging. Anat Cell Biol: Jun 52(2): 196-203.

Aguado, L.I. (2002). Role of the central and peripheral nervous system in the ovarian
function. Microsc Res Tech 59: 462-473.

Aguado, L.I. y Ojeda, S.R. (1984). Prepubertal ovarian function is finally regulated by
direct adrenergic influences. Role of noradrenergic innervation. Endocrinology 114: 1845-
1853.

Agarwal, A. (2004). Oxidants and antioxidants in human fertility. Middle East Soc Fertil J,
9: 187-197.

Agarwal, A, Gupta, S., Sekhon, L., Shah, R. (2008). Redox considerations in female
reproductive function and assisted reproduction: from molecular mechanisms to health
implications. Antioxid Redox Signal, 10: 1375-1403.

Agarwal, A., Sajal, G. y Suresh, S. (2006). The role of free radicals and antioxidants in
reproduction. Current Opinion in Obstetrics and Gynecology: 5: 18:325-332.

Agarwal, A., Aponte-Mellado, A., Premkumar, B.J., Shaman, A. y Gupta, S. (2012). The
effects of oxidative stress on female reproduction: a review. Reprod Biol Endocrinol 10:
49-57.

Alfinito, P.D., Chen, X., Mastroeni, R., Pawlyk, A.C. y Deecher, D.C. (2009). Estradiol
increases catecholamine levels in the hypothalamus of ovariectomized rats during the dark-
phase. Endocrine Pharmacology. European Journal of Pharmacology: 616:
334-339.

Al-Gubory, K.H., Fowler, P.A. y Garrel, C. (2010). The roles of cellular reactive oxygen
species, oxidative stress and antioxidants in pregnancy outcomes. Int J Biochem Cell Biol,
42: 1634-1650.

Almey, A., Milner, T.A. y Brake, W.G. (2015). Estrogen receptors in the central nervous
system and their implication for dopamine-dependent cognition in females, Hormones and
Behavior. Science Direct: 1-46. DOI: 10.1016/j.yhbeh.2015.06.010.

Ambrojo, K.S., Gardon Poggi, J.C. y Marzilla, C.M. (2018). Physiology and Metabolic
Anomalies of Dopamine in Horses: A Review. Capitulo 5. IntechOpen. Dopamine - Health
and Disease. pp.85-105.

Angelucci, S., Ciavardelli, D., Di Giuseppe, F., Eleuterio, E., Sulpizio, M., Tiboni, G.M.,

Giampietro, F., Palumbo P. y Di llio, C. (2006). Proteome analysis of human folicular fluid.
Biochim Biophys Acta, 1764: 1775-1785.

67



Arab, S.A., Nikravesh, M.R., Jalali M. y Fazel, A. (2018). Evaluation of oxidative stress
indices after exposure to malathion and protective effects of ascorbic acid in ovarian tissue
of adult  female rats. Electronic Physician; Vol: 10:5:6789-6795.
DOI: http://dx.doi.org/10.19082/6789.

Bahr, J.M. y Ben-Jonathan, N. (1981). Preovulatory depletion of ovarian catacholamines in
the rat. Endocrinology 108: 1815-1820.

Bahr, J., Kao, L. y Nalbandov, A.V. (1974). The role of catecholamine and nerves in
ovulation. Biol Reprod 1974; 10: 273-90.

Barone, J.A. (1999). Domperidone: a peripherally acting dopamine 2-receptor antagonist.
Ann Pharmacother; 33: 429-440.

Beaulieu, J.M. y Gainetdinov, R.R. (2011). The physiology, signaling, and pharmacology
of dopamine receptors. Pharmacol Rev 63: 182-217.

Behrman, H.R., Kodaman, P.H., Preston, S.L. y Gao, S. (2001). Oxidative stress and the
ovary. J Soc Gynecol Investig, 8: S40-S42.

Bjorklund, A. y Dunnett, S.B. (2007). Dopamine neuron systems in the brain: an update.
TRENDS in Neurosciences Vol: 30; 5: 194-202.

Boureau, Y.L. y Dayan, P. (2010). Opponency revisited: Competition and cooperation
between dopamine and serotonin. Neuropsychopharmacology; 36(1): 1-24.

Boutros, T, Chevet, E., Metrakos, P. (2008). Mitogen-activated protein (MAP) kinase/
MAP kinase phosphatase regulation: roles in cell growth, death, and cancer. Pharmacol
Rev, 60: 261-310.

Borchert, A., Savaskan, N.E. y Kuhn, H. (2003). Regulation of expression of the
phospholipid hydroperoxide/sperm nucleus glutathione peroxidase gene. Tissue-specific
expression pattern and identification of functional cis- and trans-regulatory elements. J Biol
Chem, 278: 2571-2580.

Braun, A.P. y Schulman, H. (1995). The multifunctional calcium/calmodulin dependent
protein kinase: from form to function. Annu Rev Physiol; 57: 417-457.

Bronzi, C.D., Vega O.A.S., Rodriguez, D., Rastrilla, A.M. Sosa, Z.Y. y Casais, M. (2015).
Noradrenaline modulates the presence of gonadotropin-releasing hormone in ovary. The
importance of its interrelation on the ovarian steroidogenesis and apoptosis on dioestrus Il
in rat. Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology 154: 39-46.

Brown, M.D. y Sacks, D.B. (2009). Protein scaffolds in MAP kinase signaling. Cell Signal,
21: 462-469.

68



Buck, T., Hack, C.T., Berg, D., Berg, U., Kunz, L. y Mayerhofer, A. (2019). The NADPH
oxidase 4 is a major source of hydrogen peroxide in human granulosa-lutein and granulosa
tumor cells. Scientific reports: 9:3585: 1-11.

Burden, HW., Leonard, M., Smith, C.P. y Lawrence, L.E. Jr. (1983). The sensory
innervation of the ovary: a horse radish peroxidase study in the rat. Anat Rec 207:
623-627.

Burton, G.J. y Jauniaux., E. (2010). Oxidative Stress. Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol,
25: 287-299.

Caley, C.F. y Weber, S.S. (1995). Sulpiride: an antipsychotic with selective dopaminergic
antagonist properties. Ann Pharmacother; 29: 152-160.

Capcarova, M., Kolesarova, A., Kalafova, A., Bulla, J. y Sirotkin, A.V. (2015). Adding of
ascorbic acid to the culture medium influences the antioxidant status and some biochemical
parameters in the hen granulosa cells. Endocr Regul: Jul; 49(3): 119-125.

Catalano, P.N., Bonaventura, M.M., Di Giorgio, N., Libertun, C. y Lux-Lantos, V.A.
(2009). Participacion de los receptores GABAB en la regulacion del eje gonadotrdéfico:
evaluacion en ratones GABA_ Revista de Endocrinologia Ginecologica y

Reproductiva: 57-71.

Cersosimo, M.G. y Benarroch, E.E. (2015). Estrogen actions in the nervous system:
Complexity and clinical implications. American Academy of Neurology: 85; 1-12.

Ciani, F., Cocchia, N., D’Angelo, D. y Tafuri, S. (2015). Influence of ROS on Ovarian
Functions. En: New Discoveries in Embryology. Capitulo 3. Ed: Bin Wu. IntechOpen.
October. pp. 41-73.

Chabbert, B.N., Djakoure, C., Maitre, S.C. y Bouchard, P. (1998). Regulation of the human
menstrual cycle Front Neuroendocrinol: 19:151.

Chandra, A., Surti, N., Kesavan, S. y Agarwal, A. (2009). Significance of oxidative stress
in human reproduction. Arch Med, 5: 528-542.

Chaudhari, N., Dawalbhakta, M. y and Nampoothiri, L. (2018). GnRH dysregulation in
polycystic ovarian syndrome (PCOS) is a manifestation of an altered neurotransmitter
profile. Reproductive Biology and Endocrinology. 16:37:1-13.

Chévez, R., Carrizosa, L. y Dominguez, R. (1991). Effects of superior ovarian nerve section
on spontaneous and induced ovulation in the adult rat. Med Sci Res 19: 41-42.

Chavez, R., Sanchez, S., Ulloa-Aguirre, A. y Dominguez, R. (1989). Effects on oestrous

cyclicity and ovulation of unilateral section of the vagus nerve performed on each day of
the oestrous cycle in the rat. J Endocrinol 123: 441-444,

69



Choi, E.J., Xia, Z., Villacres, E.C., y Storm, D.R. (1993). The regulatory diversity of the
mammalian adenylyl cyclases. Curr Opin Cell Biol; 5: 269— 273.

Chui, D.K., Pugh, N.D. y Walker, S.M. (1997). Follicular vascularity the predictive value
of transvaginal power Doppler ultrasonography in an in-vitro fertilization programme: a
preliminary study. Hum Reprod; 12: 191-196.

Cindrova-Davies, T., Yung, H.W., Johns, J., Spasic-Boskovic, O., Korolchuk, S., Jauniaux,
E., Burton, G.J., Charnock-Jones, D.S. (2007). Oxidative stress, gene expression, and
protein changes induced in the human placenta during labor. Am J Pathol, 171: 1168-1179.

Cooper, J.R.,, Bloom, F.E., y Roth, H.R. (1996). The Biochemical Basis of
Neuropharmacology, 7th ed. Oxford University Press, New York: 454-465.

Cruz, M.E., Chavez, R. y Dominguez, R. (1986). Ovulation, follicular growth and ovarian
reactivity to exogenous gonadotropins in adult rats with unilateral or bilateral section of the
vagi nerves. Rev Invest Clin 38: 167-171.

Dennery, P.A. (2004). Role of redox in fetal development and neonatal diseases. Antioxid
Redox Signal, 6: 147-153.

Dominguez, R. y Cruz-Morales, S.E. (2011). The Ovarian Innervation Participates in the
Regulation of Ovarian Functions. Endocrinol Metabol Syndrome S4:001.

Dominguez, C. R., Gaitan, C. M., Mendez, S. A. y Ulloa-Aguirre, A. (1987). Effects of
catecholaminergic blockade by haloperidol or propranol at different stages of the oestrous
cycle on ovulation and gonadotrophin levels in the rat. Journal of Endocrinology 113: 37-
44,

Droge, W. (2002). Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol Rev,
82:47-95.

Drolet, P., Bilodeau, L., Chorvatova, A., Laflamme, L., Gallo-Payet, N., Payet, M.D.
(1997). Inhibition of the T-type Ca?* current by the dopamine D1 receptor in rat adrenal
glomerulosa cells: requirement of the combined action of the G betagamma protein subunit
and cyclic adenosine 30, 50 monophosphate. Mol Endocrinol; 11: 503-14.

Erickson, G.F. (1995). The Ovary: Basic Principles and Concepts. En: Endocrinology and
Metabolism. Capitulo 17. Eds. P. Felig, J.D Boxter & L.A Frohman. 3th Edition.
McGraw-Hill. New York. pp. 973-1013.

Espey, L.L y Lipner, T.M. (1994). Ovulation. En: The Physiology of Reproduction. Eds. E.
Knobil & J.D. Neil. Capitulo 13, Raven Press, New York, pp. 725-780.

Everardo, P.M., Santiago, M.L., Silva, C.C., Zérate, A., y Garcia, C.A. (2011). The effects
of unilateral or bilateral section of the vagus nerves to cyclic rats performed at 19.00h on
spontaneous ovulation depend on the day of surgery. Program No. 713.02. Neuroscience
Meeting Planner. Washington, DC: Society for Neuroscience.

70



Faletti, A.G. (2009). Leptina y funcion ovérica. Revista SAEGRE - Volumen XVI - N° 2 —
agosto: 5-14.

Fawecett, D.W. (1995). Sistema reproductor femenino. En: Tratado de Histologia. Mc-Graw
Hill-Interamericana. 12a Ed. New York, pp. 885-904.

Finkel T. (2011). Signal transduction by reactive oxygen species. J Cell Biol 194:7-15.

Floran, B., Floran, L., Sierra, A. y Aceves, J. (1997). D2 receptor mediated inhibition of
GABA release by endogenous dopamine in the rat globus pallidus. Neurosci Lett 1997;
237:1-4.

Flores-Bautista M.C. (2018). Identificacion de los receptores dopaminérgicos del ovario a
lo largo del ciclo estral de la rata: efectos del antagonismo especifico sobre su expresividad.
Tesis de Maestria, Facultad de Ciencias Quimico-Biologicas, BUAP.

Flores, D.M., Ortega-Camarillo, C. Rosales-Torres, A.M., Baiza-Gutman, L.A. y Hicks, J.J.
(2001). El éxido nitrico como principal efector del sistema de la Interleucina-1 en la
ovulacion. Gac Méd Méx Vol.137; 4: 291-302.

Freeman, M.E. (1988). The ovarian cycle of the rat. En: “Physiology of Reproduction”.
1sth Edition. Vol.ll. Capitulo 45. Eds. E. Knobil & J. Neill. Raven Press, New York, pp.
1893-1928.

Freeman, M.E. (1994). The neuroendocrine control of the ovarian cycle of the rat. En:
“Physiology of Reproduction”. Vol. II. Capitulo 46. Eds. E. Knobil & J.D. Neill. Raven
Press. New York. pp. 613-658.

Freeman, M.E. (2006). The neuroendocrine control of the ovarian cycle of the rat. En:
“Knobil & Neill’s Physiology of Reproduction”. Vol. II. Capitulo 46. Eds. J.D. Neill.
Chapter 43. 3a edicién. Elsevier Academic Press, Amsterdam, pp. 2327-2388.

Fujii, J., luchi, Y. y Okada, F. (2005). Fundamental roles of reactive oxygen species and
protective mechanisms in the female reproductive system. Reprod Biol Endocrinol, 3:43.

Gérard-Monnier, D., Erdelmeier, 1., Régnard, K., Moze-Henry, N., Yadan, J.C. y Chaudier,
J. (1998). Reactions of 1-Methyl-2-phenylindole with Malondialdehyde and 4-
Hydroxyalkenals. Analytical Applications to a Colorimetric Assay of Lipid Peroxidation.
Chem. Res.Toxicol.199811101176-1183  Publication = Date:  September, DOI:
https://doi.org/10.1021/tx9701790.

Gerendai, 1., Toth, LE., Boldogkoi, Z. y Halasz, B. (2009). Recent findings on the
organization of central nervous system structures involved in the innervation of endocrine
glands and other organs: observations obtained by the transneuronal viral double-labeling
technique. Endocrine 36: 179-188.

71



Gibert-Rahola, J. y Mico, J.A. (2009). Farmacos antipsicéticos. En: Farmacologia Bésica
y Clinica Veldzquez. Capitulo 17. 182 ed. Editorial Médica Panamericana. China. pp 291-
304.

Glass, M. y Felder, C.C. (1997). Concurrent stimulation of cannabinoid CB1 and dopamine
D2 receptors augments cCAMP accumulation in striatal neurons: Evidence for a Gs linkage
to the CB1 receptor. J Neurosci 1997; 17(sppl 14):5327-33.

Gonzélez, K., Morén, J.L., Handal, A. y Reynoso, A. (2016). El bloqueo farmacoldgico de
los receptores ovaricos a la dopamina altera el ciclo estral y la ovulacién en la rata adulta.
Revistas Experimentales. Junio; VVol.3 No.7: 27-45. ECORFAN RENIECYT

Gonzélez, S., Rangel-Barajas, C., Peper, M., Lorenzo, R., Moreno, E., Ciruela, F., Borycz,
J., Ortiz, J., Lluis, C., Franco, R., McCormick, P.J., Volkow, N.D., Rubinstein, M., Floran,
B. y Ferre, S. (2012). Dopamine D4 receptor, but not the ADHD-associated D4.7 variant,
forms functional heteromers with the dopamine D2S receptor in the brain. Mol Psychiatry,
17:650-662.

Greiner, M., Paredes A., Rey-Ares V., Saller S., Mayerhofer A. y Lara H. (2008).
Catecholamine uptake, storage, and regulated release by ovarian granulosa cells.
Endocrinology 149:4988- 4996.

Guerin, P. (2001). OS and protection against ROS in the preimplantation embryo and its
surroundings. Hum Reprod Update, 7:175-189.

Guzmaén-Herrera, N., Sanchez-Garcia, O., Handal-Silva, A., Moran- Perales, J.L. (2018).
Dopaminergic receptor type 1 antagonism in rat ovarian tissue: effects on ovulation and
ovarian compensatory hypertrophy. Journal Multidisciplinary Science UTSOE. V(X):12-27
(ISSN: 2395-860X LATINDEX). LATINDEX RENIECYT.

Hafez, B. y Hafez, E.S.E (2000a). Reproductive cycles. En: Reproduction in Farm Animals.
Capitulo 4. 72 Edicion. pp. 55-67.

Hafez, B. y Hafez, E.S.E (2000b). Reproductive cycles. En: Reproduction in Farm Animals.
Capitulo 5. 72 Edicion. pp. 68-81.

Hall, J.E. (2019). Neuroendocrine Control of the Menstrual Cycle. En: Reproductive
Endocrinology. Capitulo 7. 82 Edicién. Yen & Jaffe’s. pp. 149-166.

Halliwell, B. y Gutteridge, J.M. (1990). Role of free radicals and catalytic metal ions in
human disease: an overview. Methods Enzymol, 186:1-85.

Hanada, T., Uchida, S., Hotta, H. y Aikawa, Y. (2011). Number, size, conduction, and

vasoconstrictor ability of unmyelinated fibers of the ovarian nerve in adult and aged rats.
Auton Neurosci; 164: 6-12.

72



Harvey, AJ, Kind, K.L. y Thompson, J.G. (2002). REDOX regulation of early embryo
development. Reproduction, 123:479-486.

Hernandez-L6pez, S., Tkatch T, Perez-Garci E, Galarraga E, Bargas J,Hamm H et al.
(2000). D2 dopamine receptors in striatal medium spiny neurons reduce L-type Ca2+
currents and excitability via a novel PLC [beta] 1-IP3-calcineurin-signaling cascade. J
Neurosci 20: 8987-8995.

Irani, K. (2000). Oxidant signaling in vascular cell growth, death, and survival: a review of
the roles of reactive oxygen species in smooth muscle and endothelial cell mitogenic and
apoptotic signaling. Circ Res, 87:179-183.

Ishii, N., Homma, T., Lee, J., Mitsuhashi, H., Yamada, K., Kimura, N., Yamamoto, Y.y
Fujii, J. (2019). Ascorbic acid and CoQio ameliorate the reproductive ability of SOD1-
deficient female mice. Biology of Reproduction: 149: August.
DOI: https://doi.org/10.1093/biolre/ioz149.

Jackson, D.M. y Westlind-Danielsson, A. (1994). Dopamine receptors: molecular biology,
biochemistry and behavioural aspects. Pharmacol Ther; 64: 291-370.

Jain, S., Saxena, D., Kumar, G.P. y Laloraya, M. (2000). NADPH dependent superoxide
generation in the ovary and uterus of mice during estrous cycle and early pregnancy. Life
Sci, 66:1139-1146.

Jacobs, E. y D’Esposito, M. (2011). Estrogen shapes Dopamine-dependent cognitive
processes: Implications for Women’s Health. The Journal of Neuroscience, April; 31
(14):5286 —5293.

Johnson, M.L., Ho, C.C., Day, A. E., Walker, Q.D., Francis, R. y Kuhn, C.M. (2010).
Oestrogen receptors enhance Dopamine neurone survival in rat midbrain. The Authors.
Journal Compilation Blackwell Publishing Ltd. Journal of Neuroendocrinology: 22, pp.
226-237.

Jones, K.L, King, S.S., Griswold, K.E., Cazac, D. y Cross, D.L. (2003) Domperidone can
ameliorate deleterious reproductive effects and reduced weight gains associated with fescue
toxicosis in heifers. J Anim Sci; 81: 2568-74.

Jones, K.L., King, S.S., Igbal, M.J. (2004). Endophyte-infected tall fescue diet alters gene
expression in heifer luteal tissue as revealed by interspecies microarray analysis. Mol
Reprod Dev; 67: 154-61.

Jozwik, M., Wolczynski, S. y Szamatowicz, M. (1999). Oxidative stress markers in
preovulatory follicular fluid in humans. Mol Hum Reprod; 5:409-413.

Kamata, H, Honda, S., Maeda, S., Chang, L., Hirata, H. y Karin, M. (2005). Reactive

oxygen species promote TNFalpha-induced death and sustained JNK activation by
inhibiting MAP kinase phosphatases. Cell, 120:649-661.

73



Kaya, H., Sezik, M., Ozkaya, O., Dittrich, R., Siebzehnrubl, E. y Wildt, L. (2004). Lipid
Peroxidation at Various Estradiol Concentrations in Human Circulation during Ovarian
Stimulation with Exogenous Gonadotropins. New York. Horm Metab Res: 36; pp. 693-695.

Kehrer, J.P. (2000). The Haber-Weiss reaction and mechanisms of toxicity. Toxicology,
149:43-50.

Kheradmand, A., Alirezaei, M. y Birjandi M. (2010). Ghrelin promotes antioxidant enzyme
activity and reduces lipid peroxidation in the rat ovary. Regulatory Peptides: 162; 84-89.

Kiapekou, E., Zapanti, E., Mastorakos, G. y Loutradis, D. (2010). Update on the role of
ovarian corticotropin-releasing hormone. Ann N Y Acad Sci 1205: 225-229.

King, S.S., Campbell, A.G., Dille, E.A., Roser, J.F., Murphy, F.F., Jones, K.L. (2005).
Dopamine receptors in equine ovarian tissues. Domestic Animal Endocrinolgy. 28 (2005)
405-415.

Klein, C.M. y Burden, H.W. (1988). Anatomical localization of afferent and postganglionic
sympathetic neurons innervating rat ovary. Neuroscience letters. 85:217-222.

Lara, H.E., Porcile, A., Espinoza, J., Romero, C., Luza, S.M. y Fuhrer, J. (2001). Release of
norepinephrine from human ovary: coupling to steroidogenic response. Endocrine. 2001;
15: 187-92.

Lawrence, I.LE y H.W. Burden (1980). The origin of the extrinsic adrenergic innervation to
the ovary. Anat Rec 196:51-59.

Lefkowitz, R.J. y Shenoy, S.K. (2005). Transduction of receptor signals by beta-arrestins.
Science, 308:512-517.

Letras, D., Handal, A., Diaz, A., y Moréan, J.L. (2016). La Sulpirida reduce la ovulacién
compensadora pero incrementa la hipertrofia compensadora del ovario derecho en la rata
hemi-ovariectomizada. Revista de Sistemas Experimentales. ECORFAN-Bolivia. Junio;
Vol.3 No.7: 46-59.

Letras-Luna, D.E. (2018). Papel de los receptors dopaminérgicos del ovario sobre el ciclo
estral y la ovulaciéon en el modelo de la rata adulta hemicastrada. Tesis de Maestria,
Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas, BUAP.

Liochev, S.I. (1999). The mechanism of "Fenton-like" reactions and their importance for
biological systems. A biologist's view. Met lons Biol Syst, 36:1-39.

Liu, L., Trimarchi, J.R. y Keefe, D.L. (2000). Involvement of mitochondria in oxidative
stress induced cell death in mouse zygotes. Biol Reprod, 62:1745-1753.

Liu, L.X., Monsma, Jr.F.J., Sibley, D.R. y Chiodo, L.A. (1996). D2L, D2S, and D3

dopamine receptors stably transfected into NG108-15 cells couple to a voltage-dependent
potassium current via distinct G protein mechanisms. Synapse; 24:156-64.

74



Maeda, K., Ohkura, S. y Tsukamura, H. (2000). Physiology of reproduction. En: The
Laboratory Rat. Chapter 9. Eds. G. J. Krinke. Academic Press. London, pp. 145-176.

Maiorino, M., Bosello, V., Ursini, F., Foresta, C., Garolla, A., Scapin, M., Sztajer, H. y
Flohe L. (2003). Genetic variations of gpx-4 and male infertility in human. Biol Reprod,
68:1134-1141.

Markides, C.S.A., Roy, D. y Liehr, J.G. (1998). Concentration Dependence of Prooxidant
and Antioxidant Properties of Catecholestrogens. Archives of Biochemistry and
Biophysics: Vol. 360; 1, December: 105-112, Article No. BB980934.

Martin, L.M., A. Cafio y J. F. Navarro (1996). Efectos de la administracion de dosis altas de
sulpiride sobre la conducta agonistica en ratones machos. Psicothema, ISSN 0214 — 9915.

Maruyama, T., Kitaoka, Y. y Sachi, Y. (1997). Thioredoxin expression in the human
endometrium during the menstrual cycle. Mol Hum Reprod; 3:989-993.

Mattioli, M., Barboni, B., Gioia, L., y Lucidi, P. (1999). Nerve growth factor production in
sheep antral follicles. Domest Anim Endocrinol; 17:361-71.

Matsuda, F., Inove, N., Manabe, N. y Ohkura, S. (2012). Follicular growth and atresia in
mammalian ovaries: regulation by survival and death of granulosa cells. Reprod and
Development. 58:44-50.

Matsui, M., Oshima, M. y Oshima, H. (1996). Early embryonic lethality caused by targeted
disruption of the mouse thioredoxin gene. Dev Biol; 178: 179-185.

Matzuk, M.M., Burns, K.H., Viveiro, M.M. y Eppig JJ. (2002). Intercellular
communication in the mammalian ovary: oocytes carry the conversation. Science
296:2178-2180.

Matsuzawa, A. e Ichijo, H. (2008). Redox control of cell fate by MAP kinase: physiological
roles of ASK1-MAP kinase pathway in stress signaling. Biochim Biophys Acta,
1780:1325-1336.

McEwen, B.S. (2001). Invited review: Estrogens eff ects on the brain: multiple sites and
molecular mechanisms. J Appl Physiol; 91:2785.

MacKenzie, R.G., VanLeeuwen, D., Pugsley, T.A., Shih, Y.H., Demattos, S., Tang, L.,
Todd R.D. y O'Malley, K.L. (1994). Characterization of the human dopamine D3 receptor
expressed in transfected cell lines. Eur J Pharmacol, 266:79-85.

Meiser, J., Weindl, D., Hiller, K. (2013). Complexity of dopamine metabolism. Cell
Communication and Signaling: CCS. 17 (11):34.

Missale, C., Nash, S.R., Robinson, S.W., Jaber, M. y Caron, M.G. (1998). Dopamine
receptors: from structure to function. Physiol Rev 78: 189-225.

75



Molina, P.E. (2013). Female reproductive system. En: "Endocrine Physiology”. Capitulo
9. Eds. Molina P.E., 4a Ed. McGraw-Hill Medical. USA. pp. 213-248.

Morén, C., Franco, A., Morén, J.L., Handal, A., Morales, L. (2005). Neural activity
between ovaries and the prevertebral celiac-superior mesenteric ganglia varies during the
estrous cycle of the rat. Endocrine 26: 147-152.

Moran, C., Morales, L., Quiroz, U. y Dominguez, R. (2000). Effects of unilateral or
bilateral superior ovarian nerve section in infantile rat on the follicular growth. J Endocrinol
166: 205-211.

Mouatassim, S., Guerin, P. y Menezo, Y. (1999). Expression of genes encoding antioxidant
enzymes in human and mouse oocytes during the final stages of maturation. Mol Hum
Reprod; 5:720-725.

Nagai, H., Noguchi, T., Takeda, K. y Ichijo, H. (2007). Pathophysiological roles of ASK1-
MAP kinase signaling pathways. J Biochem Mol Biol, 40:1-6.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z00-1999. Especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Ojeda, S.R. y Lara, H.E. (1989). Role of the Sympathetic Nervous System in the Regulation
of Ovarian Function. En: The Menstrual Cycle and its Disorders. Eds. K. M. Pirke W.
Wouttke U. Schweiger. Germany pp. 26-32.

Orsi, N.M., Gopichandran, N., Leese, H.J., Picton, H.M. y Harris, S.E. (2005). Fluctuations
in bovine ovarian follicular fluid composition throughout the oestrous cycle. Reproduction,
129:219-228.

Palomo, T. (1991). Bases neuroquimicas de la esquizofrenia, Farmacologia del SNC, 5:5-
16.

Pastelin, C.F., Rosas, N. H., Morales-Ledesma, L., Linares, R., Dominguez, R. y Moréan C.
(2017). Anatomical organization and neural pathways of the ovarian plexus nerve in rats.
Journal of Ovarian Research 10:18.

Pastelin-Rojas, C. (2003). Efectos del bloqueo farmacoldgico del sistema dopaminérgico
durante la segunda mitad del ciclo estral sobre la funcién ovérica de la rata adulta. Tesis
Profesional. Biologia, BUAP.

Pardal, R., Ortega-Saenz, P., Duran, R. y Ldpez-Barneo, J. (2007). Glia-like stem cells
sustain physiologic neurogenesis in the adult mammalian carotid body. Cell.; 131(2):364-
377.

Paszkowski, T, Traub, A.l. y Robinson, S.Y. (1995). Selenium dependent glutathione
peroxidase activity in human follicular fluid. Clin Chim Acta; 236:173-180.

76



Payer, A.F. (1978). Ultrastructural study of the nerve plexus accompanying the ovarian
artery and vein in the rat. Anat Rec.; 190: 47-63.

Perkins, A.V. (2006). Endogenous anti-oxidants in pregnancy and preeclampsia. Aust N Z J
Obstet Gynaecol, 46:77-83.

Piomelli, D. (1993). Arachidonic acid in cell signaling. Curr Opin Cell Biol; 5: 274-80.

Prasad, S., Tiwari, M., Pandey, A.N., Shrivastav, T.G. y Chaube, S.K. (2016). Impact of
stress on oocyte quality and reproductive outcome. Prasad et al. Journal of Biomedical
Science 23:36

Ramirez-Avila, B. (2001). Efectos de la administracion secuencial de GnRH sobre la
ovulacion en ratas adultas con bloqueo farmacolédgico del sistema dopaminérgico. Tesis
Profesional. Biologia, BUAP.

Rangel-Barajas, C., Coronel, I. y Floran, B. (2015). Dopamine Receptors and
Neurodegeneration. Aging and Disease. Vol. 6, Number 5; 349-368.

Rey-Ares., V., Lazarov, N., Berg, D., Berg, U., Kunz, L. y Mayerhofer, A. (2007). A
dopamine receptor repertoire of human granullosa cells. Reprod Biol Endocrinol 5:40-49.

Richards, J. S. y Pangas, S.A. (2010). The ovary: basic biology and clinical implications. J
Clinical Invest. 4: 963.

Riley, J.C. y Behrman, H.R. (1991). Oxygen radicals and reactive oxygen species in
reproduction. Proc Soc Exp Biol Med; 198:781-791.

Ruder, E.H., Hartman, T.J. y Goldman, M.B. (2009). Impact of oxidative stress on female
fertility. Curr Opin Obstet Gynecol 2009, 21:219-222.

Sabuncu, T., Vural, H. y Harma, M. (2001). Oxidative stress in polycystic ovary sindrome
and its contribution to the risk of cardiovascular disease. Clin Biochem; 34:407-413.

Saller, S., Kunz, L., Berg, D., Berg, U., Lara, H., Urra, J., Hecht, R., Pavlik, R., Thaler, C.J.
y Mayerhofer, A. (2014). Dopamin in human follicular fluid is associated with cellular
uptake and metabolism-dependent generation of reactive oxygen species in granulosa cells:
implications for physiology and pathology. Human Reproduction 29(3):555-567.

Sanchez-Criado, J.E. (1999). Fisiologia del ovario. En: Fisiologia humana. Capitulo 75.
Eds. J.A.F. Tresguerres. McGraw Hill-Interamericana. Madrid, pp. 1020-1031.

Sanchez, M.G., Bourque, M., Morissette, M. y Di Paolo, T. (2010). Steroids Dopamine
Interactions in the Pathophysiology and Treatment of CNS Disorders. CNS Neuroscience &
Therapeutics: 16: 43-71.

77



Seeman, P. y Van Tol, H.M.H. (1993). Pharmacology of dopamine receptor. Curr Op
Neurol Neurosur 6: 602-608.

Sharma, R.K. y Agarwal, A. (2004). Role of reactive oxygen species in gynecologic
diseases. Review article. Reprod Med Biol, 3:177-199.

Shkolnik, K., Tadmor, A., Ben-Dor, S., Nevo, N., Galiani, D. y Dekel, N. (2011). Reactive
oxygen species are indispensable in ovulation. Proc Natl Acad Sci USA 108:1462-1467.

Singh, Z., P. Karthigesu, I., Singh, P. y Kaur, R. (2014). Use of Malondialdehyde as a
Biomarker for Assessing Oxidative Stress in Different Disease Pathologies: a Review.
Iranian J Publ Health, VVol. 43, Suppl. No.3, Oct 2014: 7-16.

Smith, M. S., Freeman, M. E., y Neill, J. D. (1975). The control of progesterone secretion
during the estrous cycle and early pseudopregnancy in the rat: prolactin, gonadotropin and
steroid levels associated with rescue of the corpus luteum of pseudopregnancy.
Endocrinology; 96: 219-226.

Soule, S.G. y Jacobs, H.S. (1995). Prolactinomas: present day Management. British Journal
of Obstetrics Gynaecology 1995; Vol; 102: 178-181.

Spanos, M., Gras-Najjar, J., Letchworth, J.M., Sanford, A.L., Toups, J.V. y Sombers, L.A.
(2013). Quantitation of Hydrogen Peroxide fluctuations and their modulation of Dopamine
dynamics in the rat dorsal striatum using fast-scan cyclic voltammetry. ACS Chem.
Neurosci; 4, pp. 782—789 DOI:dx.doi.org/10.1021/cn4000499.

Standaert, D.G. y Young, A.B. (2007). Tratamiento de los trastornos degenerativos del
sistema nervioso central. En: Goodman & Gilman Las Bases Farmacoldgicas de la
Terapéutica. Capitulo 20. Eds. José Rafael Blengio Pinto, Jorge Orizaga Samperio, Ana
Maria Pérez Tamayo Ruiz. 112 ed. McGraw Hill, Colombia, pp. 527-546.

Stephenson, A., Owman, C., Sjoberg, N.O., Sporrong, B. y Walles, B. (1981). Comparative
study of the autonomic innervation of the mammalian ovary, with particular regard to the
follicular system. Cell Tissue Res 1981; 215: 47-62.

Strauss J.F y Williams C.J. (2009). The Ovarian Life Cycle. En: Reproductive
Endocrinology. Capitulo 8. 6th. Edicion. Yen & Jaffe’s. pp. 155-190.

Subbarao, K.V., Richardson, J.S., Ang, L. (1990). Autopsy samples of Alzheimer's cortex
show increase peroxidation in vitro. J Neurochem; 55: 342—-355.

Sugino, N., Karube-Harada, A., Sakata, A. (2002). Nuclear factor-kappa B is required for
tumor necrosis factor-alpha-induced manganese superoxide dismutase expression in human
endometrial stromal cells. J Clin Endocrinol Metab; 87:3845-3850.

Sugino, N., Karube-Harada, A. y Taketani, T. (2004). Withdrawal of ovarian steroids
stimulates prostaglandin F2alpha production through nuclear factor-kappaB activation via

78



oxygen radicals in human endometrial stromal cells: potential relevance to menstruation. J
Reprod Dev; 50:215 225.

Sutton, M.L., Gilchrist, R.B. y Thompson, J.G. (2003). Effects of in-vivo and in-vitro
environments on the metabolism of the cumulus-oocyte complex and its influence on
oocyte developmental capacity. Human Reproduction Update, 9, 35-48.

Svenningsson, P., Nishi, A., Fisone, G., Girault, J.A., Nairn, A.C. y Greengard, P. (2004).
DARPP-32: an integrator of neurotransmission. Annu Rev Pharmacol Toxicol 44: 269-296.

Tamate, K., Sengoku, K. e Ishikawa, M. (1995). The role of superoxide dismutase in the
human ovary and fallopian tube. J Obstet Gynaecol; 21:401-409.

Taraskevich, P.S. y Douglas, W.W. (1990). Dopamine (D2) or gamma-aminobutyric acid
(GABAB) receptor activation hyperpolarizes rat melanotrophs and pertussis toxin blocks
these responses and the accompanying fall in [Ca?*] i. Neurosci Lett;112:205-9.

Toth, 1., Banczerowski, P., Boldogkdi, Z., Téth, J., Szabo, A., Halasz, B. y Gerendai, 1.
(2008). Cerebral neurons involved in the innervation of both the adrenal gland and the
ovary : A double viral tracing study. Brain Research Bulletin 77(5): 306-311.

Toth, 1., Wiesel, O., Boldogkdl, Z., Balint, K., Tapaszti, Z., y Gerendai, 1. (2007).
Predominance of supraspinal innervation of the left ovary. Microscopy research and
technique 70(8): 710-718.

Uchida, S. (2015). Sympathetic regulation of estradiol secretion from the ovary. Autonomic
Neuroscience: Basic and Clinical 187:27-35.

Uchida, S., Kagitani, F., Hotta, H., Hanada, T. y Aikawa, Y. (2005). Cutaneous Mechanical
Stimulation Regulates Ovarian Blood Flow via Activation of Spinal and Supraspinal Reflex
Pathways in Anesthetized Rats. Jpn J Physiol; 55: 265-77.

Uchida, S., Kato, Y., Hirano, K., Kagawa, Y.y Yamada, S. (2007). Brain neurotransmitter
receptor-binding characteristics in rats after oral administration of haloperidol, risperidone
and olanzapina. Life Sciences 80: 1635-1640.

Van Blerkom, J., Antczak, M. y Schrader, R. (1997). The developmental potential of the
human oocyte is related to the dissolved oxygen content of follicular fluid: association with
vascular endothelial growth factor levels and perifollicular blood flow characteristics. Hum
Reprod; 12:1047-1055.

Vargas-Torres, L.A. (2002). Efectos del bloqueo farmacologico de la informacién

dopaminérgica sobre el ciclo estral de la rata: andlisis de los mecanismos que inhiben la
funcidn de los ovarios. Tesis Profesional. Biologia, BUAP.

79



Venegas-Meneses, B., Juarez-Robelo, C.E., Handal-Silva, A, Moran-Perales, J.L. (2017).
Efectos del bloqueo irreversible de los receptores dopaminérgicos del ovario sobre la
ovulacion espontanea de la rata adulta. Revista de Ciencias de la Salud 4(11): pp.11-23.
ECORFAN RENIECYT.

Venegas, B., Padilla, J.F., Juarez C.E., Moréan, J.L., Moran, C., Rosas Murrieta, N.H.,
Handal, A. y Dominguez, R. (2015). Effects of ovarian dopaminergic receptor on ovulation.
Endocrine International Journal of Basic and Clinical Endocrinology. DOI:
10.1007/s12020-015-0636-4

Wagstaff, A.J., Fitton, A. y Benfield, P. (1994). Sulpiride a review of its pharmacodynamic
and pharmacokinetic properties, and therapeutic efficacy in schizophrenia. Drug
Evaluation. CNS Drugs 2 (4): 313-333.

Wang, S., He, G., Chen, M., Zuo, T., Xu, W. y Liu, X. (2017). The Role of Antioxidant
Enzymes in the Ovaries. Hindawi. Oxidative Medicine and Cellular Longevity.

Weiner, N. y Molinoff, P. B. (1994). Catecholamines. En: Basic Neurochemistry. Capitulo
12. Eds. G. J. Siegel, B. W. Agranoff, R. W. Albers & P. B. Molinoff. Raven Press, New
York. pp. 211-281.

Williams, C.J. y Erickson, G.F. (2012). Morphology and Physiology of the Ovary. NCBI
Booksh elf. A service of the National Library of Medicin e, National Institutes of Health .1-
38 URL.: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK278951/

Yan, Z., Song, W.J. y Surmeier, J. (1997). D2 dopamine receptors reduce N-type Ca?*
currents in rat neostriatal cholinergic interneurons through a membrane-delimited, protein-
kinase-C insensitive pathway. J Neurophysiol 77: 1003-1015.

Yen, S.S.C. (1999). Polycystic ovary syndrome (hyperandrogenic chronic anovulation). En:
Reproductive Endocrinology. Physiology, Pathophysiology, and Clinical Manegement. 4th.
Edition. Chapter 17. W.B. Saunders Co. Philadelphia, pp. 436-477.

Yilmaz, M., Bukan, N. y Ayvaz, G. (2005). The effects of rosiglitazone and metformin on
oxidative stress and homocysteine levels in lean patients with polycystic ovary syndrome.
Hum Reprod; 20:3333-3340.

Zhang, X., Zhang, L., Huo, S., Wang, J. y Cui, S. (2010). Neonatal superior ovarian nerve
transection inhibits follicle development by enhancing follicular atresia and suppressing
granulosa cell proliferation in rats. Reprod Fertil Dev 22: 1148-1158.

Zaworski, P.G., Alberts, G.L., Pregenzer, J.F., Im, W.B., Slightom, J.L. y Gill, G.S. (1999).

Efficient functional coupling of the human D3 dopamine receptor to G(o) subtype of G
proteins in SH-SY5Y cells. Br J Pharmacol, 128:1181-1188.

Zeng, C., Zhang, M., Asico, L.D. Eisner, G.M. y Jose, P.A. (2007). The dopaminergic
system in hypertension. Clinical Science; 112(12):583-597.

80



13. ANEXOS
14. PUBLICACIONES (Participaciones en Congresos)

Efectos De La Sulpirida Sobre El Ciclo Estral De La Rata

Gonzalez Quiroz Karla Nayelly! 2, Cuevas Romero Estelal, Moran Perales
José Luis?
Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta-UATXx!, Instituto de Ciencias-
BUAP?
Contacto: Teléfono Celular: 2481023148; Correo-e: qvfl15quima@gmail.com

La secrecion ovarica de esteroides sexuales forma parte de una serie de eventos
integrativos que el sistema nervioso central (SNC) controla para asegurar la
reproduccién sexual. La dopamina (DA) es un neurotransmisor clasico del grupo
de las catecolaminas que desempefia multiples funciones en el SNC, algunas de
ellas estan relacionadas con el control de la secreciéon de la hormona hipotalamica
liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y las gonadotropinas. En los tejidos de la
corteza ovarica de la mujer y de la rata se han detectado diferentes subtipos de
receptores a la DA (RDA). En la rata adulta, se han realizado 2 tipos de bloqueo a
los RDA, uno sistémico y el otro a nivel del hipotdlamo, inducido por la
administraciéon de haloperidol (un bloqueador reversible de los RDA tipo 1 y tipo
2) interrumpe sefiales endocrinas y neuroendocrinas que conducen a la ovulacién,
con efectos que dependen de la etapa del ciclo estral en que dichos receptores son
bloqueados. De igual forma, la microinyeccién de diferentes antagonistas de la DA
(haloperidol, sulpirida, SCH23390) dentro de las bursas ovdricas fue capaz de
inhibir la ovulacién en la rata al interrumpir la descarga preovulatoria de GnRH,
con efectos que ademés dependen del dia y la hora del ciclo estral en que se realiza

la microinyeccion local de estos farmacos.

Se conoce poco sobre el papel modulador y la interaccion entre los RDA sobre el

control de las funciones ovaricas; sabemos que el RDA tipo 2 presenta un periodo
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de influencia mayor sobre el control del ciclo estral y la ovulacién que el RDA tipo
1; por ello el proposito del presente trabajo es analizar el papel funcional de la
informacion dopaminérgica mediada por el RDA tipo 2 del ovario y su relacién con
los mecanismos que controlan la secrecién de esteroides sexuales, del ciclo estral y la
ovulacion en el modelo de la rata adulta.

Por lo tanto se analiza y evalta los efectos que el antagonista de los RDA tipo 2
(Sulpirida) administrado dentro de las bursas ovdricas, tiene sobre la duracion del

ciclo estral y la ovulacion en el siguiente estro vaginal.

Para ello a las 13:00 horas de los diferentes dias del ciclo estral (diestro-1, diestro-2,
proestro y estro) en grupos de ratas que exhibieron previamente tres ciclos estrales
regulares consecutivos con 4 dias de duracién fueron sometidos a laparotomia
dorso-bilateral a nivel de la regiéon inguinal para exteriorizar los ovarios y realizar
una microinyeccion dentro de cada bursa ovérica con 20 pL de Sulpirida
(10pg/uL); de modo semejante, los grupos testigo recibieron la microinyeccién con
el vehiculo (4cido ascérbico 0.1%). La eutanasia se realizé entre las 09:00-10:00
horas de la mafiana del siguiente estro vaginal observado, se registré la duraciéon
del ciclo estral, como indicador biolégico de la secrecion de gonadotropinas y de

esteroides ovéricos, asi como el conteo de ntiimero de ovocitos liberados.

Como resultados encontramos que tnicamente el grupo tratado con sulpirida en el
Diestro-1, se prolongé significativamente el ciclo estral, es decir, retrasaron la
presencia del estro vaginal por un dia (Sulpirida (n=7): 4.9£0.1 vs. Vehiculo (n=7):
4.1+0.1; p<0.03, U de Mann-Whitney) lo que no ocurrié en los grupos tratados con
el antagonista en los otros dias del ciclo (Diestro-1 (n=7): 4.840.2 vs. Otros Dias
(n=18): 4.0+0.0; p<0.0002, U de Mann-Whitney) ni entre los grupos testigo (Diestro-
1 (n=7): 4.840.2 vs. Vehiculo en otros Dias (n=18): 4.1+0.1; p<0.001, U de Mann-
Whitney) (Tabla 1).

Estos resultados muestran que existe una participacion diferencial del RDA tipo 2
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respecto al dia del ciclo estral en que se analiza su funcionamiento y la integracién
de sefiales endocrinas y neuroendocrinas que conducen a la ovulacion ciclica en la
rata adulta, donde aparentemente existe una relaciéon antagénica entre la secreciéon
de progesterona, es decir, la funcién del cuerpo lateo y el RDA tipo 2. Queda por
estudiar los cambios moleculares y bioquimicos inducidos por el bloqueo selectivo

del RDA tipo 2.

Asimismo el bloqueo de los RDA tipo 2 en el dia del Diestro-1, inducido por
sulpirida, interrumpe las sefiales que controlan la duracion del ciclo sin afectar la

cuota ovulatoria.

Tabla 1. Numero de ovocitos liberados + e.e.m. y duracién del ciclo estral
(dias) + e.e.m. de las ratas que presentaron un patrén regular de ciclicidad vaginal
y que recibieron una microinyecciéon (MIB) 20 pL de sulpirida (10pg/pL) o del
vehiculo (dcido ascérbico 0.1%) a las 13:00h del Estro, Diestro-1, Diestro-2 o
Proestro.

Numero de Ovocitos Duracion del Ciclo Estral
Grupo Experimental Liberados (dias)
Vehiculo Sulpirida Vehiculo Sulpirida
MIB en Estro 12.1+1.4 13.3£1.0 4.2+0.2 4.0+0.0
MIB en Diestro-1 12.8+0.7 12.8£0.9 4.1+0.1 4.9+0.1%
MIB en Diestro-2 12.841.2 10.8+0.4 4.0£0.0 4.0£0.0
MIB en Proestro 11.8+0.8 11.5+0.6 4.0£0.0 4.0£0.0

* p<0.001 comparado con todos los grupos (Kruskal-Wallis seguida de la prueba
de comparaciones multiples de Dunn)
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18.- LA SULPIRIDA EN EL DIESTRO-1 DESFASA EL CICLO ESTRAL DE LA
RATA PERO NO AFECTA EL NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS.

Gonzalez Quiroz KN 2, Cuevas Romero E!, Sanchez Garcia 02, Handal Silva A?,
Suastegui Garcia WA?, Venegas Meneses B2, Moran Perales JL?,

1Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala,
2Departamento de Biologia y Toxicologia de la Reproduccion, Instituto de Ciencias;
3Facultad de Ciencias Bioldgicas, Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

Existe un mecanismo intrinseco en los ovarios donde la dopamina participa de modo
crucial en la integracion de sefales neuroendocrinas y endocrinas que regulan el ciclo
reproductor y que controlan la ovulacion en la rata. La administracién local de
antagonistas selectivos de los receptores dopaminérgicos dentro de las bursas
ovaricas, inhibe la ovulacion espontanea en la mafiana del estro esperado por
interrumpir la descarga preovulatoria de la GnRH, lo que depende del dia del ciclo
estral en que se realiza el bloqueo farmacolégico del sistema dopaminérgico ovarico
de la rata. Se analiz6 el efecto del blogqueo de los receptores dopaminérgicos D2 por
medio de la microinyeccién (MI) dentro de las bursas ovéricas del antagonista
dopaminérgico sulpirida, evaluado sobre la duracion del ciclo estral y el nimero de
ovocitos liberados. Se utilizaron 50 ratas de la cepa CII-ZV con ciclo estral regular de
cuatro dias (ratas ciclicas); 25 ratas ciclicas recibieron una Ml con 20 uL de solucion
de sulpirida (10 pg/uL) dentro de las bursas ovaricas en ambos ovarios, a las 13:00 h
de los diferentes dias del ciclo estral. Como grupos testigo, se utilizaron 25 ratas
ciclicas a las que se les realiz6 Ml con 20uL de acido ascorbico 0.1% (vehiculo). Los
animales se sacrificaron en la mafiana del estro vaginal después de la MI. La sulpirida
en el diestro-1 retras6 el estro vaginal un dia (Sulpirida (n=7): 4.9+0.1 dias vs.
Vehiculo (n=7): 4.1+0.1 dias; p<0.03, U de Mann-Whitney) lo que no ocurrié en los
grupos tratados con el antagonista en los otros dias del ciclo (Sulpirida en los Otros
Dias (n=18): 4.0+0.0 dias) ni respecto a los grupos testigo (todos los grupos con
vehiculo (n=25): 4.1+0.1 dias; p<0.0001, Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn). No se observaron cambios en el nimero de
ovocitos liberados entre los grupos. Los resultados indican que en la tarde del diestro-
1, el receptor dopaminérgico ovarico tipo 2 participa en los mecanismos
neuroendocrinos y endocrinos que controlan el ciclo estral de la rata al afectar la
secrecion de los esteroides sexuales y consecuentemente de las gonadotropinas.

Categoria del primer autor: M
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