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RESUMEN

La ovulacion es regulada por la interaccion del eje neuroendocrino hipotalamo-hipofisis-
ovarios. En el hipotdlamo, particularmente en el area predptica (POA), se encuentran los
somas de las neuronas de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). La secrecion
de la GnRH estimula la sintesis y la secrecion de la hormona luteinizante (LH) y de la
hormona estimulante de los foliculos (FSH) por parte de los gonadotropos en la hipofisis
anterior. La LH y la FSH, a su vez, estimulan las funciones ovaricas: el crecimiento y
maduracion de los foliculos, la sintesis de hormonas y la ovulacion. Se ha descrito que las
neuronas GnRHérgicas precisan de informacion directa o indirecta de otros grupos
neuronales para llevar a cabo su funcion. La dopamina (DA) es uno de los neurotransmisores
que se encuentran en estos grupos y actlia a través de dos familias de receptores, los RDA-1
y los RDA-2. La adicion de DA al medio de cultivo de explantes de hipotalamo inhibe la
secrecion de la GnRH y la LH. En contraste, la inyeccion cerebroventricular de DA
incrementa la concentracidn plasmatica de la LH, lo que estimula la ovulacion. Por otro lado,
el bloqueo unilateral de ambas familias de receptores dopaminérgicos en el POA resulta en
la inhibicion parcial de la ovulacion.

A partir de lo anterior, hipotetizamos que el bloqueo de los RDA-2 del POA a las
09:00 h de cada una de las etapas del ciclo estral resultara en el bloqueo de la ovulacion. Para
contrastar nuestra hipotesis, a ratas adultas y ciclicas de la cepa ClI1Z-V se les implanté una
canula guia bilateral dirigida al POA. Posterior a la cirugia, una vez que cumplieron tres
ciclos consecutivos de cuatro dias, los animales fueron microinyectados con liquido
cefalorraquideo artificial (aCSF) o con Raclopride (12.5mg/mL) a las 09:00 h de cada una de
las etapas del ciclo estral. Finalmente, se llevo a cabo la eutanasia a las 09:00 h del estro
predicho inmediato y se evalud el porcentaje de animales ciclicos, la tasa de animales que
ovularon, el nmero de ovocitos liberados y la masa de los ovarios, el Utero y las adrenales.

Los resultados mostraron que el bloqueo de los RDA-2 no modifico la tasa de
ciclicidad ni de la tasa de animales que ovularon. Esto sugiere que la dopamina, a través de
dichos receptores en el POA inhibe la ovulacién, ya que al no acoplarse en éstos se estimul6
la ovulacion. Otra sugerencia es que la funcién de la dopamina a traves de sus diferentes
familias de receptores es redundante, es decir, que a través de ambas familias de receptores
se puede estimular la ovulacion. El tratamiento en la etapa de proestro resultd en el
incremento del nimero de ovocitos liberados (Intacto: M= 14, RI= 13-14 vs. aCSF: M=
11.25, RI=6.5-14 vs. Raclopride: M= 15, RI= 14-16.25; P= 0.0057 prueba de Kruskal-Wallis
y P=0.0092 prueba de Dunn). En la etapa de metaestro incrementd la masa de los ovarios
(p= 0.0399 vs. aCSF) y en el diestro la del utero (p=0.0254 vs. aCSF). A partir de estos
resultados sugerimos que, a través de los RDA-2 del POA, la dopamina ejerce un efecto
inhibitorio sobre la secrecion de la GnRH en las etapas de diestro y proestro y uno estimulante
en metaestro.
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INTRODUCCION

La reproduccion es un proceso imprescindible en el que los organismos aumentan su
poblacién y perpetdan su especie. En animales superiores, como los vertebrados, la
reproduccion por lo general es de tipo sexual (Finn, 2001; Bengtsson, 2003). Este tipo de
reproduccion implica la fusion de los pronucleos de las células gaméticas del macho y de la
hembra, dando lugar a una célula denominada cigoto, a partir de la cual se desarrollara un
nuevo individuo. EI gameto femenino es el évulo u ovocito y para que este pueda fusionarse
con el gameto masculino debe atravesar por un proceso de desarrollo, maduracion y
liberacion, este ultimo denominado ovulacion (Harrison, 2001; Kornbluth y Fissore, 2015).

La ovulacion es regulada por un eje neuroendocrino compuesto por tres elementos: el
hipotalamo, la hipdfisis y las gonadas, que en el caso de las hembras son los ovarios. El
hipotalamo sintetiza y secreta un decapéptido conocido como la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), que en la hipofisis estimula la sintesis y secrecién de la hormona
luteinizante (LH) y la hormona estimulante de los foliculos (FSH). Ambas hormonas se
denominan gonadotropinas y viajan a través del sistema circulatorio hasta llegar a su 6rgano
blanco, los ovarios, en los que estimulan diversos procesos fisioldgicos (Berga y Naftolin,
2012). Entre éstos esta la sintesis y secrecidon de hormonas ovaricas como el estradiol (Ez2) y
la progesterona (P4); el desarrollo, crecimiento y maduracion de los foliculos ovéricos vy,
finalmente, la ovulacion (Garg y Berga, 2020).

En las hembras de los mamiferos se han observado dos tipos de ovulacion; la inducida
o refleja y la espontanea (Weir y Rowlands, 1973). Algunos ejemplos de mamiferos que
presentan ovulacion refleja son los conejos, los visones, los hurones, los gatos, los camellos,
entre otros. Las hembras de estas especies ovulan en respuesta a un estimulo sensorial que se
presenta en el momento del apareamiento. Por el contrario, las ratas, las ovejas, los primates
no humanos y los humanos son ejemplos de animales que presentan ovulacion espontanea.
Estos ovulan independientemente del apareamiento, en etapas o0 momentos determinados de
su ciclo reproductivo en el que la ovulacion es inducida por la accion de las gonadotropinas,
que a su vez son reguladas por hormonas hipotalamicas y ovaricas, las cuales fluctian a lo
largo de dicho ciclo (Kollar, 1953; Weir y Rowlands, 1973; Bakker y Baum, 2000).

En el mundo existen alrededor de 4900 especies de mamiferos, de las cuales una
tercera parte estd constituida por roedores como las ratas. Su gran presencia alrededor del
mundo, asi como su facil y accesible manipulacion y mantenimiento, hacen de estos animales
el modelo biologico perfecto para su estudio en diferentes disciplinas cientificas como la
neuroendocrinologia de la reproduccion (Weir y Rowlands, 1973; Hamid y Zakaria, 2013).
Las hembras presentan un ciclo reproductivo de cuatro dias de duracién conocido como ciclo
estral, el cual se presenta de forma continua durante todo el afio (Lohmiller y Swing, 2006).
Dicho ciclo se divide en cuatro etapas que son identificadas por los cambios en la citologia
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del epitelio que recubre a la vagina. Estos cambios son el resultado de los procesos
fisiol6gicos que ocurren en cada nivel del eje neuroendocrino y que son especificos de cada
etapa (Hubscher et al., 2005; Miller y Takahashi, 2014; Paccola et al., 2013).

Las etapas del ciclo estral son: metaestro, diestro, proestro y estro que, a su vez, son
agrupadas en dos fases. El metaestro y el diestro representan a la fase lutea del ciclo, mientras
que el proestro y el estro a la fase folicular (Hubscher et al., 2005; Paccola et al., 2013; Byers
et al., 2012). El dia del metaestro se caracteriza por el comienzo del incremento de la
concentracion del E> y la P4. El E> alcanza su maxima concentracion en la mafiana del
proestro, lo que estimula el aumento de la secrecion, y de la concentracion, de la GnRH, la
LHy la FSH por la tarde. Por su parte, la P4 también presenta su mayor concentracion en la
tarde del proestro. A estos incrementos bruscos en la concentracion de hormonas ovéricas se
les denomina picos preovulatorios, ya que posterior a su incremento, se daré la ovulacion en
la mafiana del estro. En esta ultima etapa, la concentracion de cada una de las hormonas
vuelve a su estado basal y el ciclo se repite hasta la senectud de la hembra (Marcondes et al.,
2002; Lohmiller y Swing, 2006; McLean et al., 2012).

En conjunto, la fluctuacion de estas hormonas durante el ciclo estral es un elemento
imprescindible en la regulacion de la ovulacion (Caraty et al., 1995). Por su parte, el Ez es
un factor de retroalimentacion, tanto estimulante como inhibitorio, en la regulacion de la
actividad de las neuronas GnRHérgicas del hipotalamo, sin embargo, no es el Unico elemento
que lo regula (de la Iglesia'y Schwartz, 2006; Miller y Takahashi, 2014). Se ha mostrado que
la actividad de estas neuronas es regulada por informacion nerviosa que proviene de distintas
estructuras del sistema nervioso (Miller y Takahashi, 2014; Silva y Dominguez, 2019).
Durante el tltimo medio siglo se ha descrito la naturaleza de esta informacion y los resultados
indican que es transmitida a través de diversos sistemas de neurotransmision. Algunos de
éstos son el acido gamma aminobutirico, la serotonina, la arginina vasopresina, el péptido
intestinal vasoactivo, la noradrenalina, la acetilcolina, la dopamina, entre otros (Halasz et al.,
1988; Miller y Takahashi, 2014). Cada uno de estos neurotransmisores actua a través de sus
receptores, los cuales inhiben o estimulan la actividad de las neuronas GnRHérgicas
dependiendo de la via de sefializacién que activen (Ciechanowska et al., 2010; Berga y
Naftolin, 2012).

Estudios in vitro han mostrado que la dopamina disminuye de forma significativa la
secrecion de la LH (Tasaka et al., 1985). De igual manera en la rata la administracion
sistémica de clorpromazina, un antagonista de la dopamina, en la etapa de proestro resulta en
el bloqueo de la ovulacién (Barraclough y Sawyer, 1957). Contrario a estos resultados
Schneider y McCann (1970) mostraron que la infusion de dopamina en el tercer ventriculo
del cerebro estimula el incremento de la concentracion plasmatica de la LH. De forma
especifica, el bloqueo general de los receptores dopaminérgicos (RDA) del area predptica
hipotalamica (POA) en los dias de estro y metaestro, pero no del diestro y proestro, resulta
en el bloqueo de la ovulacion (Moran y Dominguez, 1995). Estos resultados sugieren que la
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participacion de la dopamina en la regulacion de la ovulacion depende del lugar de accion
del neurotransmisor, la via de sefializacion que active, asi como de la etapa del ciclo en la
que se realiza el tratamiento. En el presente estudio analizamos el papel de los receptores
dopaminérgicos de la familia 2 (RDA-2) del POA a las 09:00 horas de cada etapa del ciclo
estral de la rata adulta.
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MARCO TEORICO

l. EL OVARIO

.| DESARROLLO EMBRIONARIO

Los ovarios son las génadas femeninas y forman parte del eje neuroendocrino que regula la
reproduccion de los vertebrados. Estos drganos tienen su ontogenia en etapas tempranas del
desarrollo embrionario, las cuales varian dependiendo de la especie (Smith et al., 2014). El
desarrollo de estos 6rganos comienza con la diferenciacion de las células germinales
primordiales (PGCs), éstas migran hacia los mesonefros embrionarios, estableciendo las
crestas o primordios gonadales, en donde proliferan a través de una serie de divisiones
mitdticas (Liu et al., 2010; Rojas y Prieto, 2014; Suzuki et al., 2015).

La diferenciacion de la génada depende de la expresion y accion de los genes Rspol,
Wnt4, y Ctnnbl, que actlan en conjunto con el acido retinoico y la folistatina (Yao, 2005;
Suzuki et al., 2015; Diaz-Hernandez y Merchant-Larios, 2017). Posteriormente, se pueden
distinguir cinco tipos de células en el ovario: células epiteliales que conforman su superficie,
células endoteliales que permiten la angiogénesis, células estromales, células pregranulosas
y ovogonias (Konishi et al., 1986; Smith et al., 2014). Varias ovogonias Se agrupan en
racimos y son rodeadas por las células pregranulosas, durante lo cual, atraviesan la meiosis |
y quedan arrestadas en la profase I, dando lugar al ovocito. Posteriormente, cerca del
nacimiento, se expresan los genes FIGa y FoxI2, que promueven que las células
pregranulosas rompan los racimos y rodeen de forma individual a los ovocitos, lo que da
lugar a la formacion de los foliculos primordiales (Yao, 2005: Liu et al., 2010; Smith et al.,
2014; Grive y Freiman, 2015; Suzuki et al., 2015). Algunos autores han sefialado que las
células germinales de roedores y humanos también contindan proliferando durante la
maduracion de los ovarios y aun durante la vida reproductiva de las hembras (Johnson et al.,
2004; De Felici, 2010). Los foliculos ovaricos, junto con la proliferacion de las células
somaticas antes mencionadas, dan lugar a la organizacion del ovario maduro.

I.I1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL OVARIO

Los ovarios maduros se localizan en la cavidad abdominal a cada lado de la pared pélvica.
La disposicion y fijacion de estos 6rganos se da por el ligamento suspensorio, el ligamento
ancho del dtero y el mesovario (Erickson y Chang, 2007). Los ovarios se encuentran
protegidos por una membrana denominada bursa ovarica, la cual los separa de la cavidad
peritoneal y permite el intercambio selectivo de sustancias entre ambos elementos. De forma
general, la funcion de dicha membrana es proveer el microambiente necesario para preservar
la homeostasis de los ovarios (Martin et al., 1981; Zhang et al., 2013; Hosotani et al., 2020).
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De acuerdo con estudios histologicos, se pueden observar cuatro porciones diferentes
en el ovario; el epitelio superficial, la tdnica albuginea, la corteza y la médula (Erickson y
Chang, 2007). El epitelio superficial es una capa de células cuboidales que provienen del
mesovario, el cual contribuye en la remodelacién, restauracion y degradacion de la corteza
ovarica. Por debajo de éste se encuentra la tunica albuginea, ésta se conforma por células que
dan lugar a un denso tejido conectivo que carece de irrigacion sanguineay en el que se pueden
observar a los foliculos primordiales (Figura 1) (Blaustein, 1977; Auersperg et al., 2001).

La corteza y la médula conforman al estroma ovérico y son las porciones funcionales
del ovario maduro (Vidal y Dixon, 2018). La corteza esta constituida por tejido conjuntivo y
remanentes de los elementos de la médula. Se caracteriza por contener a los foliculos ovaricos
en diferentes estadios de maduracion y cuerpos lateos. Finalmente, la médula es un agregado
de tejido conectivo, células estromales, vasos sanguineos y linfaticos, asi como de fibras
nerviosas (Figura 1) (Erickson y Chang, 2007; Weidner et al., 2009; Vidal y Dixon, 2018).
Las células estromales de la médula dan lugar al hilio, constituido por células hiliares que
sintetizan testosterona, otra hormona importante en la fisiologia de los ovarios. El hilio
también se caracteriza por ser el punto de unién entre el ovario y los ligamentos antes
mencionados, asi como por ser la via de entrada de los vasos sanguineos que irrigan a la
medula y a la corteza (Figura 1) (Weidner et al., 2009; Vidal y Dixon, 2018). Estos vasos se
derivan de un plexo formado por ramificaciones de la arteria ovarica y la arteria uterina, que
asu vez se originan en la aorta abdominal (Hossain y O’shea, 1983; Erickson y Chang, 2007).

El ovario es inervado por fibras de naturaleza simpética y parasimpatica, las fibras
simpaticas provienen de segmentos de la médula espinal correspondientes a las vértebras
torécicas y lumbares. Por otro lado, las fibras parasimpaticas surgen a partir de neuronas del
nacleo del tracto solitario, del nucleo ambiguo y del area postrema. Estas fibras Ilegan al
ovario a través del nervio ovarico superior, del nervio del plexo ovérico y del nervio vago
(Dominguez 'y Cruz-Morales, 2011; Uchida y Kagitani, 2015). Estudios de
inmunohistoquimica han mostrado que estas fibras nerviosas son reactivas a diferentes
neurotransmisores como la acetilcolina, la adrenalina, la substancia P, el acido gamma
aminobutirico, la calcitonina, entre otros. Estas fibras entran a través del hilio e inervan cada
uno de los compartimentos del ovario (D’Albora y Barcia, 1996; Uchida y Kagitani, 2015;
Pastelin et al., 2017). Ademas de esto, existe evidencia de que el ovario contiene poblaciones
de neuronas intrinsecas las cuales dependen de la especie y en el caso de las ratas, de la cepa.
La distribucion de éstas difiere en cada una de las porciones del ovario. En el hilio forman
ganglios nerviosos, mientras que en la medula y en la corteza se encuentran aisladas. En
conjunto, la innervacion del ovario es fundamental en la regulacién de sus funciones
(D’Albora et al., 2000; 2002; Dominguez y Cruz-Morales, 2011; Brauer y Smith, 2015).
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Figura 1. Anatomia general del ovario. Modificado de Desai et al., 2013.

.11l DESARROLLO FOLICULAR Y OVULACION

La unidad anatomica y funcional del ovario es el foliculo y su desarrollo comienza con la
formacion de los foliculos primordiales en la etapa perinatal (Yao, 2005; Grive y Freiman,
2015). Tras el nacimiento, las hembras poseen una gran cantidad de foliculos primordiales,
sin embargo, muchos de estos seran degradados y solo un porcentaje se seleccionara para
desarrollarse (Gougeon, 2004; Edson et al., 2009; Jones y Lopez, 2014). A partir de la
pubertad, durante cada ciclo reproductivo, se lleva a cabo el reclutamiento de un grupo de
foliculos a partir de la reserva antes mencionada. De éstos, solo unos cuantos alcanzarén la
madurez necesaria para liberar a su ovocito, mientras que el resto atravesara por un proceso
de degradacién denominado atresia. Este proceso involucra la presencia de errores en la
diferenciacion y proliferacion, asi como la apoptosis de las células del foliculo y puede
ocurrir desde etapas perinatales hasta la menopausia (Fortune, 1994; Logothetopoulos et al.,
1995).

Los foliculos en desarrollo pueden atravesar por diferentes estadios, en los que
presentan caracteristicas morfoldgicas especificas a partir de las cuéles pueden clasificarse
(Figura 2). El foliculo primordial estd compuesto por un ovocito rodeado por una capa de
células somaticas planas denominadas células pregranulosas. La transicion de este estadio al
foliculo primario es un proceso independiente de la accion de las gonadotropinas y es
mediado por la expresion de los genes Foxl, Foxo3, Sohlhl, Nobox y por la informacion
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nerviosa que actua a través del péptido intestinal vasoactivo y la noradrenalina, ademas de
hormonas como la insulina (Oktem y Oktay, 2008; Richards y Pangas, 2010; Grive y
Freiman, 2015). En el foliculo primario el ovocito aumenta de tamafio y las células de la
pregranulosa cambian de planas a cubicas, ahora denominandose células de la granulosa.
Este cambio morfoldgico parece estar relacionado con el incremento de su actividad
metabolica, preparandose para los cambios posteriores. Entre el ovocito y las células
foliculares se desarrolla una estructura denominada zona peldcida, la cual es importante para
el reconocimiento del espermatozoide en el proceso de la fecundacion (Blaustein, 1977,
Erickson y Chang; 2007; Jones y Lopez, 2014). A partir de este momento se expresan de
manera continua distintos factores como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B), GDF-9, BMP, LIF, FGF, que permiten la transicion hacia los siguientes estadios de
desarrollo (Oktem y Oktay, 2008; Picut et al., 2015; Grive y Freiman, 2015).

En el foliculo secundario las células de la granulosa se dividen, generando varias
capas alrededor del ovocito. Algunas células del estroma se diferencian en las células de la
teca que rodean al foliculo, las cuales se encuentran separadas de las células de la granulosa
por una membrana basal. Ademas, en este estadio se completa la maduracion de la zona
pellcida, se expresan los receptores a las gonadotropinas y el foliculo adquiere la capacidad
de sintetizar estrégenos (Chedrese, 2003; Gougeon, 2004; Linher y Li, 2011; Jones y Lépez,
2014). En el foliculo terciario, las células de la teca se diferencian y se dividen en una capa
interna y otra externa, ambas vascularizadas. La capa interna estd formada por tejido
glandular, células que sintetizan hormonas esteroides, mientras que la capa externa por tejido
conjuntivo, fibroblastos y células del musculo liso (Linher y Li, 2011; Duffy et al., 2019).
En este estadio la fusion de los cuerpos de Call-Exner da origen al antro, una cavidad que
contiene fluido folicular. Este provee al ovocito y a las células de la granulosa de sustancias
como proteinas plasmaticas, enzimas intra y extracelulares, proteoglucanos, esteroides,
hormonas proteicas, entre otros (Jones y Lopez, 2014; Picut et al., 2015).

El foliculo terciario presenta los Gltimos cambios morfoldgicos que dan lugar al
foliculo preovulatorio o De Graaf. En este estadio el ovocito queda excéntrico dentro del
fluido folicular y se encuentra rodeado por células de la granulosa que se disponen en una
columna denominada cumulus oophurus. El tamafio del foliculo es mayor que en el estadio
anterior debido a la acumulacién del fluido folicular, del incremento de volumen de las
celulas de la granulosa y de la vascularizacion en las células de la teca (Gougeon, 2004;
Linher y Li, 2011). Una vez que el foliculo ha adquirido estas caracteristicas, la accion
conjunta de las gonadotropinas y otras hormonas, la informacion nerviosa que arriba al
ovario, asi como la expresion de una gran variedad de genes, desencadena la ovulacién
(Fortune, 1994; Duffy et al., 2019).
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figura 2. Representacion esquemaética de los cambios morfologicos que presentan los foliculos desde el
estadio primordial hasta el preovulatorio o De Graaf. La abreviacién FF corresponde al fluido folicular del
antro. Modificado de Orsi et al., 2014.
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La ovulacidn es un proceso inflamatorio que requiere la interaccién bioquimica entre
las células que conforman al foliculo y aquellas presentes en el resto de los compartimentos
del ovario. Esta interaccion da lugar a la ruptura del foliculo, proceso que incluye la
degradacion y reorganizacion de cada una de sus capas celulares y vascularizacion (LeMaire,
1989; Reich et al., 1991, Tokmakov et al., 2020). Uno de los elementos que participa en
dicho proceso es el activador del plasmindgeno, el cual es secretado por las células de la
granulosa. La reaccion bioquimica de este activador da como producto a la plasmina, una
enzima proteolitica que degrada la membrana basal del foliculo y las fibras del tejido
conectivo de las células de la teca (Reich et al., 1991; Tsafriri, 1995). En los mamiferos se
han identificados dos tipos de estas enzimas, la del tipo urocinasa y la del tipo tisular. Esta
ultima es constitutiva en los foliculos preovulatorios y su sintesis incrementa ante el estimulo
hormonal previo a la ovulacion (Tsafriri, 1995; Tsafriri y Reich, 1999).

Se ha observado que la ruptura folicular es mediada por otros elementos como las
prostaglandinas, principalmente la PGl2, PGE2 y PGF2,. Adicionalmente, se han identificado
a otras proteinas que degradan de forma especifica a las fibras de colageno del foliculo y del
tejido conectivo de las otras estructuras ovaricas (Reich et al.,1991; LeMaire, 1989; Tsafriri
y Reich, 1999). Dentro de las colagenasas que se han identificado en los ovarios de los
mamiferos, las metaloproteinasas predominan en el estadio preovulatorio. Se ha observado
un incremento de éstas en las células de la teca y del estroma ovarico, sin embargo, se
encuentran como proenzimas y su activacion es mediada principalmente por la enzima
plasmina (Reich et al.,1991; Smith et al., 2002).
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Ademas de la degradacion celular, existen cambios en el sistema vascular del foliculo
y del ovario que se han observado previo a la ovulacion. Se ha mostrado que la
vasoconstriccion es el primer cambio que sufre la vascularizacion y diferentes estudios han
identificado que la endotelina y la angiotensina son los principales mediadores de este
proceso (Ko et al., 2006; Migone et al., 2016). Posteriormente, sustancias como la
bradicidina, la prorenina, la histamina, el péptido intestinal vasoactivo, la serotonina entre
otras modulan cambios en la permeabilidad y la presion en los vasos sanguineos (Thibault y
Levasseur, 1988; Russell y Robker, 2007; Zackrisson et al., 2011). Simultdneamente, en las
células de la teca se da un incremento en la sintesis de factores angiogenicos como el factor
de crecimiento endotelial vascular o la angiopoyetina-1. Estos factores promueven el
incremento del desarrollo de vasos sanguineos en las células de la teca y del estroma, los
cuales se ramifican dentro del foliculo hasta entrar en contacto con las células de la granulosa
(Zackrisson et al., 2011; Duffy et al., 2019).

En conjunto, estos cambios y procesos en el sistema vascular, asi como la degradacion
de las capas celulares del foliculo, resultan en la activacidn de células locales y periféricas
del sistema inmunitario que regulan el proceso inflamatorio (Thibault y Levasseur, 1988;
LeMaire, 1989). Entre éstas se encuentran los macréfagos, los neutréfilos y los monocitos,
que secretan proteasas, citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y adhesion por lo que
se sugiere que participan en la proteo6lisis y en la digestion de los restos celulares, ademas,
proveen el ambiente adecuado para que el remanente del foliculo pueda realizar su transicion
al cuerpo luteo (Duffy et al., 2019; Tokmakov et al., 2020).Una vez que las gonadotropinas
estimulan la ovulacién, el nivel de degradacion y los sitios de accion de todas las proteinas y
de las células inmunitarias son regulados por sus inhibidores, los cuales actian de manera
coordinada en una region especifica del foliculo y del ovario. Esto evita que la degradacién
se presente en foliculos en desarrollo adyacentes o en células de los otros compartimentos
del ovario y que esto resulte en la necrosis del tejido y el mal funcionamiento de la gbnada
(Tsafriri, 1995; Smith et al., 2002; Russell y Robker, 2007).

Los cambios estructurales y funcionales antes mencionados permiten que el ovocito
sea expulsado del foliculo junto con las células del cumulus hacia el oviducto, donde puede
ser fecundado. Por otro lado, las células remanentes atraviesan un proceso hemorréagico
transitorio y de luteinizacién que da lugar a un cuerpo luteo maduro (Russel y Robker, 2007;
Duffy et al., 2019). La luteinizacion comienza con la degradacion de la membrana basal, esto
permite que fibroblastos, células endoteliales, inmunitarias y de la teca invadan y se mezclen
con las capas de las células de la granulosa. Estas células comienzan a diferenciarse en células
luteinicas esteroidogénicas, ya que al igual que las células de la teca y de la granulosa
sintetizan hormonas esteroides como la testosterona, el E>y la P4. Dentro de las diferencias
que presentan, la mas evidente es que las células del cuerpo IUteo poseen una pigmentacion
amarillenta resultado de la acumulacion de colesterol y de luteina (Ericksson y Chang, 2007;
Jones y Lopez, 2014). La funcidn principal de este cuerpo es la de proveer la concentracion
adecuada de P4 en caso de que ocurra la fecundacion. Esta sintesis y secrecion de P4 persiste
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hasta que se forma la placenta, la cual reemplaza al cuerpo IGteo en esta funcion (Weidner et
al., 2009; Jones y Lopez, 2014). En el caso de que no se da la fecundacion, el cuerpo liteo
atraviesa por un proceso de degeneracion, denominado lutedlisis, en el que las células
luteinicas degeneran a través de la activacion de vias apoptoticas. En este proceso, las células
disminuyen de tamafo y sus ndcleos presentan picnosis, ademas, las células endoteliales se
necrosan y se pierde el suministro sanguineo. Adicionalmente, se da una acumulacion de
fibras de colageno y fibroblastos, lo que causa que el cuerpo lUteo adquiera un aspecto
fibroso, semejante a una cicatriz, al que se denomina cuerpo albicans. Estos cuerpos se
reabsorben con el tiempo sin afectar las estructuras adyacentes (\Weidner et al., 2009; Orsi et
al., 2014). La reabsorcion del cuerpo albicans es el punto culminante del proceso de
desarrollo del foliculo primordial seleccionado para atravesar el proceso de desarrollo y de
la ovulacion (Desai et al., 2013; Jones y Lopez, 2014).

I.IV HORMONAS OVARICAS ESTEROIDES

Como se menciond antes, una de las funciones del ovario es la sintesis de hormonas, las
cuales, de acuerdo con su naturaleza bioquimica, pueden clasificarse en proteicas y esteroides
(Orsi et al., 2014). Las hormonas esteroides o sexuales se agrupan en tres grupos los
progestagenos (la progesterona), los androgenos (testosterona o androstenediona) y los
estrogenos (estradiol o estrona) (Adashi, 1994). En el caso de las hormonas proteicas se han
identificado una gran variedad como la inhibina, la folistatina, la activina, entre otras. Ambos
tipos de hormonas ejercen acciones autocrinas y paracrinas en el ovario para regular la
esteroidogenesis, el crecimiento de los foliculos, la maduracion de los ovocitos, la respuesta
a las gonadotropinas, la ovulacion y la funcién del cuerpo luteo. También actlan de forma
endocrina regulando la funcion del hipotalamo y de la hipofisis (Adashi, 1994; Knight y
Glister, 2001).

La sintesis de las hormonas esteroides o esteroidogénesis se da a partir del colesterol
(Adashi, 1994; Chedrese, 2003). El primer paso de la esteroidogénesis es la conversion del
colesterol a pregnenolona, a partir de este punto el metabolismo puede seguir la via A°que es
la méas comn en el foliculo o la via A*, caracteristica del cuerpo liteo. En ambas se obtiene
androstenediona como producto, sin embargo, en la via del cuerpo IGteo se obtiene a partir
de la 17-hidroxiprogesterona y en la via folicular a partir de la dehidroepiandrosterona. En
ambas vias la androstenediona sufre la conversion, dependiendo de la enzima limitante, a
testosterona o estrona y finalmente, ambos productos son convertidos por la aromatasa
CYP19 a 17p-estradiol (Figura 3) (Dominguez, 1997; Andersen y Ezcurra, 2014; Jones y
Lopez, 2014).

La sintesis de la via A% comienza en las células de la teca, a partir del estimulo de la
LH, en donde el dltimo producto sintetizado es la androstenediona. Posteriormente, ésta
difunde a través de la membrana basal y llega a las células de la granulosa para la conversion
a testosterona y la aromatizacion de esta Gltima da lugar al E2, por accién de la FSH (Figura
3). Finalmente, el E> difunde a traves de la membrana basal hasta llegar a la vascularizacion
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de las capas de las células de la teca a través de la cual viajan hasta llegar a sus 6rganos
blanco (Andersen y Ezcurra, 2014; Jones y Lopez, 2014). No todas las moléculas de las
hormonas que se producen en la esteroidogénesis, como la progesterona o la
androstenediona, son metabolizadas, ya que algunas son secretadas al sistema circulatorio
antes de su conversion enzimatica en el siguiente producto. De igual manera que el Ez, dichas
hormonas son secretadas y viajan a través de la circulacion sanguinea hasta llegar a sus
organos blanco para ejercer su funcion (Chedrese, 2003).

Foliculo

preovulatorio Cuerpo liteo

Colesterol

Pregnenolona Colesterol

17-Hidroxipregnenolona Pregnenolona

Via A5

Dehidroepiandrosterona Progesterona
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Figura 3. Proceso de esteroidogénesis en el foliculo preovulatorio y en el cuerpo liteo. En el foliculo
preovulatorio la sintesis de estradiol sigue la via A% y depende del estimulo de la LH en las células de la teca y
de la FSH en las células de la granulosa. En el cuerpo lGteo la via A* da lugar a una sintesis mayor de
progesterona que de estradiol. Ambas hormonas son secretadas a la circulacion general a través de los vasos
sanguineos (VS) para llegar a sus érganos blanco. Modificado de Jones y Lépez, 2014.

En el caso de los andrégenos su funcion no esta limitada al foliculo, sino que también
actla en tejidos extraovaricos como el Gtero, en el que participa regulando procesos
relacionados con la gestacién. En el foliculo, ademéas de servir como sustrato para la
aromatasa, una alta concentracion de esta hormona estimula la actividad de dicha enzima adn
en ausencia de la FSH. También se ha observado que los andrégenos estimulan la expresion
de los receptores a FSH en las células de la granulosa (Adashi, 1994; Franks y Hardy, 2018).
En algunos estudios se ha mostrado que estas hormonas participan en el reclutamiento y en
el desarrollo folicular, siendo clave en la transicion del estadio terciario al preovulatorio
(Prizant et al., 2014). A nivel del ovario, se ha mostrado que si la concentracion de
androgenos es mayor que la del E> se da un incremento de los foliculos atrésicos. Aunado a
esto, en diversas especies y principalmente en humanos, se ha asociado una alta
concentracion de andrégenos con el hiperandrogenismo de la mujer, dando lugar a la
masculinizacion de ciertos caracteres y a la aparicion de patologias como el sindrome de
ovario poliquistico (Walters y Handelsman, 2018; Franks y Hardy, 2018).
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Por su parte, la P4 regula numerosos procesos reproductivos y no reproductivos. En
el caso de los no reproductivos encontramos la regulacion del crecimiento y mantenimiento
de los osteocitos y de las funciones del sistema cardiovascular. En los procesos reproductivos,
participa en el desarrollo de la glandula mamaria y regula las funciones del ovario, del Gtero
y del sistema nervioso central (Dominguez, 1997; Al-Asmakh, 2007). En este altimo, regula
los procesos de conducta sexual y maternal. A nivel del utero cumple funciones
imprescindibles para la gestacion, regula la proliferacion de las células del endometrio
durante cada ciclo reproductivo, preparandolo para la recepcion del blastocisto en caso de
que ocurra la fecundacion. Adicionalmente, inhibe sus contracciones y la secrecion de
prolactina durante la gestacion (Gupta y Chia, 2013). En los primeros estadios del foliculo
ovarico se ha observado que esta hormona actGa como un inhibidor de los factores
proapoptoticos en las células de la granulosa. Debido a lo anterior, se ha sugerido que la P4
salvaguarda a los foliculos seleccionados de la atresia (Chedrese, 2003; Hobeika et al., 2020).
Por otro lado, cuando se inhibe la secrecion de la P4 en el estadio preovulatorio, también se
inhibe la expresion de las proteasas que degradan al foliculo, sugiriendo asi que dicha
hormona es clave en la ovulacion. Aunadas a estas funciones, se sabe que la P4 es
imprescindible en la formacion y mantenimiento del cuerpo lateo (Graham y Clarke, 1997,
Chaffin y Stouffer, 2002).

El E> al igual que la P4 actta en los sistemas cardiovascular y 6seo, proporcionando
a las células proteccion y mantenimiento. En cuanto a funciones reproductivas, algunos
autores han sefialado a esta hormona como el principal modulador de dichos procesos en la
hembra. En primera instancia, participa en la maduracion y establecimiento de los caracteres
sexuales primarios y secundarios. En el ovario se ha mostrado que el inicio del desarrollo
folicular es independiente de esta hormona, sin embargo, se le ha asociado como un potente
estimulante de otros factores que promueven la proliferacion y diferenciacion de las células
de la granulosa (Dominguez, 1997; Hobeika et al., 2020). Por otro lado, en ratones que no
expresan el gen que codifica para la enzima CYP 19, se ha observado que la ausencia del E
resulta en la suspensién del desarrollo folicular en el estadio preovulatorio y en la inhibicion
de la formacién del cuerpo luteo (Fisher et al., 1998). En este mismo modelo se ha observado
que la inhibicién de la sintesis de E> disminuye la expresion de los receptores a LH en las
celulas de la teca. Adicionalmente, se ha mostrado que el estradioltiene un papel importante
en la formacion del antro folicular (Britt y Findlay, 2002; Chedrese, 2003).

I.V HORMONAS OVARICAS PROTEICAS Y PEPTIDICAS

Como mencionamos anteriormente, existen diversas hormonas proteicas en los ovarios y
algunas de estas son la inhibina, la activina y la folistatina. La inhibina y la activina son
glucoproteinas que forman dimeros y pertenecen a la familia del TGF-$ (Desai et al., 2013).
La inhibina es un heterodimero compuesto por una subunidad alfa comdn unida con
diferentes subunidades beta. La combinacion de estos monémeros da lugar a dos tipos de
estas proteinas: la inhibina A y la inhibina B (Adashi, 1994; Halvorson y DeCherney, 1996).
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Ambas son secretadas por las células de la granulosa y de la teca durante todo el desarrollo
del foliculo, sin embargo, se ha observado solo el tipo A se mantiene durante la formacion
del cuerpo luteo (Findlay, 1994; Knight, 1996).

Los ratones genéticamente modificados que no expresan la inhibina presentan una
proliferacion descontrolada de las células de la granulosa en los foliculos de diferentes
estadios, mismos que derivan en atresia y en la aparicion de tumores. Esto sugiere que la
inhibina modula la proliferacion de estas células (Matzuk et al., 1992). En el caso de las
células de la teca, se ha observado que la inhibina ejerce un papel estimulante en el inicio de
la esteroidogénesis. Lo anterior se demostro en estudios in vitro en los que la ausencia de
esta proteina en el medio de cultivo resulta en la disminucion o inhibicion de la concentracion
de androgenos (Smyth et al., 1993). Finalmente, esta proteina ejerce un papel endocrino a
nivel de la hipdfisis, en donde inhibe la secrecion de la FSH. En algunos estudios en los que
se inhibe de manera crénica la secrecion de la inhibina se ha mostrado que los animales no
ovulan y el nimero de foliculos atrésicos aumenta (Findlay, 1994; De Kretser et al., 2002).

Por otro lado, la activina es un producto de la dimerizacion de las subunidades beta
de la inhibina, a partir de las cuales se han identificado tres tipos de esta proteina: la activina
A, B y AB (Halvorson y DeCherney, 1996; Knight, 1996). Las activinas se sintetizan en
mayor concentracion en las células de la granulosa de todos los estadios del desarrollo de un
foliculo. En los primarios y secundarios se han observado a las tres activinas, sin embargo,
en el terciario y preovulatorio solo se ha observado al tipo Ay B. Todas las inhibinas estan
implicadas en procesos de diferenciacion y proliferacion de las células de la granulosa y en
estudios in vitro se ha mostrado que el tipo A regula la maduracion del ovocito (Alak et al.,
1998; Knight y Grisli, 2001). También se ha identificado que la activina regula de forma
estimulante la expresion de los receptores a FSH en las células de la granulosa y a LH en las
células de la teca. Por otro lado, se han mostrado dos acciones opuestas de la activina en la
sintesis de hormonas esteroides. En el primer caso, estimula la conversion de andrdgenos a
E> y en el segundo inhibe la sintesis de P4 en las células del cuerpo lateo (Alak et al., 1998;
de Kretser et al., 2002). Dejando de lado las acciones intraovaricas, se sabe que la activina
también actla a nivel de la hipoéfisis, en donde contrario a la inhibina, estimula la secrecion
de la FSH (Findlay, 1996; Gupta y Chia, 2013).

Por su parte, la folistatina también es una glucoproteina, sin embargo, no esta
relacionada con la familia del TGF-p (Halvorson y DeCherney, 1996; Knight, 1996). La
folistatina se sintetiza en las células de la granulosa y de la teca con una mayor concentracion
en los primeros estadios foliculares que en el estadio preovulatorio. Esta hormona participa
de forma inhibitoria en la sintesis de estrogenos y en la secrecidn de la inhibina (de Kretser
et al., 2002). Contrario a lo anterior, estimula la secrecion de P4 y participa en el proceso de
luteinizacidn de las células de la granulosa. Adicionalmente, la folistatina suprime la accion
estimulante de la activina en la maduracién del ovocito y en la secrecion de la FSH (Alak et
al., 1998; Knight y Glister, 2001).

Aunadas a estas tres proteinas, se han identificado una gran cantidad de hormonas
peptidicas en el liquido folicular. Estas son el inhibidor de maduracion del ovocito, el factor

Ilse Jacqueline Romero Vera



inhibidor de la union de la FSH y de la LH a sus receptores, el inhibidor y estimulador de la
luteinizacion, la relaxina, la hormona antimulleriana, entre otras (Dominguez, 1997;
Hammond, 1981; Adashi, 1994). Se ha mostrado que estas hormonas tienen funciones
similares a las antes mencionadas, ademas, regulan la seleccion y competencia folicular, asi
como el arresto meidtico del ovocito (Knight, 1996; Knight y Glister, 2001).
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II. LA HIPOFISIS

I1.I ANATOMIA GENERAL

Anteriormente se describieron los diferentes procesos que se llevan a cabo en el ovario y
observamos que en cada uno de éstos las gonadotropinas tienen un papel fundamental.
Ademas, sefialamos que las hormonas ovaricas retroalimentan a la hipofisis, la glandula en
la que se sintetizan y secretan la LH y la FSH. La hipofisis, conocida también como pituitaria,
es una glandula endocrina que ademas de regular la fisiologia de los ovarios, esta implicada
en la modulacion del crecimiento, el metabolismo, el suefio, el equilibrio osmético y otros
procesos que permiten la homeostasis del organismo (Kontogeorgos et al., 2012). Esta
glandula se localiza en una depresion del hueso esfenoides en la porcion media de la base del
créneo, por debajo del hipotdlamo y préxima al quiasma 6ptico (OCH), asi como a los nervios
craneales oculomotor, troclear, trigémino y abducens (Herring, 1908; Amar y Weiss, 2003).

La hipofisis se origina a partir de dos estructuras diferentes derivadas del ectodermo,
lo que da lugar a dos porciones anatémica y funcionalmente distintas, la neurohipéfisis y la
adenohipofisis. La primera es el 16bulo posterior, que se origina del diencéfalo a partir de una
evaginacion del tercer ventriculo (Dubois y EIAmraoui, 1995). Dicha evaginacion da lugar
al tallo neural que, junto con su porcién rostral denominada eminencia media, forman al
infundibulo. A partir de éste se forma una especie de saco denominado proceso infundibular
0 pars nerviosa completando asi la estructura de la neurohipofisis (Figura 4) (Dubois y
ElIAmraoui, 1995; Halasz, 2004). Esta porcion esta constituida por fibras y terminales
nerviosas que provienen de los nicleos hipotalamicos supradptico y paraventricular, asi
como por células gliales que se asemejan a los astrocitos y a las cuales se les conoce como
pituicitos, que ejercen funciones estructurales y de mantenimiento. Se ha mostrado que las
fibras provenientes de dichos ndcleos son inmunorreactivas a la arginina vasopresina y a la
oxitocina, las cuales determinan la funcion de este I6bulo (Dorton, 2000). La oxitocina
participa en procesos como el desarrollo folicular y la ovulacién, las contracciones uterinas
durante el parto, la eyaculacion en los testiculos, la eyeccién de la leche desde los alvéolos
mamarios hacia los conductos mamarios, entre otras. Por su parte, la vasopresina participa
en la osmorregulacion del organismo, en la vasoconstriccion y en la secrecion de la
corticotropina (Dorton, 2000; Amar y Weiss, 2003; Goodman, 2009).

La adenohipofisis es el 16bulo anterior, es la porcion mas grande y deriva del epitelio
del estomodeo que da origen a la cavidad oral primitiva. Este sufre una invaginacion en
sentido dorsal hacia el diencéfalo dando lugar a una estructura con forma de pera denominada
bolsa de Rathke. Posteriormente, ésta se extiende hasta posicionarse delante de la
neurohipdfisis y se adhiere a ésta a la altura del infundibulo. Finalmente, las células de la
porcion anterior de la bolsa de Rathke proliferan y forman a la pars distal, la porcion de
células que se adhirio al infundibulo forma la pars tuberal y las células de la porcion posterior
de la bolsa constituyen a la pars intermedia (Figura 4) (Herring, 1908; Dorton, 2000;

Ilse Jacqueline Romero Vera



Kontogeorgos et al., 2012; Jones y Lopez, 2014). El desarrollo de esta estructura, como el de
cualquier otro 6rgano, es un proceso organizado que depende de la activacion de diferentes
vias de sefializacién mediadas por factores especificos en momentos y células particulares
del desarrollo embrionario. Algunos de los factores que participan en la organogénesis de la
adenohipofisis son las proteinas morfogenéticas dseas, el factor de crecimiento de
fibroblastos, las proteinas de la familia hedgehog y WNT. Cada una de éstas activan o inhiben
a otras proteinas como GATA2y 4, LHX3 y 4, HESX1, PROP1 y otras mas que promueven
la organizacion histoldgica y funcional de las tres porciones que conforman a este l6bulo
(Rizzoti y Lovell-Badge, 2005; De Moraes et al., 2012).
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Figura 4. Representacion de la anatomia general de la hipofisis. Las pars tuberal, intermedia y distal forman
parte del 16bulo anterior o de la adenohipdfisis. Por su parte el 16bulo posterior o neurohip6fisis lo conforman
el infundibulo y la pars nerviosa. Modificado de Jones y Lépez, 2014.

De forma general, podemos decir que la parte tuberal es el punto de conexion entre el
hipotdlamo y la adenohipdfisis. La porcién distal es glandular, ya que contiene células que
secretan diversas hormonas en respuesta a los factores hipotalamicos que recibe. Finalmente,
la parte intermedia no es funcional y dnicamente separa a la adenohipofisis de la
neurohipofisis, al menos en los primates. Los factores del hipotadlamo llegan a la porcion
distal a través de una red de vasos sanguineos que se encuentran en la parte tuberal y que es
denominada sistema portal hipotalamico hipofisario (Halasz, 2004; Amar y Weiss, 2003).
Este se conforma de dos plexos capilares que derivan de las arterias hipofisarias, las cuales

llse Jacqueline Romero Vera



surgen de la carotida interna. EI primer plexo se origina de la arteria hipofisaria superior y se
localiza a la altura de la eminencia media y al inicio de la parte tuberal. Posteriormente, esta
ramificacion vascular se fusiona para formar vasos sanguineos largos que recorren toda la
parte tuberal hasta llegar a la porcion distal, en donde se vuelven a ramificar dando lugar al
plexo secundario. La sangre que recorre el sistema portal también transporta a las hormonas
hipofisarias secretadas hacia las venas inferiores, que drenan hacia el seno cavernoso y a
partir del cual se incorporan en la circulacion general, a traves de la cual llegan a sus érganos
blanco. Cabe mencionar que los vasos sanguineos del sistema portal estan fenestrados, lo que
promueve que las hormonas secretadas difundan con mayor facilidad a la circulacion
sanguinea (Figura 5) (Herring, 1908; Kontogeorgos et al., 2012; Jones y Lopez, 2014).

Durante el desarrollo embrionario se diferencian cinco tipos de células y cada una de
estas sintetiza una o dos de las seis hormonas de la adenohipofisis. Ademas de estas células,
se ha observado la presencia de otras que no tienen una funcién glandular, sino que actlan
como reguladores paracrinos en la fisiologia de la adenohipofisis y a las cuales se les
denomina foliculoestelares (Halasz, 2004; De Moraes et al., 2012). De forma convencional,
las células se han clasificado en cromdfilas o cromdfobas; dependiendo de la capacidad que
presentan para tefiirse al someterse a técnicas de tincion histologica. A su vez, las células
cromofilas se dividen en acidofilas o baséfilas dependiendo del tipo de colorante, &cido o
basico, por el que tienen afinidad. Las células aciddfilas son los somatotropos y los
lactotropos mientras que las baséfilas incluyen a los corticotropos, los tirotropos y los
gonadotropos (Figura 5) (Christy, 1963; Amar y Weiss, 2003; Yeung et al., 2006).

De acuerdo con Ooi y colaboradores (2004) los somatotropos constituyen
aproximadamente el 40% de la poblacidon celular de la glandula y sintetizan a la hormona del
crecimiento o somatotropina, la cual regula el crecimiento en la mayoria de los tejidos,
participa en el metabolismo celular y en la degradacion del tejido adiposo. Por su parte, los
lactotropos constituyen el 20% de la poblacion y producen prolactina, la cual participa en el
crecimiento y maduracion de la glandula mamaria, en la produccion de la leche materna y
modula la respuesta del ovario a las gonadotropinas. En el caso de los corticotropos,
representan el 15% de las células de la adenohipdfisis, sintetizan y secretan péptidos
derivados de la propiomelanocorticona como la corticotropina, la p-endorfina y la B-
lipotropina. Las funciones de éstas son estimular la sintesis de cortisol y corticosterona en las
glandulas adrenales, la movilizacion de los lipidos en el tejido adiposo y regular la ingesta
de agua y comida. Los tirotropos son las células que se encuentran en menor cantidad ya que
forman menos del 10% del total, sintetizan a la hormona estimulante de la tiroides la cual a
su vez se encarga de estimular la sintesis de las hormonas tiroideas como la tiroxina.
Finalmente, los gonadotropos constituyen un 15% de la poblacion celular, sintetizan a las
gonadotropinas, que son esenciales en la fisiologia del ovario (Amar y Weiss, 2003; Yeung
et al., 2006; Goodman, 2009).
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Figura 5. Representacion de la anatomia de la adenohipofisis en donde se aprecia al sistema portal hipotalamico
hipofisario a lo largo de este l6bulo y a las células que conforman a la pars distal. Las células se representan
con diferentes colores: las de color gris corresponden a las células foliculoestelares y las de los otros colores a
las células enddcrinas que incluyen a los somatotropos, lactotropos, tirotropos, corticotropos y gonadotropos.
Modificado de Dorton, 2000.

I1.11 LOS GONADOTROPOS Y LAS GONADOTROPINAS

Los gonadotropos son el dltimo tipo celular en diferenciarse durante el desarrollo
embrionario de la adenohipdfisis. Estos derivan de una primera linea celular que expresa el
gen que codifica para la subunidad alfa de las glucoproteinas. Posteriormente, estas células
expresan a los factores de transcripcion SF-1, PROP-1 y GATA-2 los cuales promueven su
proliferacion y diferenciacion en gonadotropos (Rizzoti y Lovell-Badge, 2005; Suga et al.,
2011). Las células funcionales de este tipo tienen forma ovalada y pueden identificarse
facilmente ya que son las de mayor tamafio dentro de este Iébulo. Tienen un nucleo
excéntrico en el citoplasma, en el que ademas se encuentran una gran cantidad de granulos
secretores que contienen a las gonadotropinas. Ademas, poseen un reticulo endoplasmatico
rugoso prominente (Childs, 1997). Se ha descrito en roedores y humanos que dentro de este
grupo de células existe una diferencia en cuanto al tipo de gonadotropina que secretan, es
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decir, hay gonadotropos que solo secretan a la LH, otros que secretan ambas gonadotropinas
y un tipo més que solo secreta a la FSH (Pope et al., 2006; Kaiser, 2017).

Las gonadotropinas forman parte de la familia de las glucoproteinas junto con la
hormona estimulante de la tiroides y la gonadotropina corionica. Son heterodimeros
compuestos por una subunidad alfa, que es comun en todas las glucoproteinas y por una
subunidad beta que difiere. La subunidad alfa es una cadena de entre 92 y 96 aminoacidos
codificada por un gen del cromosoma 6. En el caso de la subunidad beta de la FSH, es
codificada por un gen localizado en el cromosoma 11 y consta de 111 amino&cidos. Por otro
lado, la de la LH es codificada por al menos seis genes en el cromosoma 19, que dan lugar a
una proteina de 121 aminoacidos (Choh, 1972; Ulloa-Aguirre y Timossi, 1998). Se ha
observado en humanos y roedores que la expresion del gen de una de las subunidades beta
determina el final de la diferenciacion y proliferacion de los gonadotropos, por lo que
determina el nimero que la hembra poseera durante toda su vida (Pope et al., 2006). Por otro
lado, se ha establecido que las subunidades por separado no poseen actividad bioldgica y es
imprescindible que se lleve a cabo la dimerizacion para adquirir su identidad y funcion
hormonal (Ulloa-Aguirre y Timossi, 1998; Themmen y Huhtaniemi, 2000).

La sintesis y secrecion de las gonadotropinas es estimulada por la union de un factor
hipotalamico a su receptor en los gonadotropos, donde las proteinas Gq y Gs activan la via
de sefalizacion de la fosfolipasa C (PLC) (Liu et al., 2002; Yeung et al., 2006). Esta
promueve la sintesis de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) a partir del
fosfatidilinositol difosfato. EI IPs estimula la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmatico, lo que activa a la calmodulina Il. Por otro lado, el DAG activa a la proteina
cinasa C (PKC) causando la activacién de proteinas cinasas activadas por mitégenos como
laP38 MAPK, las proteinas cinasas activadas por sefiales extracelulares ERK 'y Il y la cinasa
N-terminal de Jun. Adicionalmente, se produce adenosin monofosfato ciclico y el incremento
de éste resulta en la activacion de la proteina cinasa A. Esta, en conjunto con las otras
proteinas, es transportada al nicleo en donde estimula la induccion de genes como Jun, Fos,
Atf3y Egrl, los cuales son responsables de la expresion de las subunidades beta de las
gonadotropinas (Ciccone y Kaiser, 2009; Kahnamouyi et al., 2018).

La sintesis de las gonadotropinas también es influenciada por la Ps y el E> y, en el
caso de la FSH, por la activina, la inhibina y la folistatina (Gharib et al., 1990; Das y Kumar,
2018). En ratonas ovariectomizadas se ha mostrado que la concentracion del ARNm de
ambas gonadotropinas, asi como la concentracion de éstas en la adenohipoéfisis y en el plasma
sanguineo, incrementa significativamente en comparacién con los animales intactos (Abel et
al., 2014). Este mismo comportamiento en la concentracion de ambas hormonas se observo
en ratas y ovejas, sin embargo, a estas ademas de la ovariectomia se les administro benzoato
de estradiol de forma crénica. En el caso de las ovejas, mostraron una reduccion del 96% del
ARNm de la LH y por lo tanto una disminucion en la concentracion de ésta en el suero
sanguineo. En las ratas, el ARNm de ambas gonadotropinas también disminuyo
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significativamente (Nilson et al., 1983; Simard et al., 1988). El papel de la P4 también se ha
estudiado en ratas ovariectomizadas y en estos experimentos se ha observado un incremento
del ARNm de la FSH y un decremento del de la LH. Contrario a esto, cuando se administra
P4 al medio de cultivo de explantes de hipofisis de oveja, la concentracion y transcripcion de
la FSH disminuye, mientras que los valores de la LH no se modifican. Estos resultados
sugieren gque las hormonas esteroides actuan en los gonadotropos modulando la expresion de
los genes que codifican para las subunidades de las gonadotropinas y, por lo tanto, regulan
la cantidad de la LH y FSH que se secreta (Gharib et al., 1990; Nett et al., 2002).

Por otra parte, algunos autores han sefialado que la accion de las hormonas esteroides,
en particular el E2, sobre la sintesis y secrecion de la FSH no es de forma directa, sino que
actla a través de la inhibicion de la activina o la estimulacion de la folistatina y la inhibina.
En el capitulo anterior se menciono que estas hormonas peptidicas se sintetizan en el ovario
y actian de forma endocrina en el hipotalamo y la hipofisis, sin embargo, se ha mostrado que
también son sintetizadas en la adenohipdfisis, donde ejercen acciones paracrinas sobre los
gonadotropos (Gregory y Kaiser, 2004; Mitwally et al., 2005). En estudios in vitro, la
administracion de activina al medio de cultivo con tejido de la adenohipofisis resulta en un
incremento en la sintesis del ARNm y de la secrecion de la FSH, contrario a esto, cuando al
mismo medio se le afiade inhibina o folistatina el ARNm disminuye dréasticamente por debajo
de la cuantificacion basal. Estos resultados son similares cuando se realiza la administracion
sistémica de ambos péptidos en ratas hembra adultas (Carroll et al., 1989; 1991).

La importancia de la regulacién de la sintesis y secrecion de las gonadotropinas se debe
a la actividad bioldgica de estas hormonas en la fisiologia del ovario y en la reproduccion de
los mamiferos. Retomando las funciones que desempefian ambas gonadotropinas
encontramos que la FSH es imprescindible en la diferenciacion y proliferacion de las células
de la granulosa, en las cuales se expresa su receptor. Ademas de esto, la FSH participa en el
reclutamiento y seleccion de los foliculos y estimula la aromatizacién de los androgenos a
estradiol. Por su parte, la LH juega un papel importante en la formacién del complejo del
cumulus con el ovocito, en la maduracién de los foliculos preovulatorios, asi como en la
ruptura de éstos durante la ovulacion. La LH es imprescindible en la formacion del cuerpo
luteo y en las primeras etapas de la esteroidogénesis, ya que regula la actividad de la proteina
que transporta al colesterol dentro de las células de la teca para que sirva como sustrato en
dicho proceso (Goodman, 2009; Kontogogeorgos et al., 2012; Jones y Lopez, 2014).

La sintesis y secrecién de estas hormonas debe fluctuar durante la vida sexual de la
hembra para que todos los procesos mencionados se lleven a cabo de forma éptima. Lo
anterior se ha demostrado en las hembras de diferentes especies; en las que la expresion de
la subunidad beta y la secrecion de ambas gonadotropinas oscila durante el ciclo reproductivo
(Mahesh, 1985; Nett et al., 2002). En el ciclo estral de la rata, la sintesis del ARNm de la
subunidad beta de la LH y la FSH, comienza a aumentar durante el diestro y metaestro,
respectivamente. En el caso de la LH la mayor sintesis de su transcrito se da en las horas
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previas al pico preovulatorio y vuelve a su concentracion basal rapidamente, mientras que el
transcrito de la FSH permanece elevado hasta la mafiana del estro. En cuanto a la
concentracion sérica de ambas hormonas, se mantienen en condiciones basales durante el
estro, metaestro y diestro y alcanza su punto maximo en el proestro. Con esta informacion
podemos notar que los cambios en la expresién la subunidad beta de las gonadotropinas no
se traslapan con los de la concentracidn en el suero sanguineo (Childs, 1997; Kaiser, 2017).
Cuando la sintesis y secrecion no se da de esta forma se presentan alteraciones en los ovarios,
por ejemplo, la hipersecrecion de la LH durante todas las etapas del ciclo estral resulta en
patologias como el desarrollo de tumores en las células de la granulosa o del sindrome de
ovario poliquistico y ambas condiciones culminan en la infertilidad (Risma et al.,1995).

Anteriormente se mencioné que la regulacion de la sintesis y secrecion de las
gonadotropinas no es una funcién intrinseca de la adenohipdfisis, sino que requiere de las
hormonas y péptidos ovaricos y de informacion proveniente del sistema nervioso. La idea
anterior se ha sustentado a partir de diferentes métodos experimentales en donde la lesion o
destruccion del hipotalamo resulta en la inhibicion de la secrecion de las gonadotropinas y
en el blogueo de la ovulacion (Halasz y Gorski, 1967). Por otro lado, la estimulacion
eléctrica, por si sola o tras una lesion, incrementa o reestablece la concentracion de las
gonadotropinas y la ovulacion (Phelps et al., 1976). Otros métodos involucran el uso de
farmacos que permiten la manipulacion bioguimica del hipotdlamo lo que modifica las
variables mencionadas (Cruz et al., 2014). Estos estudios permitieron determinar que, dentro
de las estructuras del sistema nervioso central, el hipotalamo es el que regula de forma directa
la funcion de la adenohipdfisis.
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l1l.  EL HIPOTALAMO

El hipotdlamo forma parte del sistema nervioso central, se origina de la parte ventral del
diencéfalo y su desarrollo, al igual que el de la adenohipdfisis, es mediado principalmente
por la expresion de las proteinas morfogenéticas Oseas, las proteinas de la familia hedgehog
y WNT. Dicha estructura se localiza por debajo del tAlamo, forma las paredes y el suelo del
tercer ventriculo y se encuentra delimitada por el quiasma dptico, los tractos Opticos y por
los cuerpos mamilares (Xie y Dorsky, 2017; Pop et al., 2018). EI hipotdlamo se ha dividido
anatomicamente en sentido rostrocaudal en cinco regiones que son la predptica, la anterior,
la medial o tuberal, la posterior y la mamilar. Cada una de estas regiones contiene nucleos
formados por la conglomeracion de neuronas que sintetizan una gran variedad de
neurotransmisores y neuropéptidos que regulan diversos procesos (Halasz, 2004; Hahn et al.,
2019). La region predptica es la que anteriormente se sefialo como POA y se encuentra
dividida en dos porciones una medial y una ventrolateral. Por otro lado, la region anterior
contiene al nucleo supradptico, al nucleo paraventricular, al nucleo supraquiasmatico (SCN),
al area hipotalamica anterior y al nucleo periventricular que se extiende caudalmente. La
region tuberal incluye al ndcleo arqueado (ARC), al nucleo ventromedial, al ndcleo
dorsomedial y al area hipotalamica lateral. Finalmente, en la regidn posterior y mamilar se
encuentra el nacleo hipotalamico posterior y el nicleo premamilar (Figura 6). La funcion de
cada uno de estos nucleos permite que el hipotdlamo sea un centro regulador de la
homeostasis del organismo, ya que coordina las respuestas fisiologicas de varios sistemas
ante los estimulos que provienen del ambiente externo para mantener el equilibrio interno
(Levine, 2012; Xie y Dorsky, 2017; Pop et al., 2018).

Las neurohormonas que se sintetizan en el hipotalamo llegan a la hipofisis a traves
del sistema portal, sin embargo, en primera instancia las terminales nerviosas de estas
neuronas deben llegar a la eminencia media. Esta es una estructura nerviosa desprovista de
actividad sinéptica, se encuentra en la base del hipotdlamo y se compone por una capa interna
y otraexterna (Rinne, 1966; Daniel, 1976). En ambas capas se pueden observar células gliales
de diferentes tipos que se encargan de mediar la difusion y el transporte de sustancias entre
el cerebro y el resto del cuerpo; ya que la eminencia media carece de la barrera
hematoencefalica. Ademas de lo anterior, estas células proveen proteccién y mantenimiento
a ambas capas. La interna se caracteriza por contener a las fibras nerviosas que provienen de
los nacleos supradptico y paraventricular. Por otro lado, en la externa se encuentran los vasos
sanguineos del plexo primario y las terminales nerviosas de las neuronas hipofisiotroficas
que regulan la actividad de la adenohipdfisis (Halasz, 2004; Yin y Gore, 2010).
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Figura 6. Esquema de la division anatdmica del hipotdlamo en sentido rostro caudal. Las abreviaciones
corresponden a la comisura anterior (AC), quiasma éptico (OCH), nicleo periventricular (PE), nucleo
paraventricular (PV), area hipotalamica anterior (AH), nicleo dorsomedial (DM), nicleo ventromedial (VM),
nacleo arqueado (ARC), nucleo hipotalamico posterior (PH), nucleo premamilar dorsal (DP), nucleo
premamilar ventral (VP), ndicleo supramamilar (SM), cuerpo mamilar (MB). Modificado de Halasz, 2004; Xie
y Dorsky, 2017.

I11.1 EL AREA PREOPTICA

El POA se encuentra dentro de la region periventricular rostral del tercer ventriculo. Posee
aferencias y eferencias de diferentes nucleos del hipotdlamo y de otras estructuras del
cerebro. En el caso de las aferencias dentro del hipotalamos se han identificado fibras
provenientes del area anteroventral periventricular (AVPv), del SCN, del ARC, de los
nacleos dorsomedial, ventromedial, premamilar y tuberomamilar. También se han
identificado aferencias extrahipotalamicas que provienen de estructuras como el tdlamo y el
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telencéfalo tales como el érgano subfornical, la region subtaldmica, la zona incerta, los
nacleos endopiriforme, accumbens y septal, asi como de la banda diagonal de broca, del
ndcleo basal de la estria terminal y de la amigdala. Por otra parte, el mesencéfalo y la médula
presentan aferencias al POA a partir de estructuras como el nucleo del rafé, del peddnculo
del cerebelo, asi como de los nucleos parabraquial, del tracto solitario y del reticular lateral
(Berk y Filkenstein, 1981; Chiba y Murata, 1985; Simmerly y Swanson, 1986). En el caso
de las eferencias, el POA envia fibras hacia la banda diagonal de broca, el septum medial, el
area tegmental ventral, los nucleos talamicos periventriculares, la amigdala, asi como a la
eminencia media. Adicionalmente, se han observado proyecciones hacia estructuras
hipotalamicas como el ARC, el SCN, el nucleo supradptico, los ndcleos dorsomedial,
premamilar y supramamilar (Swanson, 1976; Chiba y Murata, 1985; Larsen et al., 1994).

En roedores y ovejas se ha identificado que el POA recibe y envia una variedad de
neurotransmisores entre los que se han identificado a la noradrenalina, la adrenalina, la
serotonina, la histamina, al GABA, al glutamato, la galaninay a la dopamina. También se ha
mostrado la presencia de neuropéptidos como la kisspeptina, la dinorfina, la B-endorfina, la
neuroquinina, el neuropéptido Y, la somatostatina y por supuesto la GnRH (Ciechanowska
et al., 2010; Tsuneoka y Funato, 2021). La identificacién de las aferencias y eferencias, asi
como la naturaleza bioquimica de éstas, permiten elucidar el papel fisioldgico que el POA
desempefia en los mamiferos. Previamente se mencion6 que el hipotdlamo es un centro
importante en la preservacién de la homeostasis y el POA contribuye de forma particular con
la termoregulacion, la osmosregulacion del sistema nervioso y la regulaion de otros procesos
autonomos como la ingesta de agua y comida, el suefio, la contraccion pulmonar, la
vasodilatacion y la vasoconstriccion (Chiba y Murata, 1985; Simmerly y Swanson, 1986).
Ademas de estos procesos, ahora se sabe que el POA es un elemento importante en el eje
neuroendocrino de la reproduccién ya que regula procesos como la conducta sexual, los
cuidados parentales y la secrecion de las gonadotropinas (Gibson, 1986; Tsuneoka y Funato,
2021). Evidencia de lo anterior ha sido mostrada a través de experimentos en los que las
lesiones parciales o totales de esta estructura resultan en la inhibicion de la conducta de
cortejo y monta en el caso de los machos, mientras que en las hembras se pierde la conducta
de lordosis e incrementa el comportamiento agresivo imposibilitando la cépula (Christensen
et al., 1977; Nance et al., 1977). En el caso de los cuidados parentales, el mismo modelo
experimental en ratones resulta en un decremento de conductas como el acicalamiento, el
reconocimiento por el olfato y el acurrucamiento sobre las crias. A pesar de que estos
cambios se dan tanto en los machos como en las hembras, en estas ultimas el decremento es
mayor (Lee y Brown, 2002).

Por otro lado, la relacion entre el POA 'y la regulacion de la ovulacién se ha mostrado
con otra serie de experimentos. En primera instancia la lesion completa o parcial de esta area
disminuye la concentracion plasmética de la LH e inhibe su pico preovulatorio (Ma et al.,
1990). Adicionalmente, Tejasen y Everett (1967) analizaron el efecto de la desaferentacion
caudal, unilateral o bilateral, y la consecuente estimulacion eléctrica de esta area, sobre la
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ovulacion. Los resultados mostraron que la pérdida de las aferencias y eferencias del POA
bloguea la ovulacion y que la estimulacion eléctrica la reestablece parcialmente. Similar a la
lesion y la desaferentacion, la inyeccion de barbitdricos, que impide la neurotransmision,
resulta en un decremento en la concentracién de LH y en el bloqueo de la ovulacion si se
realiza por la tarde del proestro (Everett y Sawyer, 1950; Meyer et al., 1974). En este modelo,
la estimulacion bilateral del POA reestablece la ovulacion en la mitad de los animales,
mientras que en los grupos tratados unilateralmente todos los animales ovulan siempre y
cuando la intensidad eléctrica sea mayor a la empleada en el grupo bilateral. En el caso de la
concentracion de la LH, ambos grupos presentaron el incremento y el consecuente pico
preovulatorio, sin embargo, se observé un aumento mas rapido y una secrecion prolongada
en los grupos donde se estimulé al POA de forma bilateral (Cramer y Barraclough, 1971).

En otro estudio donde sélo se llevo a cabo la estimulacion eléctrica bilateral, se
observo que la concentracion de la LH incrementd de forma significativa en comparacion
con el grupo control (Clemens et al., 1971). En conjunto, estos resultados nos muestran la
importancia de la integridad de las vias aferentes y eferentes del POA en la regulacion de la
secreciéon de las gonadotropinas y la ovulacién. Aunada a esta evidencia funcional, la
anatomia de la region permite explicar los resultados anteriores, ya que en dicha estructura
se han identificado somas de neuronas que envian sus terminales nerviosas a la eminencia
media, las cuales sintetizan y secretan a la GnRH, el factor hipotalamico que estimula la
sintesis y secrecion de las gonadotropinas (Merchenthaler et al., 1984; Castafieyra-Perdomo
et al., 1992). Por otro lado, diversos estudios han mostrado una gran cantidad de fibras que
hacen contcto con éstas neuronas (Dudas y Merchenthaler, 2006), por lo tanto, la supresion
de las vias aferentes y eferentes del POA resultan en la inhinicion de la informacion que
participa en la sintesis y secrecion de la GnRH.

I11.11 LAS NEURONAS DE LA GnRH

Las neuronas de la GnRH se originan a partir de la placoda olfatoria en etapas tempranas del
desarrollo embrionario, donde también comienza su migracién, que es mediada por el factor
de crecimiento de fibroblastos, el factor inhibidor de leucemia, la lactosamina, el GABA, la
colecistoquinina, entre otros (Cariboni et al., 2007; Jasoni et al., 2009). La migracién de estas
neuronas se da en un sentido rostrocaudal y su establecimiento dentro del cerebro varia
dependiendo de la especie. Ademas de estar presentes en el POA, en roedores se ha
identificado a estas neuronas en los nicleos periventricular, paraventricular y arqueado, en
el hipotalamo anterior, la banda diagonal de broca, el 6rgano vasculoso de la lamina terminal
y el septum medial (Figura 7A). En el caso de los primates, estas neuronas se localizan
principalmente en el hipotdlamo mediobasal (King y Anthony, 1984; Whitlock, 2005;
Castarfieyra-Ruiz et al., 2013).
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Figura 7. A) Representacion grafica de la migracion de las neuronas de GnRH durante el desarrollo embrionario
y su posterior establecimiento en el (POA), (SM) septum medial, (vdbb) banda diagonal de Broca, (OVLT)
6rgano vasculoso de la lamina terminal y el (AHA) éarea hipotaldmica anterior; Modificado de Herbison, 2015.
B) Micrografia que muestra la diferente morfologia de las neuronas GnRHérgicas del POA. Modificado de Xue
etal., 2014.

Las neuronas de GnRH se caracterizan morfolégicamente por ser fusiformes de tipo
unipolar o bipolar, las primeras poseen cuerpos celulares delgados mientras que las segundas
presentan somas con forma triangular u ovalada y dos proyecciones que se disponen en
sentidos opuestos (Figura 7B) (Merchenthaler et al., 1984; Xue et al., 2014). A partir de su
origen y hasta la pubertad, las neuronas GnRHérgicas sufren cambios en su morfologia y
actividad. En roedores y primates se ha mostrado que desde el nacimiento y hasta la pubertad
estas neuronas presentan una mayor arborizacion dendritica, menor densidad de espinas y
menor actividad sinaptica. A partir de la pubertad y durante la adultez, la complejidad
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dendritica disminuye, por el contrario, la densidad de espinas y la actividad sinaptica
aumenta. Estos cambios estan asociados con la activacion de estas neuronas para regular las
funciones reproductivas. La transicion morfoldgica de las neuronas de la GnRH es mediada
principalmente por la accién de neurotransmisores como el GABA, el glutamato y la
kisspeptina (Cottrell et al., 2006; Xue et al., 2014, Li et al., 2016).

Hasta antes de 1970, la GnRH era conocida como el factor liberador de la LH o FSH.
Esta neurohormona se identifico, en primera instancia, en los cerebros de ovejas y cerdos en
donde se mostré que es un decapéptido de secuencia lineal: pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-
Leu-Arg-Pr-Gly o-NH2 (Sherwood et al., 1993; Somoza et al., 2002). A partir de su
descubrimiento se han identificado alrededor de 23 isoformas que presentan el 60% de
homologia con la primera. Cada una de estas isoformas deriva de un péptido precursor de 92
aminoéacidos que se divide en una secuencia sefial que consta de 23 aminoéacidos, la GhnRH
con 10 aminoacidos, 3 aminoacidos que intervienen en el procesamiento molecular y una
secuencia de 56 aminoacidos que corresponden al péptido asociado a la GnRH (Jones y
Lopez, 2014). De las 23 isoformas, solo se han identificado tres tipos en los mamiferos, la
GnRH I, 11 y I11. El tipo | es el especifico de la clase mammalia y se expresa principalmente
en el POA y el &rea hipotaldmica anterior. El tipo Il se aisl6 de cerebros de gallinas y en la
mayoria de los mamiferos se ha identificado en diferentes &reas del mesencéfalo y en el
hipocampo. Por otro lado, el tipo Il se identific en lampreas y en algunas especies de
mamiferos se encuentra en la porcion que une al nervio olfatorio con el telencéfalo (Montaner
et al., 2001; Dubois et al., 2002).

Se ha mostrado que estos tipos de GnRH, ademas de diferir en su secuencia y en su
localizacion, también poseen diferentes funciones bioldgicas. El tipo | regula la sintesis y
secrecion de las gonadotropinas. El segundo participa en el control de la pubertad, el
comportamiento sexual, la ingesta de alimento y las funciones metabodlicas. En el caso de la
GnRH 111, no es claro el papel que desempefia, previamente se asociaba con la sintesis y
secrecion selectiva de la FSH, pero mas tarde se mostrd que no es asi. Otros autores sugieren
que debido a su lugar de expresion esta implicada en el comportamiento sexual relacionado
con el olfato. Adicionalmente, se ha mostrado que la GnRH 1y 1l también regulan la funcion
de la placenta, el Gtero y los ovarios (Sherwood et al., 1993; Montaner et al., 2001; Dubois
et al., 2002; Desaulniers et al., 2017). En el Gtero, la GnRH participa en la implantacion del
embrion, la formacion de la placenta, la inhibicion de las contracciones uterinas durante la
gestacion y en su estimulacion durante el parto. En los ovarios, se ha mostrado que el
decapéptido participa en la diferenciacion y proliferacion de las células de los foliculos, sin
embargo, otros autores la han asociado con procesos anti proliferativos y proapoptoticos que
desencadenan la atresia folicular o que intervienen en la lutedlisis (Kim et al., 2007).

La sintesis de la GnRH comienza en el nucleo de la célula, donde se lleva a cabo la
trascripcion del gen que la codifica. EI ARNm maduro resultante es traslocado al citoplasma
y transportado al reticulo endoplasmatico, donde los ribosomas lo traducen, dando lugar al
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péptido precursor. Posteriormente, éste es transportado al aparato de Golgi en donde se
empaqueta en vesiculas secretoras y en donde se continta con el procesamiento por medio
de enzimas que estan dentro de dichas vesiculas (Rangaraju et al., 1991; Yin y Gore, 2006).
La endopeptidasa es la primera enzima que procesa al péptido precursor, dando lugar a la
separacion de los 56 amino&cidos del péptido asociado. Posteriormente, los 36 aminoécidos
restantes son procesados por las carboxipeptidasas D y E, la glutaminil ciclasa y la
monooxidasa a-amidante de peptidilglicina lo que da lugar al decapéptido maduro, el cual es
secretado en las terminales nerviosas que se encuentran en la eminencia media (Wetsel y
Srinivasan, 2002). Se ha observado que la sintesis de la GnRH depende de la etapa de la vida
de los mamiferos y en el caso de la adultez, de la etapa del ciclo reproductivo. En los roedores
se ha descrito que en las etapas embrionarias hay un incremento del transcrito, el cual decrece
en los primeros dias postnatales. Posteriormente, dias previos a la apertura vaginal se da un
incremento que se mantiene durante la pubertad y la adultez (Gore et al., 1999). Se ha
observado que una vez que las hembras han alcanzado la madurez reproductiva, el ARNm
de la GnRH incrementa significativamente en el proestro en comparacion con otras etapas
del ciclo. Finalmente, cuando las hembras comienzan a envejecer, la concentracion del
transcrito disminuye significativamente y no se da el incremento preovulatorio descrito en el
proestro de las ratas maduras (Malik et al., 1991; Gore, 2002).

La GnRH se secreta de forma tonica o fasica en la eminencia media. La secrecion
tonica se caracteriza por la liberacion del neuropéptido en pulsos con intervalos de tiempo
constantes, y la fasica se refiere al incremento abrupto de la secrecion en la fase preovulatoria
(Funabashi et al., 2002). Se ha mostrado que la amplitud y la frecuencia de los pulsos de
secrecion determinan la selectividad de la sintesis y secrecion de las gonadotropinas. Una
frecuencia alta, de mas de un pulso cada 30 minutos, estimula la sintesis y secrecion de la
LH. En contraste, una frecuencia baja, con un pulso cada 2 horas, desencadena la secrecion
de la FSH (Filicori y Crowley, 1984; Tsutsumi y Webster, 2009). Algunos autores han
sefialado que la sintesis y secrecion de la FSH es constitutiva y que la GnRH tiene un papel
estabilizador en ambas acciones. Por otro lado, se ha mostrado que la secrecién de la LH esta
ampliamente relacionada con la secrecion pulsatil de la neurohormona (Gay y Sheth, 1972).
Evidencia de lo anterior se mostr6 en ovejas a las que la administracion de antagonistas de la
GnRH resulté en la inhibicion de la LH, mientras que la FSH sufrié un lento decremento y
su concentracion permanecié detectable durante todo el estudio (Caraty et al., 1984). Ademas
de esto, se ha observado que las neuronas inmunorreactivas a este decapéptido presentan una
mayor actividad en momentos cercanos al incremento de la secrecion de la LH en el dia del
proestro en comparacion con las otras etapas del ciclo (Hoffman et al., 1993).

El papel de la pulsatilidad en la secrecion de la GnRH se ha estudiado mediante
diferentes modelos experimentales que han permitido elucidar su importancia fisiologica. El
primer ejemplo es un estudio en primates en el que se implemento el modelo de lesion del
hipotdlamo, lo que resulto en la inhibicion de la secrecidn de las gonadotropinas y de la
ovulacion. Posterior a las lesiones, se les administré6 GnRH artificial de forma continua o
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episddica y los resultados mostraron que cuando la neurohormona se administra de forma
continua la concentracion de la LH y la FSH permanece basal. Contrario a esto, cuando la
administracion es de forma episodica la concentracion de las hormonas hipofisarias
incrementa comportandose como la concentracion de los animales intactos (Belchetz et al.,
1978). Se ha mostrado que los efectos de la administracion continua se deben a una
desensibilizacion de los receptores a GnRH y a la reduccion de estos en los gonadotropos
(Bliss et al., 2010; Limonta et al., 2018). Este hallazgo se ha implementado para tratar el
hipogonadismo en humanos, una patologia en la que los individuos no maduran sexualmente
y son infértiles. En el caso de las mujeres, la administracion de agonistas naturales o sintéticos
del decapéptido, de forma episodica, restaura la secrecion de la LH y la FSH, asi como la
ovulacion (Maeda et al., 2010).

La secrecion pulsatil de la GnRH parece depender de factores intrinsecos y
extrinsecos a las neuronas que la sintetizan. En el primer caso, se ha mostrado la secrecion
pulsatil del decapéptido en lineas celulares de raton y en tejido hipotalamico de primate
cultivados in vitro. A pesar de lo anterior sabemos que, en el animal entero, estas neuronas
necesitan de informacion neuroendocrina que les comunique el estado del medio interno y
externo (Figura 8) (Halasz y Gorski, 1967; Phelps et al., 1976; Martinez de la Escalera et al.,
1992; Terasawa et al., 1999; Bliss et al., 2010). En el caso de la regulacion endocrina, se ha
observado que las hormonas ovaricas modulan la secrecién de la GnRH durante el ciclo
estral. En la fase lGtea, la concentracion del E> y la P4 resulta en un decremento de la
frecuencia y un aumento en la amplitud de los pulsos de la GhRH. Contrario a esto, en la fase
folicular, cuando los foliculos preovulatorios maduran, la concentraciéon plasmatica del E>
incrementa, lo que estimula el aumento de la frecuencia y la disminucion de la amplitud de
dichos pulsos (Clarke y Pompolo, 2005; Kanasaki et al., 2017; Limonta et al., 2018).
También se ha mostrado que la corticosterona y el cortisol, hormonas que media las
respuestas al estrés, inhiben la secrecion de la GnRH (Ciechanowska et al., 2010; Dobson et
al., 2020).

En el caso de la regulacion nerviosa, las neuronas de GnRH reciben aposiciones
directas de fibras que contienen a varios de los neurotransmisores y neuropéptidos que llegan
al POA desde otras estructuras del encéfalo (Dudas y Merchenthaler, 2006). Ademas de las
aposiciones, se ha confirmado la presencia de diversos receptores y de comunicacion
sinaptica de estos sistemas con las neuronas GnRHérgicas mediante la identificacion de
vesiculas presinapticas en las espinas dendriticas de dichas neuronas. En este mismo estudio
se observé que una misma fibra aferente puede realizar mas de una sinapsis con la misma
neurona de GnRH, lo cual sugiere que los componentes que inervan a estas neuronas estan
integrados de forma compleja y precisa para controlar su funcion (Moore et al., 2018;
Spergel, 2019).

Se ha mostrado que los neurotransmisores modulan distintos procesos dentro de la
neurona de GnRH en funcion de la region inervada. Por ejemplo, Wang y colaboradores
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(2020) mostraron que la region distal del dendrén, cercana a la eminencia media, recibe mas
aposiciones que el soma. La interrupcion de la comunicacion sinéptica en el soma inhibe la
secrecion fasica de la GnRH, pero no la tonica, contrario a esto, la interrupcion en el dendrén
distal inhibe ambos patrones de secrecion. En adicion a la region inervada, se ha mostrado
que los neurotransmisores que llegan a las neuronas de GnRH pueden tener un papel
estimulante o inhibitorio sobre su actividad (Maeda et al., 2010). Actualmente se han descrito
numerosos neuromoduladores de la actividad de estas neuronas y algunos de estos son el
GABA, el glutamato, la acetilcolina, la histamina, la serotonina, el péptido intestinal
vasoactivo, la sustancia P, la dinorfina, la neuroquinina, la neurotensina, la hormona
inhibitoria de las gonadotropinas (GnlH), la kisspeptina y las catecolaminas (Figura 8)
(Halasz et al., 1988; Dudas y Merchenthaler, 2006, Ciechanowska et al., 2010).

Previamente mencionamos que el GABA es imprescindible en la migracion y
establecimiento de las neuronas de GnRH durante el desarrollo embrionario y también media
los cambios morfofisiologicos que éstas sufren en el inicio de la pubertad (Cottrell et al.,
2006; Xue et al., 2014). Estudios anatdmicos en roedores han confirmado la presencia de los
dos tipos de receptores a este neurotransmisor, asi como su sustrato enzimatico en dichas
neuronas. Aunado a esto, la evidencia funcional sefiala que el GABA inhibe la actividad de
las neuronas de GnRH y, en consecuencia, la secrecion de la LH (Halasz et al., 1989;
Funabashi et al., 2002). Por otro lado, diferentes autores han sefialado que la kisspeptina es
el principal estimulante de las neuronas de la GnRH. De forma general, se ha observado que
la administracion sistémica o cerebroventricular de la kisspeptina induce un incremento
sostenido de la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas. Contrario a esto, la
administracion de un antagonista, a través de las mismas vias, resulta en la inhibicién de la
secrecion de estas hormonas y en los tratamientos crénicos, en la infertilidad (Caraty y
Franceschini, 2008). Los estudios anatomicos han identificado que la kisspeptina que inerva
a las neuronas de GnRH proviene del ARC y del AVPv. Se ha mostrado que la sefializacién
proveniente del ARC regula la secrecion tonica de la GnRH e inhibe la secrecion fésica;
mientras que la del AVPv la estimula (Colledge, 2009; Oakley et al., 2009). En el caso de la
GnlH, la neuroquinina y la dinorfina, se ha observado que pueden actuar directamente sobre
la neurona de GnRH, o indirectamente a través de las neuronas de Kisspeptina (Skorupskaite
etal., 2014).

Los sistemas de neurotransmision como el de la serotonina, la acetilcolina o las
catecolaminas tienen funciones diferenciales que dependen del tipo de receptor al cual se
acoplan en las neuronas de GnRH. Por ejemplo, se ha mostrado que la serotonina inhibe o
estimula su actividad al unirse al receptor 5-HT1A y 5-HT2A, respectivamente (Spergel,
2019). En el caso de las catecolaminas, se ha observado que la eliminacidn de sus reservas,
mediante la administracién sistémica de reserpina por la tarde del proestro, resulta en el
bloqueo de la ovulacion (Barraclough y Sawyer, 1957). Resultados similares se han
observado al inhibir la sintesis de la noradrenalina y de la dopamina en la etapa de proestro.
El bloqueo de la ovulacion en estos animales puede revertirse al administrar farmacos que
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estimulan la sintesis de ambas catecolaminas, sin embargo, esto depende de la hora en la que
se realiza el tratamiento (Kalray McCann, 1974).

Figura 8. Panel A, micrografias de una inmunohistoquimica en la que se pueden identificar aposiciones entre
las neuronas GnRHérgicas (color cobrizo) con diferentes neuropéptidos y una enzima limitante de la sintesis
de catecolaminas. (CRH) hormona liberadora de corticotropina, (ENK) encefalina, (SP) sustancia (P), (GAL)
galanina, (TH) tirosina hidroxilasa, (END) endorfina. Panel B, inervacion de las neuronas de GnRH (color
verde) por la kisspeptina, el neuropéptido Y y el péptido intestinal vasoactivo (color rojo). Modificado de Dudas
y Merchenthaler, 2006; Ward et al., 20009.

Aunado al blogueo de la ovulacidn, se ha reportado que los tratamientos que eliminan la
sintesis 0 las reservas de catecolaminas inhiben la secrecién preovulatoria de la LH
(Barraclough y Wise, 1982). De forma particular, se ha mostrado que la administracion de
dopamina o noradrenalina en el tercer ventriculo, durante las cuatro etapas del ciclo estral,
induce cambios en la concentracion de la LH. A partir de lo anterior se observo que la
dopamina incrementa de forma significativa la concentracion de la LH durante todo el ciclo
y en el caso de la noradrenalina, solo estimula dicho incremento en la etapa de estro
(Schneider y McCann, 1970). Estas evidencias muestran la variedad y complejidad de las
redes neuronales que regulan la fisiologia de las neuronas GnRHérgicas del POA. En el caso
particular de las catecolaminas podemos notar que la noradrenalina y la dopamina son
importantes para que se lleve a cabo la regulacion de la secrecion de la LH y de la ovulacion.
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IV. EL SISTEMA DOPAMINERGICO

V.| LA DOPAMINA Y SU BIOSINTESIS

En los afios en los que se descubrid a la dopamina no se tenia la nocion de que fuera un
neurotransmisor, se creia que su importancia bioldgica se limitaba a ser el precursor de la
noradrenalina. No fue hasta 1950 que las investigaciones realizadas por el equipo de Arvid
Carlsson permitieron identificar a la dopamina como una sustancia importante en la fisiologia
de los organismos. Ademas de definir a la dopamina como un neurotransmisor consolidado,
el equipo de Carlsson disefid e implementd técnicas que permitieron la identificacion y
cuantificacion del neurotransmisor junto con sus receptores, trabajo que los hizo acreedores
del premio Nobel en medicina y fisiologia en el afio 2000. Antes de aislarse en animales, esta
sustancia se identifico como metabolito secundario encargado de la pigmentacion en una
planta de la familia Fabaceae. Actualmente sabemos que se encuentra en plantas y animales,
en estos Ultimos su composicion bioquimica esta conservada (Yeragani et al., 2010; Meiser
etal., 2013).

La dopamina también es conocida como 3-hidroxitiramina y pertenece al grupo de
las catecolaminas, ya que esta compuesta por un grupo catecol, un anillo aromético con dos
grupos hidroxilos, unido a una cadena de etilamina (Bahena-Trujillo et al., 2000; Peaston y
Weinkove, 2004). La via clasica de la biosintesis de este neurotransmisor es una reaccion
enzimatica de dos pasos que se da en el citoplasma de las neuronas presinapticas. La primera
reaccion es la hidroxilacion del anillo fenélico del aminoéacido tirosina, proceso mediado por
la enzima tirosina hidroxilasa (TH), lo que da como primer producto a la
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Se han identificado otras enzimas que actlan como
cofactores que regulan la actividad enzimatica de la TH y estos son la tetrahidrobiopterina y
la guanina trifosfato ciclohidrolasa (Meiser et al., 2016).

La segunda reaccion es la descarboxilacion de la L-DOPA por accion de la enzima
descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC), lo que produce a la dopamina (Figura
9) (Peaston y Weinkove, 2004; Lawlor y During, 2004). Una vez sintetizada, el transportador
vesicular de monoaminas del tipo 2 (VMAT-2) empagueta al neurotransmisor en vesiculas
sinapticas en las que la dopamina es procesada para evitar su oxidacion y transportada a las
terminales nerviosas. Posteriormente, cuando la celula presinaptica recibe un estimulo que la
despolariza, la dopamina es liberada hacia el espacio sinaptico en donde puede catabolizarse
0 ejercer su accion en celulas postsinapticas y, finalmente, estimular una respuesta biologica
(Chen et al., 2003; Lawlor y During, 2004).

El catabolismo de la dopamina puede suceder por dos vias diferentes en las que
convergen algunas enzimas y metabolitos, a pesar de esto, el orden de accion de las enzimas
y de produccion de los metabolitos es distinto. En el primer caso, la dopamina es recapturada
por el transportador de membrana de dopamina (DAT), el cual internaliza al neurotransmisor
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ala célula, en donde es procesado por la monoamino oxidasa (MAQ) dando lugar al perdxido
de hidrégeno y al 3,4-dihidroxifenil acetaldehido (DOPAL). Este Gltimo producto es
catabolizado por la enzima alcohol deshidrogenasa (AD), reaccidn que da como producto al
acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC). EI DOPAC es procesado por la catecol-o-metil
transferasa (COMT), que lo convierte en acido homovanilico (HVA). En la segunda via la
dopamina no es recapturada por el DAT, sino que es metabolizada directamente por la
COMT, lo que produce a la 3-metoxitiramina (3-MT). A continuacion, ésta es convertida en
3-metoxi-4-hidroxifenilacetaldehido (MHPA) por accion de la MAO vy, finalmente, es
catabolizada por la AD dando lugar al HVA (Figura 9) (Bahena-Trujillo et al., 2000; Peaston
y Weinkove, 2004; Meiser et al., 2016). La MAO tiene dos isoformas, la Ay B. Ambas son
bioguimicamente semejantes y su diferencia radica en que la MAO-A es la que tiene mayor
actividad catabdlica en humanos mientras que la B, en roedores (Chen et al., 2003).

Tirosina L-DOPA
NH, HO, NH, .
_@\% '©>/\1I Dopamma
HO =COOH ——> HO —COOH
o " AAM
3-MT m \ DOPAL
CH,0
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Figura 9. Via clasica del metabolismo de la dopamina en el sistema nervioso central. Las enzimas implicadas
en la sintesis y catabolismo (color azul) son la tirosina hidroxilasa (TH), descarboxilasa de aminoéacidos
aromaticos (AADC), catecol-o-metil transferasa (COMT), monoamino oxidasa (MAQ) y alcohol
deshidrogenasa (AD). La dopamina se sintetiza a partir de la tirosina y de la dihidroxifenilalanina (L-DOPA).
En su catabolismo se obtienen diferentes productos como la 3-metoxitiramina (3-MT), la 3,4-dihidrofenil
acetaldehido (DOPAL), 3metoxi-4-hidroxifenil acetaldehido (MHPA), 3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC) y
el &cido homovanilico (HVA). Modificado de Laatikainen et al., 2013.
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Este neurotransmisor se sintetiza y actla a nivel periférico y central, en este ultimo es
donde se produce en mayor cantidad y en donde regula diversas de funciones entre las que
destacan la motricidad, la cognicién y la conducta. Se ha mostrado que la participacion de la
dopaminaen la regulacion de estos procesos esta estrechamente vinculada con su distribucién
anatémica. Debido a lo anterior existen diversos estudios que han tenido por objetivo
determinar lo sitios del encéfalo en los que se encuentran las neuronas dopaminérgicas y sus
terminales nerviosas (Bjorklund y Dunnet, 2007; Pivonello et al., 2007).

IV.Il LA DISTRIBUCION DE LAS NEURONAS DE DOPAMINA EN EL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y SUS EFERENCIAS AL POA

Las neuronas que sintetizan dopamina se originan en la estructura que une al prosencéfalo
con el mesencéfalo durante las primeras semanas de gestacion. Su diferenciacion es mediada
por la expresion de PITX2, TGFpB, FGF8, hedgehog, entre otras (Prakash y Wurst, 2006;
Bissonette y Roesch, 2016). Al igual que en otros tipos celulares, la diferenciacion y
proliferacion de las neuronas dopaminérgicas ocurre a la par de una migracion a su posicion
final. Este proceso se da en dos sentidos que dependen de la etapa del desarrollo de los
animales. La primera migracion se da durante etapas embrionarias en un sentido rostral y
lateral, mientras que la segunda ocurre en etapas postnatales, en sentido caudal y medial. El
establecimiento de estas neuronas se da en dias posteriores al nacimiento, momento en el que
el sistema dopaminérgico obtiene su especificidad funcional (a et al., 1995; Smits et al.,
2006).

Diversos estudios de inmunohistoquimica con anticuerpos contra la TH o la AADC
han descrito que las neuronas de dopamina se distribuyen ampliamente en el sistema nervioso
central. Se ha reportado su presencia en los nucleos del tracto solitario, el motor dorsal del
nervio vago, el area postrema, el nicleo parabraquial, la sustancia negra, el area tegmental
ventral, el nicleo accumbens, la corteza prefrontal, la estria terminal, la zona incerta, el
hipotdlamo y los bubos olfatorios (Albanese et al., 1986; Kawano et al., 1995). A pesar de
su amplia distribucion en el sistema nervioso central, estas neuronas se encuentran bien
organizadas dentro del encéfalo. Lo anterior permitié que fueran clasificadas en grupos
celulares en los que la ubicacion anatdmica de sus somas es el criterio de agrupacion (Smits
et al., 2006). Los conjuntos celulares de la dopamina estan dentro de la clasificacion general
establecida para las catecolaminas, la cual corresponde a los grupos celulares del Al al A-
17. De éstos, los grupos del A8 al A15 son exclusivos de la dopamina, los cuales se dividen
en cuatro vias o sistemas cuya clasificacion depende, ademas de la ubicacién de sus somas,
del alcance de sus terminales nerviosas y de los procesos en los que participan. Esta
organizacion esta conservada en mamiferos como las ratas, las ovejas, los cerdos y los
primates, lo que ha facilitado el estudio de la fisiologia del sistema dopaminérgico (Chinta 'y
Andersen, 2005; Hong, 2013).
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Los grupos del A8 al A10 son aquellos que se encuentran en la region retrorubral y el
area tegmental ventral. A partir de éstos se originan la via nigroestriada, la mesolimbica y la
mesocortical (Figura 10). Las terminales nerviosas de la via nigroestriada, que se origina en
la sustancia negra, se encuentran en el cuerpo estriado dorsal que se compone por el
accumbens y el putamen. Esta via esta implicada en la regulacion de los procesos voluntarios
como la motricidad. La lesion de ésta, asi como la administracion de farmacos que inhiben
la sintesis de dopamina en sus neuronas, resulta en la aparicion de espasmos y contracciones
musculares incontroladas. Adicionalmente, su alteracion o disfuncion se ha asociado con
patologias como el Parkinson (Wise, 2004; Luo y Huang, 2016). Por otro lado, la via
mesocortical y la mesolimbica se originan en el rea tegmental ventral. La primera envia sus
fibras hacia el nacleo accumbens y a estructuras del sistema limbico como la amigdala y el
hipocampo, mientras que la segunda proyecta hacia regiones de la corteza prefrontal. Ambas
vias regulan funciones como la conducta, las emociones, el sistema de placer y recompensa,
asi como la cognicion. Estas estructuras han sido imprescindibles para estudiar la fisiologia
del abuso de sustancias adictivas, asi como de condiciones como el déficit de atencion e
hiperactividad (Wise, 2004; Chinta y Andersen, 2005).

Hipocampo
o

Corteza
cerebral Zona incerta

Bulbos

olfatorios N |

Amigdala

Hipotalamo

v
Estriado
dorsal

Figura 10. Distribucién de los grupos neuronales de la dopamina y sus proyecciones en el encéfalo de roedores.
Modificado de Bjorklund y Dunnet, 2007.
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El siguiente grupo corresponde al Al1l, el cual tiene sus somas en estructuras del
hipotdlamo posterior y dorsal que envian sus terminales hacia la médula espinal. Se ha
observado que este grupo estd implicado en la regulacion del dolor y en la integracién de
informacion motora que es independiente de la via nigroestriada. La alteracion de estas
neuronas resulta en afecciones como la migrafia o la cataplejia (Zeiss, 2005; Koblinger et al.,
2014). El grupo Al12 también se origina dentro del hipotalamo, en el ARC y el ndcleo
periventricular, los cuales tienen eferencias hacia la eminencia media y la hipéfisis. EI grupo
Al13 envia proyecciones hacia el hipotdlamo y el septum lateral desde la zona incerta.
Finalmente, los grupos Al14 y A15 corresponden a neuronas que se originan en el hipotalamo
rostral, particularmente en el nicleo anteroventral periventricular y en el POA. Estas
neuronas tienen algunas de sus terminales nerviosas en el mismo POA o bien, en los nucleos
supraoptico, supraquiasmatico y lateral septal (Bjorklund et al., 1975; Albanese et al., 1986;
Goldsmith et al., 1990). Estos grupos celulares, a excepcién del A13, forman parte de la via
tuberoinfundibular cuya funcion principal es regular la secrecidn de prolactina, sin embargo,
también se ha asociado con otros procesos neuroendocrinos como la secrecion de la hormona
del crecimiento y de la adrenocorticotropina. Por otro lado, el grupo Al6 corresponde a
neuronas dopaminérgicas que se concentran en los bulbos olfatorios, pero cabe mencionar
que algunos autores lo excluyen del sistema dopaminérgico y lo incluyen en el de la
noradrenalina (Figura 10) (Chinta y Andersern, 2005; Zeiss, 2005; Smits et al., 2006;
Bjorklund y Dunnet, 2007).

Si bien la regulacion de estos procesos o de cualquier otro en el que la dopamina
participa esta estrechamente relacionada con su distribucién anatémica, también existen otros
factores que son imprescindibles en su fisiologia. Dichos factores son la concentracion de
dopamina liberada en el espacio sinaptico y el tiempo que se encuentra en éste, asi como el
tipo y la cantidad de receptores a los que se acopla en la sinapsis (Best et al., 2009; Beaulieu
y Gainetdinov, 2011).

IV.I11 LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS Y SU FARMACOLOGIA

Una vez que la dopamina es liberada en el espacio sinaptico puede estimular o inhibir
diferentes procesos al unirse a diferentes receptores, que pueden estar en otras células o en la
misma neurona presinaptica. Los tipos de receptores son los oy p adrenérgicos, asi Como sus
cinco receptores especificos, los receptores dopaminérgicos (RDA). Estos se encuentran
agrupados en dos familias: la familia uno (RDA-1), que incluye a los receptores uno y cinco,
y la familia dos (RDA-2), que incluye a los receptores dos, tres y cuatro. En humanos, se ha
identificado que el gen que codifica al receptor uno se encuentra en el cromosoma 5, los
receptores dos y cuatro en el cromosoma 11, mientras que los genes de los receptores tres y
cinco se localizan en los cromosomas 3 y 4, respectivamente. En el caso de los roedores estos
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genes se encuentran, en orden del receptor uno al cinco, en los cromosomas 13, 9, 16, 7y 5,
respectivamente (Kebabian y Calne, 1979; Chiodo, 1988; Schwartz et al., 1992).

Los receptores dopaminérgicos pertenecen a la familia de los metabotropicos
acoplados a proteinas G, estdn compuestos por una cadena polipeptidica de alrededor de 400
aminodcidos, la cual atraviesa siete veces la membrana celular. Estos dominios
transmembranales se dividen en tres extracelulares aunados a un extremo amino terminal y
tres intracelulares unidos a un carboxilo terminal, este ultimo es la regién en la que el
neurotransmisor se acopla al receptor. Una caracteristica importante de la estructura de ambas
familias es que en el segundo dominio transmembranal se encuentra un residuo de aspartato
que es imprescindible en la activacion del receptor y en la union de éste con el ligando. A
pesar de que ambas familias de receptores son similares en su estructura, pueden
diferenciarse debido a que en la RDA-1 el tercer dominio intracelular es més corto y el
extremo carboxilo mas largo (Figura 11). Debido a lo anterior, entre otras caracteristicas, se
ha mostrado que la familia uno presenta el 80% de homologia entre sus receptores, mientras
que en la familia dos este porcentaje tiene una mayor variacion. El receptor dos es 75%
homologo con el tres y 56% con el receptor cuatro. La variacion entre los RDA-2 se ha
atribuido a la presencia de intrones en la secuencia génica de estos receptores (Sibley y
Monsma, 1992; Missale et al., 1998; Bahena-Trujillo et al., 2000).

RDA-1 RDA-2
Gttt Rt
WAAIALIAN I WQN

Figura 11. Estructura y diferencias entre los receptores dopaminérgicos de la familia RDA-1 y RDA-2. En
color rojo se resalta el tercer dominio intracelular, que es mas corto en la primera familia. En color verde se
resalta la region carboxilo terminal, que es mas corta en la segunda familia. Modificado de Pandey et al., 2013.

Si bien ambas familias de receptores presentan diferencias estructurales, su
clasificacion depende de la proteina G a la que se acoplan, la via de sefializacion que activan
y de la sintesis de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) (Pandey et al., 2013). Los RDA-1
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se acoplan a proteinas Gosy Gaoif, que inducen la activacion de la enzima adenilato ciclasa,
que estimula la sintesis del CAMP a partir de adenosin trifosfato. A su vez, el incremento del
cAMP intracelular da lugar a la activacion de la proteina cinasa A (PKA), quien estimula o
inhibe la sintesis de otras proteinas que actian como segundos mensajeros y regula el flujo
de iones en la neurona. Esta via de sefializacion resulta en la expresion de fosfoproteinas,
principalmente DARP-32, que inhiben a las fosfatasas como la PP1, encargadas de inactivar
a la PKA 'y los productos de su sefializacion. De igual manera, la PKA estimula la expresion
de otras proteinas como CREB y ERK, quienes a su vez inducen la expresion de factores
como c-fos. En cuanto al intercambio de iones, se ha mostrado que esta sefializacion
incrementa el flujo de calcio y potasio e inhibe el de sodio (Jaber et al., 1996; Pivonello et
al., 2007; Ledonne y Mercuri, 2017).

En el caso de los RDA-2, se acoplan a proteinas Gin que inhiben a la adenilato ciclasa
y su accion para producir cAMP. Esta sefializacion activa los canales de potasio y disminuye
el flujo de calcio a partir de la inhibicion de sus canales dependientes de voltaje. Por otro
lado, se ha descrito otra via de sefializacion en la que los receptores de la familia 1y 2 forman
dimeros. En esta variante se ha sefialado que los receptores se acoplan a proteinas Gq las
cuales activan a la fosfolipasa C. Esto promueve la sintesis de DAG quien a su vez activa a
la proteina cinasa C. Por otro lado, la fosfolipasa C también activa al IP3 que estimula la
liberacion intracelular de calcio desde el reticulo endoplasmatico, lo que desencadena otra
sefializacion y respuestas como la liberacion del neurotransmisor (Figura 12) (Schwartz et
al., 1992; Jaber et al., 1996; Pivonello et al., 2007).

De forma general, se ha mostrado que los RDA-1 promueven la excitabilidad de las
neuronas y regulan de forma estimulante diversos procesos y que los RDA-2 los inhiben
disminuyendo la secrecién del neurotransmisor y la excitabilidad de las neuronas. A pesar de
lo anterior, diversos autores han propuesto que la funcién de estos receptores depende del
area del encéfalo y del tipo de neurona en la que se encuentren, ademas de la afinidad de la
dopamina con estos (Boyd y Mailman, 2012; Savica y Benarroch, 2014). Para determinar
cudl es el papel de estos receptores en la fisiologia del organismo se han llevado a cabo
estudios en los que se emplean agonistas 0 antagonistas. Los agonistas son aquellos que
pueden mimetizar la accion de la dopamina al unirse a sus receptores, mientras que los
antagonistas se unen al receptor sin permitir la accion bioldgica de este (Schmidt et al., 2010;
Currie, 2018). En el caso de la dopamina, se han identificado una variedad de sustancias que
presentan diferente afinidad y especificidad por sus receptores (Cuadro 1).
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Figura 12. Vias de sefializacion de las dos familias de receptores dopaminérgicos. Las lineas rojas representan
los procesos de inhibicién o desactivacion dependientes de los RDA-2, las lineas lila los de estimulacién o
activacion que dependen de los RDA-1y las lineas verdes aquellos en los que ambas familias forman dimeros.
(PLC) fosfolipasa C, (DAG) diacilglicerol, (PKC) proteina cinasa C, (IP3) inositol trifosfato y su receptor, (AC)
adenilato ciclasa, cCAMP adenosin monofosfato ciclico, (PKA) proteina cinasa A, DARP-32 fosfoproteina, PP1
fosfatasa, (MAPK) proteina cinasa activadora de mitdgenos, (K) potasio, (Ca) calcio, (Na) sodio. Modificado
de Ledonne y Mercuri, 2017.

Existen agonistas generales, es decir, que se acoplan a ambas familias mimetizando
0 potenciado la accion de la dopamina como la apomorfina, la bromocriptina, el quinperole
y el SKF-38393. Los antagonistas de ambas familias son el haloperidol, la clorpromazina, la
pimozida y la clozapina. Adicionalmente, se han identificado sustancias que son especificas
para cada familia de receptores, lo que permite estudiar su funcién particular. Los agonistas
de los RDA-1 son el fenoldopam y el SKF-38393 mientras que sus antagonistas son el SCH-
23390 y el butaclamol. Para los RDA-2 sus agonistas son la apomorfina y la bromocriptina
y sus antagonistas la sulpiride, el Raclopride, la espiperonay la risperidona (Schwartz et al.,
1992; Seeman y Van Tol, 1994; Missale et al., 1998). Cuando los farmacos no presentan una
especificidad definitiva por ambas familias, como el caso de la apomorfina, la bromocriptina
y el SKF-38393, la afinidad entonces depende de otros factores como la concentracion, dosis
y via de administracion, asi como de la tasa de expresion de cada familia de receptores. Con
respecto a lo anterior, se sabe que los receptores dopaminérgicos no se expresan de forma
homogénea, es decir, en algunas estructuras predomina la expresion de los RDA-1 mientras
gue en otras los RDA-2. Por otro lado, se ha confirmado una amplia distribucion de estos a
nivel central y periférico (Seeman y Van Tol, 1994; Currie, 2018).
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Cuadro 1. Agonistas y antagonistas de ambas familias de receptores dopaminérgicos.

FAMILIAS DE RECEPTORES AGONISTAS ANTAGONISTAS
Apomorfina

g Haloperidol
Bromocriptina e sl
RDA-1y 2 SKF-38393 prom
i Pimozida
Quinperole Cimozca
Pergolide p
Fenoldopan SCH-23390
ROAL SKF-38393 Butaclamol
Apomorfina RSauCIIOiF;ir(Ijie
RDA-2 Bromacriptina = iperona
7-OH-DPAT SpIpe
Risperidona

Modificado de Seeman y Van Tol, 1994; Missale et al., 1998.

A partir de estudios farmacoldgicos de los receptores del sistema dopaminérgico se
ha podido estudiar la fisiologia de diversas afecciones y establecer tratamientos que las
disminuyan. Por ejemplo, se ha identificado que con la administracion de antagonistas de
ambas familias se pueden disminuir los efectos psicoticos de la esquizofrenia, sin embargo,
estos estudios también han permitido conocer que el uso crénico y en dosis inadecuadas
puede resultar en el aumento de efectos secundarios que afecten la motricidad y la cognicion.
Por otro lado, los tratamientos con agonistas generales o especificos de los RDA-1 han
resultado ser eficaces para disminuir los sintomas de la enfermedad de Parkinson. En el caso
de los RDA-2, se ha mostrado que la administracién de sus agonistas controla patologias
neuroendocrinas como la hiperprolactinemia, una afeccion que se caracteriza por la secrecion
descontrolada de prolactina, lo que ademas provoca infertilidad en las mujeres (Kebabian y
Calne, 1979; Jaber et al., 1996; Missale et al., 1998). A pesar del éxito en los tratamientos
de diferentes patologias o trastornos, existen estudios que han mostrado que la exposicion
cronica a estos farmacos induce en primera instancia un aumento de la respuesta del receptor
al ligando, sin embargo, la consecuencia final es una desensibilizacién de estos y la inhibicion
de su respuesta fisioldgica (Schwartz et al., 1992; Schmidt et al., 2010).

El entendimiento de la dindmica entre la dopamina y sus receptores es imprescindible
para elucidar el papel que este neurotransmisor desempefia en cada uno de los procesos que
regula. Aunque no se conoce completamente el mecanismo de accion, se sabe que la
dopamina regula procesos reproductivos como el comportamiento sexual, la secrecion de
prolactina y la ovulacion. Lo anterior ha sido sustentado por evidencia anatomica que sefiala
que algunas de las neuronas de la via tuberoinfundibular envian proyecciones que establecen
aposiciones con las neuronas GnRHérgicas, ya sea a nivel de la eminencia media o del POA.
(Hoffman y Wray, 1982; Mons et al., 1990; Horvath et al., 1993; Zoli et al., 1993). Ademaés
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de lo anterior, también se ha descrito la presencia de ambas familias de receptores en estas
estructuras hipotalamicas (Miller y Lonstein, 2009; Nutsch et al., 2016).

IV.IV LA DOPAMINA Y SU PARTICIPACION EN LA REGULACION DE
LA REPRODUCCION

Previamente se mencioné que la dopamina estd implicada en la reproduccion de los
mamiferos, regulando la secrecion de prolactina, el comportamiento sexual y materno, asi
como la secrecion de la GnRH, las gonadotropinas y la ovulacion. Para su estudio, el
comportamiento sexual se ha dividido en dos tipos de conductas, las motivacionales o
anticipatorias y las consumatorias. Las motivacionales se refieren al inicio o incremento de
conductas como la actividad locomotora, la busqueda e interés, el cortejo y el acicalamiento.
Por otro lado, las conductas consumatorias en el macho son la monta, la intromisién y la
eyaculacion, mientras que en la hembra es el comportamiento de receptividad, caracterizado
por la postura de lordosis (Melis y Argiolas, 1995).

El papel de la dopamina en la regulacion de estas conductas se ha mostrado mediante
estudios en los que se inyectd via intraperitoneal apomorfina, SKF-38393, quinperole y SCH-
23390 de forma individual o combinada. Los resultados de este experimento muestran que el
agonista de ambas familias de los RDA incrementa de forma significativa ambos tipos de
conductas en comparacion con el grupo control. Este incremento se mantiene en el grupo
tratado con el agonista con mayor afinidad por la familia RDA-1, mientras que en el grupo
tratado con el agonista de los RDA-2 no hay ningn cambio significativo. Adicionalmente,
cuando se administra apomorfina y sélo se evalla el porcentaje de eyaculaciéon y de cpula
se observa un incremento significativo de estas variables en comparacion con el grupo
control. Por otro lado, cuando se administra el antagonista de los RDA-1 enseguida de la
apomorfina, el porcentaje de eyaculacion y de cépula disminuye significativamente siendo
similar al del grupo control (Guadarrama-Bazante et al., 2014).

La administracion de antagonistas de los RDA-1 0 RDA-2, directamente en el POA,
resulta en una disminucion significativa del porcentaje de bldsqueda de la hembra por el
macho. Por otro lado, cuando los machos son tratados con un agonista especifico de la familia
RDA-2, el niumero de intromisiones aumenta de forma significativa en comparacion con el
grupo control y los otros tratamientos (Moses et al., 1995). Otra evidencia en la que se
implemento este modelo, tanto en machos como en hembras, muestra que la administracion
de apomorfina en el POA resulta en un incremento de las conductas motivacionales. Contario
a esto, cuando se administra un agonista especifico de la familia RDA-1 ambos tipos de
conductas disminuyen, especificamente el nimero de solicitaciones y de eyaculaciones en el
macho, asi como la actividad locomotora en las hembras. Por otro lado, estas mismas
variables presentan un incremento significativo en los grupos tratados con el agonista de los
RDA-2 (Graham y Pfaus, 2010). Con el proposito de evaluar el efecto de la ausencia de la
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dopamina sobre las mismas variables, se realizaron inyecciones de antagonistas selectivos a
ambas familias de receptores dopaminérgicos. Los resultados obtenidos en estos
experimentos muestran un comportamiento inverso a los obtenidos en los grupos tratados
con los agonistas (Graham y Pfaus, 2012). En conjunto, todos los resultados descritos
anteriormente muestran que la dopamina estimula diferentes conductas del comportamiento
sexual y que para ello requiere de la activacion sinérgica de ambas familias de receptores.

También se ha vinculado a la dopamina con el comportamiento parental, en el que se
incluyen conductas como la construccion del nido, la alimentacién, el acicalamiento, los
cuidados y el agrupamiento de las crias. La relacion del POA con los cuidados parentales se
ha expuesto mediante estudios en los que la lesion o disrupcién de las vias eferentes de dicha
estructura, resulta en la inhibicion de las conductas mencionadas (Numan y Stolzenberg,
2009). Por otro lado, los estudios farmacoldgicos muestran una diferencia funcional en la
regulacién del comportamiento materno que depende de la activacion de los receptores
dopaminérgicos. Evidencia de lo anterior se mostré al realizar inyecciones de SKF-38393 en
el POA de ratas en estado post parto. Se evalud la latencia del reconocimiento de las crias
después de su remocion del nido, asi como la duracion del acicalamiento y el tiempo de
acurrucamiento. Los resultados de este experimento mostraron una disminucion del tiempo
de reconocimiento por parte de las madres, asi como un incremento de la duracion del
cuidado materno en el grupo tratado con el agonista de los RDA-1 en comparacién con el
grupo control (Stolzenberg et al., 2007). Por otro lado, la administracion de SCH-23390 en
el POA de ratas post parto resulta en la disminucion de la duracion de los cuidados parentales
y la lactancia. En contraste, la administracion de Raclopride incrementa el tiempo en el que
la madre cuida y alimenta a sus crias (Miller y Lonstein, 2005). A partir de estos resultados,
los investigadores han mostrado que la dopamina en el POA de ratas lactantes estimula los
cuidados parentales, lo cual es mediado por la activaciéon de los RDA-1. En el caso de los
RDA-2, se ha sugerido que se activan para controlar la respuesta de la otra familia para
modular el comportamiento materno (Numan y Stolzenberg, 2009).

En el caso de la secrecion de la prolactina, se ha mostrado que la administracion
sistémica de dopamina decrece la concentracion plasmatica de la hormona. Para determinar
que esto se debe a dicho neurotransmisor y no a otro factor, se administr6 a-metil-p-tirosina,
un farmaco que inhibe la sintesis de dopamina. En estos animales, la ausencia de la dopamina
reestablece la concentracion de la prolactina (Arita y Porter, 1984). La dopamina inhibe la
secrecion de la prolactina actuando sobre el RDA-3. Esto se mostro al administrar un agonista
0 un antagonista especifico en el ventriculo lateral y posteriormente cuantificar la
concentracion plasmatica de la prolactina en diferentes horarios. El agonista induce un
incremento de la concentracion por un tiempo breve, después de lo cual vuelve a su estado
basal. Por otro lado, el antagonista también resulta en un incremento, pero éste se mantiene
durante todo el experimento. La inyeccion de un antagonista de los RDA-2, inmediatamente
después de la administracion del agonista de los RDA-3, revierte el incremento en la
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concentracion de prolactina, lo que sugiere que la secrecion de prolactina depende de un
sistema complejo que involucra a més de un receptor dopaminérgico (Liang y Pan, 2012).

Otra evidencia de la relacién entre la dopamina y la secrecion de prolactina es la
descripcion de la concentracion de la dopamina y del DOPAC en estructuras del hipotdlamo
de ratonas intactas en la etapa de diestro y en ratonas lactantes. La cuantificacion mostré un
decremento en la concentracion de la dopamina y un incremento en la del DOPAC en la
banda diagonal de broca y el POA del grupo lactante en comparacién con el grupo en diestro
(Brown et al., 2015). Estas evidencias, junto con otros estudios, indican que la dopamina es
un potente inhibidor de la prolactina. Ademas de lo anterior, se sugiere que dicha regulacion
es mediada a traves de la familia RDA-2 de las neuronas presentes en el POA (Ben-Jonathan
y Hnasko, 2001).

Por otro lado, la relacion entre la dopamina y la secrecién de la GnRH, las
gonadotropinas y la ovulacion se ha estudiado desde la década de los 50°s, en la que se
identifico la regulacion nerviosa de estos procesos (Everett y Sawyer, 1950). Una forma de
mostrar esta relacion es la administracion de farmacos como la reserpina y la clorpromazina
en ratas adultas y ciclicas. Cabe mencionar que la reserpina es un inhibidor del VMAT-2, por
lo que su administracion inhibe el almacenamiento y transporte del neurotransmisor a las
vesiculas presinapticas. Debido a lo anterior, la dopamina queda libre en el citoplasma de la
neurona, donde es catabolizado hasta el punto de agotar su existencia en el sistema nervioso
por un tiempo determinado. La administracion de estos farmacos, via intravenosa o
subcutanea, durante la etapa del proestro, bloquea la ovulacién, lo que sugiere que la
dopamina juega un papel estimulante en la regulacion del proceso (Barraclough y Sawyer,
1957).

Existen otros métodos en los que se emplean ratas ovariectomizadas con reemplazo
de progesterona y estradiol, lo que permite simular las condiciones endocrinas
preovulatorias. En este modelo experimental, la administracion intravenosa de dopamina o
intraperitoneal de apomorfina resulta en un incremento significativo en la concentracion
plasmatica de la LH (Vijayan y McCann, 1978). Otra evidencia es el estudio en el que a ratas
adultas y ciclicas se les administrd, via intramuscular, haloperidol en cada una de las etapas
del ciclo estral y se evaluo la tasa de ovulacion y la concentracion de gonadotropinas. El
haloperidol disminuye la tasa de ovulacién sin importar la etapa en la que es administrado,
sin embargo, cuando el tratamiento se hace en el metaestro se da una inhibicién total.
Ademas, el tratamiento en metaestro y estro resulta en un decremento significativo de la
concentracion de la FSH y, en la etapa de estro, el peso de los ovarios disminuyd.
Posteriormente, se llevo a cabo el reemplazo hormonal de todas las hormonas involucradas
en desencadenar la ovulacion con el objetivo de identificar qué sefial se inhibié con los
tratamientos. Unicamente la administracion de GnRH y LH en la etapa de proestro
reestablecio la ovulacion, lo que indica que la dopamina estimula la secrecion de la GnRH
(Dominguez et al., 1987).
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Contrario a estas evidencias, en mujeres se ha mostrado que la dopamina regula de
forma inhibitoria la secrecion de las gonadotropinas. Lo anterior se observo a partir de la
cuantificacion de la FSH y la LH después de administrar dopamina o glucosa, como solucion
vehiculo, en dos momentos diferentes del ciclo menstrual. La infusion de dopamina
disminuye la concentracion de ambas gonadotropinas en comparacion con el grupo control
sin importar el momento de administracion (Andersen et al., 1987). Las diferencias entre este
estudio y los reportados en parrafos anteriores podrian atribuirse a las diferencias anatdmicas
y fisioldgicas que existen en los circuitos nerviosos que regulan la ovulacion en los primates
y los roedores.

Los modelos sistémicos mencionados anteriormente no permiten determinar el sitio
de accién de la dopamina en la regulacion de la ovulacion. A pesar de lo anterior, los
resultados obtenidos a partir de los tratamientos de reemplazo hormonal en ratas sugieren
que la dopamina regula la secrecion de la GnRH. La idea anterior se ha reforzado a partir de
diferentes estudios in vitro e in vivo. Por ejemplo, se ha mostrado que la concentracion de la
GnRH y la LH en cultivos de hipotdlamo-hipofisis disminuye en presencia de dopamina.
Adicionalmente, cuando a un cultivo similar se le afiade haloperidol, la concentracion de la
LH aumenta de forma significativa. Por otro lado, la adicion de dopamina no afecta la
concentracion de la gonadotropina en cultivos que contienen Unicamente tejido de la
hipofisis, lo que sugiere que el transmisor actda en el hipotdlamo inhibiendo la secrecion de
la GNRH (Tasaka et al., 1985).

Resultados semejantes se han obtenido en modelos in vivo, por ejemplo, en ratas
tratadas con pentobarbital sédico por la tarde del proestro, la infusion intracerebroventricular
de dopamina no es capaz de reestablecer la ovulacién. Ademas, en este estudio se report6
que la administracién de dopamina por la tarde del proestro bloquea la ovulacion (Craven y
McDonald, 1971). Otros estudios in vivo, en contraste, han concluido que la dopamina
estimula la secrecidn de las gonadotropinas. Rubinstein y Sawyer (1970) mostraron que la
administracion intracerebroventricular de dopamina en ratas tratadas con pentobarbital si
restablece la ovulacion. Por otro lado, en ratas ovariectomizadas la infusion intraventricular
de dopamina induce la secrecion de LH de forma similar al pico preovulatorio del proestro,
lo que no ocurre si se inyecta solucidn salina (Schneider y McCann, 1970).

En otro experimento se llevo a cabo la administracion sistémica de reserpina durante
el proestro, lo que result6 en la anovulacion. La infusion de dopamina en el tercer ventriculo
de estos animales revierte el efecto inhibitorio de la reserpina (Craven y McDonald, 1973).
También se ha mostrado que la estimulacion eléctrica de las estructuras hipotalamicas que
contienen a los somas y las terminales GnRHergicas como el POA y la eminencia media-
ARC, respectivamente revierte el efecto de la reserpina. Al comparar los resultados de la
estimulacion eléctrica de la eminencia media-ARC con los del POA, se observa que en esta
ultima estructura la corriente necesaria para restaurar la ovulacion es menor que en las otras
dos (Rubinstein y Sawyer, 1970). En conjunto, estos resultados muestran que la dopamina
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en el hipotalamo regula la secrecion de la GnRH y, en consecuencia, la de las gonadotropinas
y la ovulacion. Cabe mencionar que dicha regulacion, estimulante o inhibitoria, depende del
modelo experimental, sin embargo, la mayoria de estas evidencias concuerda con una
regulacion de tipo estimulante.

Es importante denotar que, en estos estudios, los farmacos se administraron en el
tercer ventriculo, por lo que la dopamina pudo difundir a diversas areas del cerebro
modulando la secrecion de la GnRH de manera indirecta, actuando sobre interneuronas. A
pesar de ello, existe evidencia que permite sugerir que la dopamina actla directamente en el
POA. Por ejemplo, la administracion sistémica de a-metil-p-tirosina en ratas durante el
proestro inhibe la secrecion preovulatoria de la LH, lo que no se revierte tras la
administracion de L-DOPA. A pesar de ello, la estimulacion eléctrica del POA después de
los tratamientos estimula la secrecién de la LH (Kalra y McCann, 1973). En concordancia,
la concentracion de la dopamina en el POA de ratas ciclicas incrementa durante la etapa de
diestro y alcanza su pico en el metaestro. Posteriormente, la concentracion del
neurotransmisor comienza a decrecer y alcanza su nadir por la tarde del proestro y el estro
(Crowley et al., 1978). También se observo que la concentracion de DOPAC en el POA
presenta dos picos, uno en la tarde del metaestro y otro en la mafiana del estro (Cruz et al.,
2001).

En otros estudios se mostro que, en proestro, el trasplante de tejidos que contienen
una alta concentracion de dopamina en el POA de ratas incrementa la concentracion de la
FSH, pero no de la LH (Hashimoto y Kimura, 1986). Adicionalmente, el implante de
dopamina en el POA de ratas ovariectomizadas estimula la secrecion preovulatoria de la LH,
lo que no ocurre si el implante se localiza en otras estructuras del hipotdlamo (Kawakami et
al., 1979). Hashimoto y Kimura (1986) también reportaron que el implante de dopamina en
el POA de ratas ovariectomizadas, estimula la secrecion fasica de la LH y de la FSH. Por
otro lado, la administracidn sistémica de pimozida antes de los implantes inhibe la secrecién
de las gonadotropinas (Hashimoto y Kimura, 1986). Finalmente, se ha observado que, en
ratas senescentes que han perdido la ciclicidad estral, la inyeccién de L-DOPA en el POA
cuando se presenta cornificacion del epitelio vaginal reestablece los ciclos y, ademas, induce
la ovulacion en el estro esperado inmediato al tratamiento. Estos resultados muestran que la
dopamina no solo es importante en la secrecién de las hormonas que inducen la ovulacién
sino también en el mantenimiento de la ciclicidad y en cada uno de los procesos que permiten
la reproduccion en las hembras (Cooper et al., 1979).

Otra forma de esclarecer la participacion de la dopamina que actta en el POA sobre
la regulacion de la ovulacion es a través del estudio particular de su funcion a través de sus
receptores. Ejemplo de lo anterior se mostré en ratas ciclicas a las que se les implantaron
canulas dirigidas al POA, a través de las cuales se les implantaron cristales de haloperidol en
cada una de las etapas del ciclo estral. El tratamiento inhibe la ovulacion y afecta la masa del
utero cuando se realiza en las etapas de estro, metaestro y diestro, pero no en el proestro
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(Moran y Dominguez, 1995). Esto muestra que la dopamina actta en el POA Unicamente
durante algunas etapas del ciclo estral, durante las que estimula la secrecién de la GnRH vy,
por tanto, la ovulacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La regulacion de la secrecion de la GnRH es mediada por diversos sistemas de
neurotransmision que actuan sobre las neuronas del POA. Dentro de éstos se han identificado
a la sustancia P, la neuroquinina, la B-endorfina, asi como a la serotonina, el GABA, la
dopamina, entre otros. El estudio de la dopamina ha mostrado que este neurotransmisor puede
estimular o inhibir la secrecién de la GnRH vy, en consecuencia, inhibir o estimular
indirectamente a los otros componentes del sistema neuroendocrino que participan en la
regulacién de la ovulacion. Se ha sugerido que estas diferencias son resultado del estado
fisioldgico de los organismos y de los modelos experimentales. Por ejemplo, en estudios in
vitro la dopamina inhibe la secrecion de la GnRH y de la LH (Tasaka et al., 1985). Contrario
a lo anterior, cuando se administra dopamina en ratas ovariectomizadas, la concentracién
sérica de la LH incrementa de forma similar al pico preovulatorio del proestro (Schneider y
McCann, 1970).

Se ha mostrado que la estimulacién o la inhibicion que ejerce la dopamina depende
de la activacion de sus diferentes receptores. Lo anterior se observo en conejos en los que el
bloqueo sistémico de los RDA-2 result6 en la inhibicion de la ovulacion, de la sintesis de
hormonas esteroides y en un incremento suprafisiolégico de la concentracion de prolactina
(Lin et al., 1988). Por el contrario, en ovejas en estado de anestro estacional, el bloqueo de
los mismos receptores deriva en la restauracion de la ciclicidad estral y en la estimulacion de
la ovulacion (Saxena et al., 2015). Por otro lado, el bloqueo de ambos receptores en los
ovarios de roedores resulta en un decremento en la tasa de animales ovulantes en las etapas
de estro, metaestro y diestro (VVenegas-Meneses et al., 2015). En el POA, el blogueo
unilateral de ambas familias de receptores en las diferentes etapas del ciclo estral resulta en
la inhibicion de la ovulacion (Moran y Dominguez, 1995). En contraste, la infusién unilateral
del antagonista especifico de los RDA-1, en cada una de las etapas del ciclo estral no modifica
la tasa de ovulacion, pero si el nimero de ovocitos liberados. Lo anterior se observé en la
etapa de proestro en donde los animales presentaron un incremento significativo en el nimero
de ovocitos liberados (Cortés, 2019).

Estas evidencias sustentan que la dopamina participa en la regulacion de la
ovulacion. De forma particular, en el POA, estimula la secrecion de la GnRH, sin embargo,
cuando se estudia su funcion a través de los RDA-1, su papel parece ser inhibitorio al menos
en la etapa de proestro. Estos resultados nos indican que la dopamina ejerce un papel
diferente en la regulacion de la ovulacion dependiendo del receptor al que se une y de la
fisiologia de la hembra en cada etapa del ciclo. Ademas, estos estudios farmacoldgicos en el
POA se realizaron de forma unilateral lo que no permite estudiar de forma integra la funcion
del sistema dopaminérgico en dicha estructura. Debido a lo anterior, este estudio permitira
conocer el papel que desempefian los RDA-2 del POA en cada etapa del ciclo estral sobre la
regulacion de la ovulacion de la rata.
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HIPOTESIS

El blogueo unilateral de los receptores dopaminérgicos en el POA inhibe la ovulacion cuando
se realiza por la mafana del estro, metaestro y diestro, pero no en el proestro. Por otro lado,
el bloqueo especifico de los receptores de la familia RDA-1 no altera la tasa de animales
ovulantes en ninguna etapa del ciclo, pero incrementa el nimero de ovocitos liberados
cuando se realiza en proestro. Con base en ello, proponemos que los receptores de la familia
RDA-2 tienen un papel estimulante sobre la regulacion de este proceso, por lo que la
administracion de un antagonista selectivo en la misma estructura resultara en el blogueo de
la ovulacion. Por otro lado, es posible que los receptores dopaminérgicos de ambas familias
estimulen de manera redundante, por lo que la administracion del antagonista selectivo a los
RDA-2 no tendré efecto.
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OBJETIVOS

GENERAL:

Analizar la participacion de los receptores dopaminérgicos de la familia RDA-2 en el POA a
las 09:00 h de cada una de las etapas del ciclo estral sobre el proceso ovulatorio de la rata
adulta.

PARTICULARES:

e Analizar el efecto del blogueo de la familia RDA-2 en el POA 09:00 horas de cada
una de las etapas del ciclo estral sobre la ciclicidad estral en la rata adulta.

e Analizar el efecto del blogueo de la familia RDA-2 en el POA 09:00 horas de cada
una de las etapas del ciclo estral sobre la masa de los ovarios, Utero y adrenales en la
rata adulta.

e Analizar el efecto del blogueo de la familia RDA-2 en el POA 09:00 horas de cada

una de las etapas del ciclo estral sobre la tasa de animales ovulantes y el nimero de
ovocitos liberados en la rata adulta.
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MATERIALES Y METODOS

El cuidado y manejo de los animales se realiz conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999. Para este experimento se usaron ratas hembra adultas y virgenes de la cepa
Cl1Z-V alojadas en grupos de cinco individuos en jaulas de polipropileno claro. Los animales
se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 14 horas con luz y 10 en oscuridad, con libre acceso
a la comida y al agua. Entre las 09:00 y las 11:00 horas se les tomo frotis vaginal para el
analisis citologico del ciclo estral y una vez que presentaron tres ciclos consecutivos de cuatro
dias de duracion se dividieron aleatoriamente en dos grupos experimentales. El primero
estuvo compuesto por animales intactos sacrificados a las 09:00 horas del dia del estro
vaginal, este grupo correspondio al control absoluto (n=7). El otro consistié en animales a
los que se les realizd una cirugia estereotaxica en la que se implantaron cénulas directrices
bilaterales dirigidas hacia el POA (n= 121). Esto se realiz6 en la etapa de diestro del cuarto
ciclo, ya que se ha observado que los animales operados en esta etapa recuperan el ciclo estral
mas rapido.

Fabricacion de las canulas directrices

Las cénulas se fabricaron a partir de agujas de acero inoxidable BD Precision Glide calibre
23G con un diametro interno de 0.6 milimetros. De éstas s6lo se usoé la estructura metalica,
la cual se cortd para obtener un segmento de 1.6 cm. Posteriormente, éste se limo hasta
obtener un tamafio de 1.4 cm, medida estandar para la cirugia. Se posicionaron dos canulas
sobre un portaobjetos con cortes histoldgicos del POA, una en cada hemisferio, de forma que
guedaran dentro de la estructura y se soldaron evitando su obstruccion. Después se les afiadio
un segmento metalico como soporte para colocarlas en el marco estereotaxico. Finalmente,
se limpiaron con alcohol y agua destilada, por dentro y por fuera y se esterilizaron por calor
seco.

Implantacion de las canulas

La cirugia estereotaxica para implantar las canulas en el POA se realiz6 bajo técnicas
asépticas. Las hembras se anestesiaron intraperitonealmente con una mezcla de
ketamina/xilazina 91/9.1 mg/kg por cada 250g de masa corporal (Anesket y Procin,
respectivamente. PiSA Agropecuaria, México). Posterior a la anestesia, se realizd la
preparacion de los animales. Con una rasuradora eléctrica se afeitd la cabeza, desde la parte
posterior de los ojos hasta la parte anterior de las orejas y se elimin6 cualquier residuo de
pelo con un rodillo adhesivo. Después, se les administro, de forma subcutanea, 0.1 mL de
meloxicam, un analgésico y antiinflamatorio no esteroideo (2mg/kg; Laboratorio Aranda,
México) y 0.1 mL de enrofloxacina como antibiotico (5mg/kg; Laboratorio Senosiain,
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México). Adicionalmente, se les aplico una gota de hipromelosa (Laboratorios Sophia,
México) en cada ojo para evitar la desecacion.

Una vez que los animales recibieron los cuidados preoperatorios se montaron en un
marco estereotdxico David Kopf modelo 900 (KOPF Instruments, E.U.A.). La zona
quirdrgica se limpio con yodopovidona jabonosa seguida de alcohol al 70% y después, se
realizaron dos lavados con yodopovidona neutra seguida de alcohol al 70%. Se realizd una
incision de aproximadamentel.5 cm en la piel y el musculo, se removié el periostio y se
elimino el exceso de sangre del craneo para poder ubicar a bregma como punto de referencia.
A partir de este se calcularon las coordenadas del POA, que se modificaron de aquellas
reportadas en el atlas de Paxinos y Watson (2014) para coincidir con la cepa de ratas utilizada.
Las coordenadas establecidas fueron anteroposterior +0.1, mediolateral £0.6 y dorsoventral
-8.6. Para la insercion, se realizé un trepano en el crdneo con un motor manual Dremel
modelo 3000 (Bosch Power Tools, Espafia). Posteriormente, se realizaron tres puntos
equidistantes al trepano y en éstos se insertaron tornillos de acero inoxidable con un tamafio
de 1 x 0.5 milimetros. Finalmente, cuando se insertaron la canula y los tornillos, se agrego
una mezcla de polimero y monémero dental que fijo la canula al craneo y cubrid la incision
en la piel, lo que formé un implante seguro e inmdvil. Cuando el implante quedo
completamente seco, se insertaron obturadores de calibre 30G para preservar la patencia de
las canulas.

Después de la cirugia, los animales se alojaron de forma individual y recibieron un
tratamiento postoperatorio cada 24 horas por dos dias. Este consistio en la misma dosis de
antiinflamatorio y analgésico, asi como de antibiotico reportada para la cirugia. Finalmente,
se reanudd la toma de frotis vaginal en el horario antes mencionado en el tercer dia después
de la cirugia.

Microinyeccion

Cuando los animales presentaron tres ciclos consecutivos de cuatro dias de duracién se
distribuyeron al azar en dos grupos experimentales: vehiculo y farmaco. Entre las 08:45 y las
09:00 horas del diestro, proestro, estro o metaestro los animales fueron microinyectados
(n=60) con liquido cefalorraquideo artificial (BASi, USA) como solucidn vehiculo o (n=61)
con 12.5 mg/mL de S(—)-Raclopride (+)-tartrate salt (Sigma-Aldrich Inc., Alemania). Para
ello, los animales, en libre movimiento, fueron conectados a una bomba de infusion Kd
scientific de dos canales modelo Legato 100 (KD Scientific, E.U.A.) a través de agujas de
microinyeccion 30G que sobresalian 0.2 mm por fuera de las canulas guia. Dichas agujas se
conectaron a jeringas Hamilton de 10 pl mediante un tubo de teflon MF-5164 con un
diametro interno de 0.12 mm y uno externo de 0.65 mm (BASI Instruments, E.U.A.). Se
infundié un volumen total de 0.4 pl de solucion a una tasa de infusion de 0.1 pl/min durante
4 minutos. Una vez terminada la microinyeccion, las agujas permanecieron en posicion por
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un minuto extra con el fin de evitar el reflujo de la solucion. Posteriormente, cuando los
animales se desconectaron del sistema de microinyeccion, se les colocaron los obturadores y
se regresaron a sus jaulas, la toma de frotis vaginal continué en los dias siguientes.

Eutanasia

Los animales microinyectados se sometieron a un protocolo de eutanasia a las 09:00 horas
del estro esperado inmediato al tratamiento. Para ello, las hembras se inyectaron
intraperitonealmente con una sobredosis de pentobarbital sédico (50 mg/kg. PiSA
Agropecuaria, México) y se decapitaron. Se disecaron los ovarios, el utero y las adrenales,
los cuales se pesaron en una balanza analitica Mettler AT261 Delta Range (Marshall
Scientific, E.U.A.). Adicionalmente, los oviductos se disecaron de los ovarios para la
extraccion de los ovocitos. Estos se contaron posterior a su tincion mediante la técnica de
hematoxilina-eosina.

Ademas de los drganos antes mencionados, también se disecaron los cerebros, que se
preservaron a -20°C y posteriormente se seccionaron en un criostato modelo CM1520 (Leica
Biosystems, Alemania). Dichas secciones se realizaron cada 50 um en el plano coronal a lo
largo del hipotalamo, principalmente en el POA. Las rebanadas se colocaron en portaobjetos
tratados con poli-L lisina (Sigma-Aldrich, Alemania). Finalmente, se tifieron con la técnica
de Nissl y se observaron en un microscopio Nikon Optiphot-2 (Nikon Corporation, Japdn)
para visualizar si las canulas llegaron al area deseada y también para observar la dispersion
de la solucién en el tejido.

Analisis estadistico

Sélo se tomaron en cuenta aquellos animales (n=46) en los que el analisis histoldgico de los
cortes de cerebro confirmd la posicién de las canulas y la dispersion de la solucién en el POA
(Figura 13). Se calcul6 la media (X) y el error estdndar de la media (e.e.m.) de la masa relativa
a 100g de masa corporal de los dérganos disecados y se analizd6 mediante la prueba de
ANOVA, seguida de Tukey, después de verificar que los datos presentaron
homocedasticidad y una distribucion normal, lo cual se realiz6 con las pruebas de Saphiro-
Wilk y D’Agostino-Pearson. En aquellos casos en los que no se cumplieron estas
condiciones, los datos se transformaron logaritmicamente (Y=log)). La tasa de animales
ovulantes se expresé como el nimero de animales que ovularon/n y se analizo con la prueba
de probabilidad exacta de Fisher. Por otro lado, el nimero de ovocitos liberados se expreso
como lo mediana (M) y el rango intercuartil (RI) y se analizd con la prueba de Kruskal-
Wallis, seguida de la prueba de Dunn para comparaciones multiples. En todos los casos, se
aceptaron como significativas las diferencias en las que la probabilidad fue igual o menor a
0.05.
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Figura 13. Posicion de las canulas (rojo) y dispersién de la solucion vehiculo o del farmaco (azul) en el POA
de aquellos animales considerados para el andlisis estadistico. Modificado de Paxinos y Watson, 2014.
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Efecto de los tratamientos sin considerar la etapa del ciclo estral

En la figura 14 se observa el primer analisis que corresponde a la comparacién de los dos
grupos experimentales, sin considerar la etapa del ciclo en la que se realizo el tratamiento,
contra el grupo intacto. En el caso del ciclo estral, éste no se altero tras la administracion de
la solucion vehiculo o del farmaco (Figura 14A). El andlisis de la tasa de animales ovulantes
no mostro diferencias significativas, sin embargo, en el grupo tratado con Raclopride sélo el
90.9% de los animales ovulo (Intacto: 7/7 vs. aCSF: 24/24 o Raclopride: 20/22; P >0.9999,
aCSF vs. Raclopride; P =0.2232, prueba de probabilidad exacta de Fisher, Figura 14B). De
igual manera, el analisis del nimero de ovocitos liberados no mostré cambios significativos
(Intacto: M= 14, RI= 13-14 vs. aCSF: M= 12.5, RI= 10.25-14 vs. Raclopride: M= 14, RI=
11.25-15.75; P=0.2786, prueba de Kruskal-Wallis, Figura 14C).
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Figura 14. (A) Porcentaje de animales ciclicos, (B) de animales que ovularon y (C) la mediana y el rango
intercuartil del nimero de ovocitos liberados por animales intactos o microinyectados con liquido
cefalorraquideo artificial (aCSF) o Raclopride a las 09:00 h de las distintas etapas del ciclo estral. Los nimeros
sobre las barras representan la fraccién de animales que se mantuvieron ciclicos y que ovularon,
respectivamente.

El anlisis de la masa relativa de las adrenales y el Gtero (Cuadro 2) no mostré ninguna
diferencia significativa entre los tres grupos experimentales, por el contrario, la masa relativa
de los ovarios si fue distinta (P= 0.01, ANOVA). La prueba post hoc determino que dicha
diferencia se debe a que el grupo tratado con Raclopride presento un incremento significativo
en comparacién con el grupo tratado con aCSF (Intacto vs. aCSF: P= 0.9957, Intacto vs.
Raclopride: P=0.1288 y aCSF vs. Raclopride: P=0.0105, prueba de multiples comparaciones
de Tukey).
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Intacto aCSF Raclopride

Adrenales 21.01 + 0.4094 21.09 + 0.6693 21.46 + 0.6655
Utero 184 + 8.366 155 + 4.253 175.5 + 8.102
Ovarios 22.68 +1.109 22.16 + 0.7868 34.42 + 4.409*

Cuadro 2. Lamediay el error estandar de la masa relativa de los 6rganos de los animales intactos o de aquellos
microinyectados con liquido cefalorraquideo artificial (aCSF) o Raclopride. En este andlisis no se consider6 la
etapa del ciclo estral en la que se realizaron los tratamientos. *p= 0.0105 vs. aCSF, prueba de multiples
comparaciones de Tukey.

Analisis de resultados considerando la etapa del ciclo estral en la que se realiz6 cada
tratamiento.

En el presente estudio no se altero la ciclicidad de ningunos de los animales tratados, por lo
que todos presentaron células cornificadas en el frotis vaginal en el dia del estro predicho. El
analisis por etapa tampoco mostrd diferencias significativas en la tasa de animales que
ovularon (Figura 15). En la etapa de estro todos los animales, sin importar el grupo
experimental, ovularon (P >0.9999, prueba de probabilidad exacta de Fisher). Por otro lado,
en las etapas de metaestro y diestro el tratamiento con Raclopride bloque6 la ovulacién en el
20% de los animales (Metaestro, Intacto: 7/7, aCSF: 7/7 vs. Raclopride: 4/5; P= 0.4167;
Diestro, Intacto: 7/7 vs. Raclopride: 5/6 P=0.4615, aCSF: 5/5; vs. Raclopride: 5/6 P> 0.9999,
prueba de probabilidad exacta de Fisher). Finalmente, en la etapa de proestro no se mostro
ningun cambio en la tasa de animales que ovularon (P> 0.9999, prueba de probabilidad exacta
de Fisher).
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Diestro Proestro
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Figura 15. Porcentaje de animales que ovularon en el grupo intacto, microinyectado con liquido
cefalorraquideo artificial (aCSF) o con Raclopride a las 09:00 h del dia del estro, metaestro, diestro o proestro.
Los numeros sobre las barras representan la fraccion de animales que ovularon.

El analisis del ndmero de ovocitos liberados (Figura 16) no mostrd cambios
significativos entre los grupos tratados en las etapas de estro, metaestro y diestro, sin
embargo, en la etapa de metaestro es evidente un incremento en la dispersion de los datos,
probablemente debido a diferencias en la sensibilidad de los animales al tratamiento. Estro
(Intacto: M= 14, RI= 13-14 vs. aCSF: M= 12, RI= 10.5-13.5 vs. Raclopride: M= 12, RI=
11.5-15; P= 0.3338, prueba de Kruskal-Wallis), metaestro (Intacto: M= 14, RI= 13-14 vs.
aCSF: M=13, RI=10-15 vs. Raclopride: M= 9.5, RI=4-15.75; P=0.8432, prueba de Kruskal-
Wallis) y diestro (Intacto: M= 14, Rl= 13-14 vs. aCSF: M= 14, RI= 11.5-17 vs. Raclopride:
M= 14, RI= 11-15.5; P= 0.8163, prueba de Kruskal-Wallis). Por el contrario, en la etapa de
proestro se observo un incremento significativo del nimero de ovocitos liberados en el grupo
tratado con Raclopride en comparacion con el grupo microinyectado con aCSF (Intacto: M=
14, RI= 13-14 vs. aCSF: M= 11.25, RI= 6.5-14 vs. Raclopride: M= 15, RI= 14-16.25; P=
0.0057 prueba de Kruskal-Wallis y P=0.0092 prueba de Dunn).
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Figura 16. Mediana y rango intercuartil del nimero de ovocitos liberados por el grupo intacto y los grupos
tratados con liquido cefalorraquideo artificial (aCSF) y Raclopride a las 09:00 h del estro, metaestro, diestro o
proestro. *aCSF vs. Raclopride P=0.0057, prueba de Kruskal-Wallis seguida de Dunn.

El anélisis de la masa relativa de los 6rganos, considerando a la etapa del ciclo estral
en la que se realiz6 el tratamiento como variable (Cuadro 3), no mostré diferencias
significativas entre los tratamientos para la etapa de estro. En la etapa de metaestro se
observaron un decremento significativo en la masa relativa del Gtero al comparar al grupo
intacto con el grupo tratado con aCSF (Intacto vs. aCSF: P=0.0463a, Intacto vs. Raclopride:
P=0.0709 y aCSF vs. Raclopride: P >0.9999; ANOVA seguida de la prueba de maultiples
comparaciones de Tukey) y en la masa relativa de los ovarios entre el grupo inyectado con
aCSF y el inyectado con Raclopride (Intacto vs. aCSF: P=0.7318, Intacto vs. Raclopride: P=
0.1438 y aCSF vs. Raclopride: P= 0.0399b; ANOVA seguida de la prueba de multiples
comparaciones de Tukey). En la etapa de diestro no se observaron diferencias significativas
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en la masa relativa de las adrenales y de los ovarios, sin embargo, en la masa relativa del
Utero si se mostré un incremento al comparar al grupo tratado con aCSF con el tratado con
Raclopride (Intacto vs. aCSF: P= 0.2915, Intacto vs. Raclopride: P= 0.2901 y aCSF vs.
Raclopride: P= 0.0254c; ANOVA seguida de la prueba de multiples comparaciones de
Tukey). Finalmente, en la etapa de proestro solo se observd un decremento significativo en
la masa relativa del Gtero del grupo tratado con la solucién vehiculo en comparacion con el
grupo intacto (Intacto vs. aCSF: P= 0.0465d, Intacto vs. Raclopride: P= 0.6752 y aCSF vs.
Raclopride: P=2362; ANOVA seguida de la prueba de maltiples comparaciones de Tukey).

ESTRO Intacto aCSF Raclopride
Adrenales 21.01 £ 0.4094 22.91 +£1.359 57.06 + 34.85
Utero 184.2 + 8.366 159.6 + 10.89 156.2 + 10.92
Ovarios 22.68 +1.109 23.76 £ 1.787 23.54 +£1.279
METAESTRO Intacto aCSF Raclopride
Adrenales 21.01 £ 0.4094 19.35+1.122 21.07 £ 0.8654
Utero 184.2 + 8.366 153.4 £ 7.103a 153.3 £ 11.55
Ovarios 22.68 £1.109 21.05 + 1.669 27.38 £ 2.106b
DIESTRO Intacto aCSF Raclopride
Adrenales 21.01 £ 0.4094 2199 +1.111 21.13+1.132
Utero 184.2 + 8.366 155 + 12.79 211.9 +17.32¢
Ovarios 22.68 £1.109 22.01 +£1.438 21.68 +1.287
PROESTRO Intacto aCSF Raclopride
Adrenales 21.01 £ 0.4094 20.57 £ 1.503 21.89 + 1.362
Utero 184.2 + 8.366 152.1 + 5.28d 173.7 +11.53
Ovarios 22.68 +1.109 21.98 +1.453 22.7+1.701

Cuadro 3. La mediay el error estandar de la masa relativa de los érganos de los animales intactos o de aquellos
microinyectados con liquido cefalorraquideo artificial (aCSF) o Raclopride a las 09:00 h del estro, metaestro,
diestro o proestro. a p=0.0463 vs Intacto, b p= 0.0399 vs aCSF, ¢ p=0.0254 vs aCSF y d p=0.0465 vs. Intacto;
ANOVA seguida de la prueba de multiples comparaciones de Tukey.

Resultados de los animales microinyectados fuera del POA.

En el analisis histologico de los cerebros se observo que, en algunos animales, la posicion de
las canulas y la dispersion de las sustancias se hallaban en el tercer ventriculo, el OCH, el
SCN o el area retroquiasmatica. Los datos de estos animales se agruparon por area y se
analizaron sin importar la etapa del ciclo estral en la que se realizo el tratamiento, ya que el
numero de observaciones por grupo era pequefio.
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Cuando la posicion de las canulas se observo en el tercer ventriculo, el porcentaje de
ciclicidad (Figura 17A) mostr6 una tendencia a la baja en aquellos animales tratados con
aCSF en comparacion con el grupo intacto o el tratado con Raclopride. De acuerdo con lo
anterior, en el grupo tratado con aCSF la tasa de animales ovulantes (Figura 17B) también
disminuy6 en un 50%, lo que es estadisticamente significativo (Intacto: 7/7, Raclopride: 7/7
vs. aCSF: 6/12; P= 0.0436, prueba de probabilidad exacta de Fisher). De igual manera el
namero de ovocitos liberados (Figura 17C) en este grupo vehiculo mostré una tendencia a la
baja que no alcanza a ser significativa.

Tercer ventriculo

e
-
*.
ki
| Interaural 4.64 Bre; 0.36 ms
A % 7 B 717 % c
100+ 5 100+ 24 .
8 kS 22
5 s 8 20
2 804 10112 s 80 3
» 3 * s 184
2 4 2 16 .
g 604 % 60 6/12 @ 144 .m. ° °
H £ S 124
< z 8 °
S 404 S 40 3 101 .
2, o 3 8
S 2, 6
1 ) o}
8 20 £ 20 z 4 °
5 9 2
* g 0- 0 T T T
Intacto aCSF  Raclopride Intacto aCSF  Raclopride Intacto aCSF Raclopride

Figura 17. (A) Porcentaje de animales ciclicos, (B) de animales que ovularon y (C) medianay rango intercuartil
del nimero de ovocitos liberados por animales intactos o microinyectados en el 3V con liquido cefalorraquideo
artificial (aCSF) o Raclopride a las 09:00 h de las distintas etapas del ciclo estral. * P= 0436, prueba de
probabilidad exacta de Fisher. Las estrellas rojas indican el sitio de inyeccion.

En los animales en los que las canulas alcanzaron el OCH se observaron diferencias
significativas en cada una de las variables analizadas. El porcentaje de animales ciclicos
(Figura 18A) disminuyd despues de que se llevara a cabo la microinyeccion de la solucion
vehiculo y del farmaco. En el caso de los animales tratados con aCSF, el 75% ciclé mientras
que en el grupo microinyectado con Raclopride sélo el 50% lo hizo, lo que es
estadisticamente significativo al compararse contra el grupo intacto (Intacto: 7/7 vs.
Raclopride: 5/10; P= 0.0441, prueba de probabilidad exacta de Fisher). De igual forma, el
porcentaje de animales que ovularon (Figura 18B) disminuyd significativamente a 12.5% en
los animales tratados con aCSF (Intacto: 7/7 vs. aCSF: 1/8; P=0.0014, prueba de probabilidad
exacta de Fisher) y a 10% con Raclopride (Intacto: 7/7 vs. Raclopride: 1/10; P=0.0004,
prueba de probabilidad exacta de Fisher). Finalmente, el nimero de ovocitos liberados
(Figura 18C) también mostro un decremento significativo en ambos grupos (Intacto: M= 14,
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RI=13-14 vs. aCSF: M= 0, RI=0-0; P=0.0004, Intacto vs. Raclopride: M= 12, RI=11.5-15;
P=0.0002, prueba de Kruskal-Wallis seguida de Dunn).
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Figura 18. (A) Porcentaje de animales ciclicos, (B) de animales que ovularon y (C) medianay rango intercuartil
del nimero de ovocitos liberados por animales intactos o microinyectados en el OCH con liquido
cefalorraquideo artificial (aCSF) o Raclopride a las 09:00 h de las distintas etapas del ciclo estral. *P= 0.0441
vs. Intacto, prueba de probabilidad exacta de Fisher; **P=0.0014 y 0.0004 vs. Intacto, prueba de probabilidad
exacta de Fisher, ***P=0.0004 y 0.0002 vs. Intacto, prueba de Dunn. Las estrellas rojas indican el sitio de
inyeccion.

En los animales en los que la inyeccion se realizé en el SCN no se observaron
diferencias significativas en ninguna de las variables evaluadas. A pesar de lo anterior, en el
grupo tratado con aCSF se observo una ligera tendencia a la baja en el porcentaje de animales
que ciclaron (Figura 19A), en el porcentaje de animales que ovularon (Figura 19B) y en el
numero de ovocitos liberados (Figura 19C) en comparacion con el grupo intacto o con el
grupo tratado con Raclopride. EI comportamiento de los datos del grupo microinyectado en
el area retrogquiasmatica fue semejante al antes descrito para el grupo inyectado en el SCN
(Figura 20).
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Figura 19. (A) Porcentaje de animales ciclicos, (B) de animales que ovularon y (C) medianay rango intercuartil
del nimero de ovocitos liberados por animales intactos o microinyectados en el SCN con liquido
cefalorraquideo artificial (aCSF) o Raclopride a las 09:00 h de las distintas etapas del ciclo estral. Las estrellas

rojas indican el sitio de inyeccién.
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del nimero de ovocitos liberados por animales intactos o microinyectados en el Area retroquiasmatica con
liquido cefalorraquideo artificial (aCSF) o Raclopride a las 09:00 h de las distintas etapas del ciclo estral. Las
estrellas rojas indican el sitio de inyeccion.
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DISCUSION DE RESULTADOS

El efecto del bloqueo de los RDA-2 en el POA sobre:

A. La ciclicidad estral

La dopamina regula la ovulacion de los mamiferos de manera estimulante en los modelos in
vivo. Por ejemplo, la inhibicion de la secrecion de la dopamina, en el dia del proestro o el
blogueo de sus receptores, en cada una de las etapas del ciclo estral, resulta en la inhibicién
de la secrecion de las gonadotropinas y de la ovulacion (Barraclough y Sawyer, 1957;
Dominguez et al., 1987). En el POA, el bloqueo unilateral de ambas familias de receptores
dopaminérgicos en las etapas de estro, metaestro y diestro resulta en la inhibicion de la
ovulacion (Moran y Dominguez, 1995). La mayoria de estos resultados sefialan que la
dopamina estimula la secrecion de la GnRH, por lo que modula la progresion del ciclo estral
y la ovulacion, por otro lado, el bloqueo unilateral de los RDA-1 del POA no modifica
ninguno de estos parametros (Cortés, 2019). A partir de estas evidencias, nosotros
hipotetizamos que la regulacion estimulante de la dopamina es mediada por los receptores
RDA-2 del POA, por lo que el bloqueo de éstos en la mafiana de cada una de las etapas del
ciclo estral inhibiria la ovulacién. A pesar de nuestras expectativas, los resultados muestran
que la inyeccion de Raclopride en la mafiana de cada una de las etapas tampoco altera la
ciclicidad estral ni bloquea la ovulacién.

En este estudio esperdbamos que el bloqueo de los RDA-2 afectara el ciclo estral ya
que existen evidencias que muestran que la administracion sistémica de un agonista selectivo
de los RDA-2 en caninas en anestro resulta en la induccion del ciclo estral (\VVerstegen et al.,
1999). En el caso de los roedores, se ha mostrado que la administracion de L-DOPA en el
POA de ratas senescentes que han perdido la ciclicidad estral resulta en el restablecimiento
de ésta (Cooper et al., 1979). Con base en nuestros resultados, podemos concluir que la
actividad de los RDA-2 del POA no es indispensable para modular la progresion del ciclo
estral. La diferencia entre nuestros resultados y los estudios mencionados puede deberse a la
diferencia de la fisiologia reproductiva entre especies ya que nuestras hembras son
poliéstricas no estacionales y los canidos son animales monoéstricos estacionales. En cuanto
al estudio realizado en roedores, las diferencias podrian deberse a la edad de los individuos,
en nuestro estudio se usaron ratas adultas y ciclicas mientras que en el de Cooper y
colaboradores (1979) fueron animales senescentes en los que el eje neuroendocrino y su
regulacion dopaminérgica estan alterados.

Otros autores reportan que la inyeccion de haloperidol en el POA unilateral o bilateral
alarga la duracion del ciclo estral de la rata y, en algunos individuos, la continuidad de este
se pierde permanentemente. En este caso, los autores sefialan la presencia de leucocitos en
todas las muestras del epitelio vaginal (Moran-Perales et al., 2019). Se ha observado que la
persistencia de estas células se debe a la desregulacion en la secrecién de las diferentes
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hormonas del eje neuroendocrino, resultado de la activacion de procesos asociados al estrés
(Weesner y Pfaf, 1994). Considerando lo anterior, sugerimos que los resultados de Moréan-
Perales y colaboradores se deben a una alteracién en las condiciones neuroendocrinas de los
animales en respuesta a la manipulacion experimental y no al tratamiento, ya que se evalu6
el efecto de manera aguda. De acuerdo con lo anterior, el hecho de que todos los animales de
nuestro estudio hayan mostrado ciclos estrales normales, independientemente de si se
administré aCSF o Raclopride, indica que la técnica quirtrgica y la manipulacién durante la
microinyeccion se realizaron de forma optima. Lo anterior evitd que se generaran respuestas
agudas al estrés, mismas que podrian alterar el funcionamiento del eje neuroendocrino y, en
consecuencia, inhibir el ciclo estral y la ovulacion (Kalantaridou et al., 2004a).

B. La tasa de animales que ovularon

En cuanto a la ovulacion, la inyeccion de Raclopride en estro y proestro no modificd esta
variable, mientras que en las etapas de metaestro y diestro Unicamente se presentd un
decremento del 10%. Estos resultados nos permiten concluir que la activacion de los RDA-2
del POA no es necesaria a las 09:00 h para regular la ovulacién. Es posible que el sistema
dopaminérgico del POA regule la ovulacion en un horario diferente al que nosotros
estudiamos. Por ejemplo, Kordon y Glowinski (1969) administraron a-metil-p-tirosina, un
farmaco que inhibe la sintesis de dopamina, de forma sistémica a las 08:00, 10:00, 12:00,
14:00, 15:00, 16:00 y 17:00 horas del dia del proestro. Mostraron que la falta de dopamina
Unicamente inhibe la ovulacién de las ratas entre las 14:00 y las 16:00 horas, por lo que
concluyen que la sefial dopaminérgica actla en un intervalo corto de tiempo (Kordon y
Glowinski, 1969; 1972). La inyeccion unilateral de pimozida en el POA a las 12:00 h del
proestro resulta en la inhibicion de la secrecién fasica de la LH (Hashimoto y Kimura, 1986).
Adicionalmente, la administracion unilateral de haloperidol en la misma region a las 13:00
horas del metaestro resulta en el bloqueo de la ovulacién, mientras que en estro y diestro el
bloqueo es parcial y en el proestro no tiene efecto (Moran y Dominguez, 1995). De aceptarse
la idea de que a las 09:00 h no se requiere del sistema dopaminérgico para regular la
ovulacion se debe analizar el efecto del bloqueo de los RDA-2 en el POA en otros horarios,
en particular en aquellos cercanos al periodo critico.

A pesar de lo anterior, existe evidencia de que el sistema dopaminérgico si regula la
ovulacion a las 09:00 horas de algunas etapas del ciclo estral, misma en la que nos basamos
durante el disefio de este estudio. Por ejemplo, la inyeccion intramuscular de haloperidol a
las 13:00 horas de cada una de las etapas bloquea la ovulacién como se report6 en los estudios
del parrafo anterior, sin embargo, un efecto similar se apreci6 cuando la inyeccion se realizo
alas 09:00 horas del estro, metaestro y diestro, pero no del proestro (Dominguez et al., 1987).
Estos resultados indican que el sistema dopaminérgico participa en la regulacion de la
ovulacion en las etapas y en el horario analizados en el presente estudio. A pesar de esto, el
bloqueo de los RDA-2 no fue suficiente para bloquear la ovulacion, por lo que es posible que
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la dopamina actue sobre los RDA-1, o bien, que la funcién de ambas familias de receptores
sea redundante. En los sistemas bioldgicos se ha observado que la redundancia funcional se
presenta cuando dos elementos tienen funciones similares lo que permite que si alguno esta
ausente el otro lleve a cabo la funcion esperada (Joyner, 2013). En ambos casos la sefial
dopaminérgica podria interpretarse en los animales tratados con Raclopride y por lo tanto se
obtendrian los resultados que observamos.

Por otro lado, debe tomarse en cuentan que en los experimentos realizados por Moran
(1995), la administracion de haloperidol no fue sé6lo en el POA, también incluy6 al AHA.
Esta estructura contiene somas de neuronas GnRHérgicas que proyectan hacia la eminencia
media y que tienen actividad tréfica sobre las gonadotropinas (Whitlock, 2005; Castafieyra-
Ruiz et al., 2013). Esta diferencia metodoldgica podria explicar el contraste con nuestros
resultados ya que, en la evidencia antes mencionada, el blogueo de los receptores
dopaminérgicos se realiza en dos areas. Lo anterior implicaria que el sistema dopaminérgico
que participa en la regulacion de la ovulacién no esta dentro del POA sino en el AHA o bien,
que la union de la dopamina a sus receptores en las neuronas de GnRH de cualquiera de estas
estructuras es suficiente para estimular la ovulacion. Esta idea podria confirmarse al evaluar
el efecto del bloqueo de los RDA-1 0 RDA-2 del AHA sobre la ovulacion.

Existen otras evidencias de modelos in vitro que podrian explicar la diferencia entre
la hipétesis y los resultados del presente estudio. Martinez y colaboradores (1992) reportaron
que la dopamina tiene un efecto estimulante sobre las neuronas de GnRH. Lo anterior se
mostré en medios de cultivo que contenian neuronas de GnRH inmortalizadas de raton y a
los cuales se les afiadieron diferentes farmacos para analizar la actividad de las neuronas
antes mencionadas. Observaron que la adicion de dopamina estimulé un incremento en la
sintesis de cCAMP, en la amplitud de los pulsos de secrecion de la GnRH y de la concentracion
del decapéptido. Posteriormente, se analiz6 el papel de ambas familias de receptores
dopaminérgicos, por lo que se adicionaron agonistas selectivos a cada familia. En el caso de
los RDA-1, la adicion de su agonista SKF38393 resultd en el incremento de los parametros
evaluados, mientras que la adicion de bromocriptina, agonista de los RDA-2, no los modificd.
En cultivos tratados con dopamina en presencia de los antagonistas selectivos de cada familia
se mostr6 que el bloqueo de los RDA-2, pero no de los RDA-1, resulta en un incremento de
la concentracién del CAMP y de la GnRH (Martinez et al., 1992). Esta serie de experimentos
sugieren que, en esta linea celular, la dopamina estimula la actividad de las neuronas
GnRHeérgicas y la secrecion del decapeptido a través de los RDA-1. Esta evidencia también
coincide con nuestros resultados ya que al estar inactivos los RDA-2, la union del
neurotransmisor con los RDA-1 activaria las vias de sefializacion intracelular que estimulan
la sintesis del cAMP vy la secrecion de la GnRH.

A pesar de que las evidencias anteriores y nuestros propios resultados apoyan la idea
de que la dopamina actua a través de la familia RDA-1 para estimular la ovulacion, Cortes
(2019) reporto que el bloqueo unilateral de los RDA-1 del POA a las 09:00 de cada etapa del
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ciclo estral no modifica el porcentaje de animales que ovulan. Esto sugiere que se requiere
de ambas familias de receptores en cada una de las etapas del ciclo estral para regular la
ovulacion. Una hipdtesis alternativa es que la dopamina inhibe la actividad de las neuronas
GnRHeérgicas in vivo. La idea anterior se sustenta con los resultados obtenidos por Liu y
Herbison (2013), que analizaron la actividad eléctrica de las neuronas de GnRH de ratonas
en estro, metaestro y proestro y el efecto de la adicion de dopamina o de los antagonistas
selectivos de los RDA-1 y 2, SCH23390 y Raclopride, respectivamente. Los resultados
mostraron que, sin importar la etapa del ciclo estral, la dopamina disminuye la frecuencia de
disparo, hiperpolarizando a las neuronas de GnRH. Por otro lado, los antagonistas de ambas
familias de receptores dopaminérgicos eliminan la accion inhibitoria de la dopamina, lo que
sefiala que dicha accion es mediada a través de ambos receptores (Liu y Herbison, 2013). En
concordancia, se ha observado que la adicién de dopamina al medio de cultivo de explantes
de hipotalamo-hipofisis resulta en la inhibicion de la secrecién de la GnRH y la LH (Tasaka
etal., 1985).

Ambas evidencias explicarian entonces que la accion inhibitoria de la dopamina sobre
la actividad de las neuronas GnRHérgicas resulta en la inhibicién de la secrecién de su
decapéptido (Liu y Herbison, 2013; Tasaka et al., 1985). En consecuencia, nosotros
sugerimos dos posibilidades; que se requiere de la actividad sinérgica de ambos receptores
para regular la ovulacion, o bien que el bloqueo de los RDA-2 es suficiente para eliminar la
sefial inhibitoria de la dopaminay que esto permitiera la secrecion de la GnRH y la ovulacion.
La primera idea se menciona de acuerdo con las evidencias de estudios en los que se analizé
el comportamiento sexual (Graham y Pfaus, 2010) o los cuidados parentales (Numan y
Stolzenberg, 2009). En éstos, la activacion de los RDA-1 en el POA, a través de un agonista
selectivo, resulta en el aumento de ambos comportamientos, mientras que la administracion
del agonista selectivo de los RDA-2 disminuye el efecto de la activacion de la familia 1, lo
que reestablece el comportamiento al estado basal (Numan y Stolzenberg, 2009; Graham y
Pfaus, 2010).

Otros autores han apoyado la idea del papel inhibitorio de la dopamina, sin embargo,
sefialan que éste se efectla a través de una de las familias de receptores. Esto se observé en
tejido hipotalamico de peces, en donde la adicion de dopamina al medio de cultivo resulta en
la hiperpolarizacion de las neuronas de GnRH. La adicion de SKF81297, un agonista
selectivo de los RDA-1, no modifico la actividad eléctrica, mientras que la adicion de
quinperole, agonista de los RDA-2, resulta en la inhibicién de la actividad eléctrica (Bryant
etal., 2016). Si este mecanismo también opera en otros vertebrados, como las ratas utilizadas
en el presente estudio, nuestros resultados se explicarian ya que al no permitir que la
dopamina ejerza su accion a través de los RDA-2, no se inhibiria la actividad de las neuronas
GnRHérgicas y su secrecion, razon por la que los animales ovularon.

Adicionalmente, se han identificado otros mecanismos a través de los cuales la
dopamina regula de forma inhibitoria a las neuronas del POA. Uno de estos es a traves de los
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receptores a-adrenérgicos, con los que se ha confirmado que la dopamina puede acoplarse.
Cornil y Ball (2008) mostraron que la dopamina tiene la capacidad de desplazar a un ligando
selectivo de los receptores adrenérgicos y acoplarse a dichos receptores, ademas de que posee
una mayor afinidad a los a2. Esta informacion sugiere que la accidn de la dopamina no es
mediada a través de los RDA-1 y RDA-2, sino que existe una mayor complejidad en su
sefializacion. De acuerdo con lo anterior, en otro estudio se observd que la adicion de
dopamina a un medio de cultivo de tejido del POA resulta en la inhibicién de la actividad
eléctrica de las neuronas, donde el 80% de las células son hiperpolarizadas. Posteriormente,
se mostro que este efecto no se debe a la unidn de este neurotransmisor con sus receptores,
ya que al afiadir los antagonistas SCH-23390 o sulpiride, no se revirtio la accion inhibitoria
de la dopamina. Por otro lado, cuando al medio de cultivo se le adiciond prazosina o
yohimbina, antagonistas selectivos de los receptores al y a2-adrenérgicos, respectivamente,
la accion de la dopamina se modifico. La adicién de prazosina al medio de cultivo no tuvo
efecto, mientras que la yohimbina estimul6 la despolarizacion de las neuronas y su frecuencia
de disparo aument6. En otro experimento se mostrd que la dopamina no se estaba
catabolizando en noradrenalina, en cuyo caso el resultado obtenido se explicaria por el
acoplamiento de ésta con sus receptores. En este caso, a los medios de cultivo se les afiadio
dopamina y acido fusarico o cisteina, farmacos que inhiben a la enzima dopamina -
hidroxilasa la cual cataliza la conversién de dopamina a noradrenalina. Los resultados
obtenidos de este tratamiento fueron similares a aquellos en los que sélo se afiadié dopamina
al medio, lo que confirma que esta respuesta inhibitoria es mediada s6lo por la dopamina
(Cornil et al., 2002).

De acuerdo con lo anterior, estos autores sugieren que la dopamina tiene un efecto
inhibitorio cuando se acopla a los receptores a2-adrenérgicos (Cornil et al., 2002; Cornil y
Ball, 2008). Si comparamos estas evidencias con los resultados obtenidos por Moran y
Dominguez (1995), en los que el bloqueo de ambas familias de receptores en el POA resulta
en la inhibicién de la ovulacion, podemos proponer que al no estar libres sus receptores, la
dopamina podria acoplarse a los o2-adrenérgicos, lo que resultaria en la inhibicion del
proceso en cuestion. Cabe mencionar que comprobar esta idea seria dificil, ya que se
necesitaria bloquear en todas las combinaciones posibles a los receptores dopaminérgicos y
adrenérgicos, lo cual implicaria una menor sensibilidad y especificidad al determinar la
funcién de la dopamina en la regulacion de la ovulacion.

La otra forma en la que la dopamina regula de forma inhibitoria a las neuronas
GnRHérgicas del POA es a través de interneuronas. Se ha observado que, ademas de
presentar aposiciones con las neuronas de GnRH, las neuronas de dopamina del POA tienen
aposiciones con neuronas que son inmunorreactivas al NPY, el GABA, la acetilcolina y otros
neurotransmisores (Bogus-Nowakowska et al., 2016). En el caso del NPY, existe evidencia
anatomica de que las neuronas de GnRH expresan receptores al NPY y que las neuronas de
este neuropéptido expresan ambos receptores dopaminérgicos (Li et al., 1999). Aunado a lo
anterior, en estudios in vitro se ha observado que al afiadir NPY al medio de cultivo que
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contiene neuronas de GnRH de ratones hembra, la actividad eléctrica de éstas disminuye. Lo
anterior se confirmo tras la adicion de un agonista y antagonista del neuropéptido, el primero
indujo la hiperpolarizacion de las neuronas mientras que el segundo no tuvo efecto.
Posteriormente, se identificaron a sus receptores Y1R, Y2R y Y5R en las neuronas de GnRH
y se determind que el efecto inhibitorio de éste se efectla a través de los Y1R (Klenke et al.,
2010). En este caso particular, se podria sugerir que, en nuestro estudio, el blogueo de los
RDA-2 tuvo efecto en las neuronas del NPY lo cual resulto en la interrupcion de la accion
inhibitoria del neuropéptido sobre las neuronas GnRHérgicas y, por lo tanto, nuestros
animales ovularon. A pesar de esto, no debe descartarse la idea de que la dopamina puede
actuar sobre otras interneuronas para regular la ovulacion. Esta idea, al igual que la de
estudiar el papel de diferentes receptores de forma simultdnea en la regulacion de las
neuronas GnRHeérgicas, haria mas dificil elucidar el papel de la dopamina. Lo anterior
implicaria el uso de métodos y técnicas muy finas que permitan explorar la interaccién de la
dopamina con los diversos sistemas de neurotransmision que regulan la ovulacion.

C. El numero de ovocitos liberados

En la etapa de proestro nuestro tratamiento resulté en un incremento significativo del nimero
de ovocitos liberados en comparacion con el grupo control. Estos resultados no concuerdan
con la hipotesis propuesta, ya que nosotros planteamos un bloqueo de la ovulacién y, por
tanto, cero ovocitos liberados después del tratamiento en cada una de las etapas. Esta
contrariedad en estro, metaestro y diestro esta relacionada con las evidencias y sugerencias
del apartado anterior, es decir, que el sistema dopaminérgico no participa en el horario
estudiado, que los RDA-1 y los RDA-2 juegan un papel redundante y que los primeros
compensaron la ausencia de los segundos. Otra idea es la dopamina actu6 sobre los receptores
adrenérgicos 0 sobre interneuronas ejerciendo una respuesta diferente a las que se ha
observado sobre las neuronas de GnRH y que soportaban nuestra hipétesis.

En el caso de la etapa de proestro, el hecho de que no se haya bloqueado la ovulacion
concuerda con aquellos estudios en los que la administracion de haloperidol, sistémica
(Dominguez et al., 1987) o en el POA (Moran y Dominguez, 1995), en esta etapa no bloquea
la ovulacion y los animales, al menos los del tratamiento en el POA, liberan una cuota normal
de ovocitos. Asimismo, al evaluar la concentracion de gonadotropinas tras el tratamiento,
estos autores no reportan cambios significativos en ambas hormonas. Lo anterior implicaria
que la dopamina, en esta etapa y horario, no participa en la regulacién de la ovulacion.
Contrario a lo anterior, el incremento del nimero de ovocitos liberados observados en nuestro
experimento concuerda con los resultados del bloqueo unilateral de los RDA-1 en el POA
(Cortes, 2019). En el experimento antes mencionado se cuantificd la concentracion sérica de
ambas gonadotropinas en el dia de la eutanasia y los resultados mostraron un decremento
significativo de la FSH. La autora sugiere que el incremento del nimero de ovocitos en la
etapa de proestro fue independiente al cambio observado en la concentracion de la FSH y
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que este resultado se debio a una disminucion del proceso de atresia en los foliculos que
atravesaban los estadios antral y preovulatorio (Cortés, 2019).

En nuestro estudio no se llevo a cabo la cuantificacion de la concentracion de las
gonadotropinas, por lo que no podemos confirmar que el bloqueo de los RDA-2 en el POA
modificd la concentracion de ambas o de alguna de estas hormonas y que por ende se
incremento la cuota de ovocitos liberados. A pesar de lo anterior, sabemos que la FSH tiene
un papel fundamental en la regulacion del reclutamiento, la maduracion y la seleccion de los
foliculos ovaricos y que la LH es imprescindible para completar la maduracién y estimular
la ruptura de los foliculos preovulatorios (Wang et al., 2014; Kaiser, 2017; Das y Kumar,
2018). Considerando esto, es posible que nuestro tratamiento haya propiciado el incremento
de la secrecién de la FSH, lo que, a su vez, aumento el nimero de foliculos maduros sensibles
ala LHy que tras la secrecion fasica esto resulté en un nimero mayor de ovocitos liberados
en la mafiana del estro. La idea anterior ha sido sustentada por diversos estudios en los que
la administracion exdgena de la FSH o de sus agonistas, en una concentracion mayor que la
fisioldgica, resulta en la superovulacion. Ejemplo de lo anterior se mostré al administrar
diferentes dosis de FSH sola, junto con LH o gonadotropina sérica de yegua prefiada
(PMSG), a ratas puberales (Armstrong y Opavsky, 1988). Para evaluar el efecto de ambas
gonadotropinas o de la PMSG sobre la ovulacion, se inyectaron tres concentraciones en la
mafiana del metaestro. Este tratamiento mostré que, sin importar la concentracion de la FSH,
se estimuld la liberacion de un mayor numero de ovocitos en comparacion de los animales
que recibieron las tres concentraciones de FSH mas LH (Armstrong y Opavsky, 1988;
Opavsky y Armstrong, 1989).

A partir de los resultados anteriores, se comparo el efecto de las tres concentraciones de
FSH contra las tres de PMSG, que simula la accién de ambas gonadotropinas. Los resultados
de este experimento mostraron que, si bien ambas hormonas son capaces de inducir la
ovulacion, la FSH estimula la liberacién de una cuota mayor de ovocitos. Finalmente, se
evalud el efecto de la periodicidad de la administracion de la FSH: una sola inyeccion, cinco
inyecciones o infusiones continuas durante 60 horas que concluyeron a las 20:00 horas del
dia establecido como proestro. Esto mostré que la tasa de animales que ovularon y el nimero
de ovocitos liberados aumentd en proporcion con el nimero de dosis administradas. Estos
resultados muestran la potente regulacién estimulante que la FSH, por si sola, ejerce sobre la
ovulacion (Armstrong y Opavsky, 1988; Opavsky y Armstrong, 1989).

Adicionalmente, existen evidencias en las que se muestra la relacion entre la dopamina 'y
la secrecidn de la FSH, sin embargo, éstas también muestran una ambigiiedad en el papel que
la dopamina desempefia. En estudios in vitro, se ha observado que la incubacion de explantes
de tejido hipotaldamico e hipofisario con diferentes concentraciones de dopamina resulta en
un incremento (Kamberi et al., 1970) o en un decremento (Van Loon y Kragt, 1970) de la
concentracion de la FSH en el medio. Por otro lado, los estudios in vivo muestran que la
infusion intravenosa de dopamina o metroclopramida en la fase folicular de mujeres adultas
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y fértiles resulta a un cambio en la concentracion sérica de dicha gonadotropina. La infusion
de dopamina induce un decremento de la FSH, mientras que el bloqueo de los RDA-2 con
metroclopramida la incrementa (De Leo et al., 1989). A pesar de que en estos estudios no se
evalla el efecto de la dopamina en el POA, muestran que el neurotransmisor regula la
secrecién de la FSH, por lo que también estaria modulando a la GnRH, aungue no se descarta
un papel directo sobre los gonadotropos (Mori et al., 1994). A partir de lo anterior, sugerimos
que, en el proestro, la dopamina, a través de los RDA-2, regula de forma inhibitoria o
disminuye la actividad estimulante de los RDA-1 en la regulacion de la GhRH/FSH. A su
vez esta idea seria apoyada por aquellas que muestran el efecto inhibitorio de la dopamina
sobre las neuronas del POA vy, en particular, sobre las de la GnRH (Ignatkov y Babichev,
1984; Tasaka et al.,1985; Liu y Herbison, 2018).

D. La masa de los 6rganos

El analisis de la masa de los 6rganos mostro que la inyeccion de Raclopride en metaestro
incremento la masa de los ovarios. En nuestro estudio no se realizd el andlisis histoldgico de
los ovarios, a pesar de esto, sugerimos que este incremento se relaciona con el decremento
del porcentaje de animales que ovularon y el nimero de ovocitos que éstos liberaron. De los
cinco animales tratados, libero una cuota baja ovocitos, por lo cual proponemos que el
bloqueo de los RDA-2 en esta etapa afecto el desarrollo folicular e increment6 el nimero de
foliculos atrésicos de gran tamafio. La atresia es un proceso de degradacion que incluye la
activacion de las vias que regulan la muerte programada de cada una de las células foliculares.
Se ha observado que este proceso esta relacionado con la desregulacion en la secrecion de la
GnRH, las gonadotropinas, la expresion de sus receptores en los foliculos ovéricos, la
expresion de factores de proliferacion y mantenimiento celular en los foliculos, asi como la
inhibicidn de la esteroidogénesis (Asselin et al., 2000; Flores-Pérez et al., 2005). Una de las
caracteristicas de los foliculos atrésicos es que, generalmente, poseen un diametro de entre
350 y 1000 um (Hirshfield, 1988). Con base en lo anterior, proponemos que la inhibicion de
los RDA-2 altero la secrecion de la GnRH y las gonadotropinas, lo que derivd en el
incremento del nimero de foliculos atrésicos y, por ende, de la masa ovérica.

En el caso de la secrecion de la GnRH, se ha observado que la inyeccion subcutanea
de su antagonista en la mafiana del metaestro resulta en la disminucion en la amplitud y
frecuencia de los pulsos de secrecion de la LH y de su concentracion sérica. En el caso de la
FSH, esta no presenta cambios en la concentracion plasmatica, por otro lado, se observa un
incremento del 70% de foliculos atrésicos con un diametro mayor a 550 um (Devorshak-
Harvey et al., 1985). Los autores sugieren que la FSH, al no resultar afectada, pudo estimular
el crecimiento de la cohorte de foliculos seleccionados hasta el estadio preovulatorio, sin
embargo, el decremento de la LH inhibid la ruptura del foliculo y la liberacion de los ovocitos
dando lugar a la atresia. Por otro lado, se ha mostrado que un desbalance en la concentracion
de la LH inhibe la proliferacién de las células de la granulosa en los primeros estadios
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foliculares. La interrupciéon del ciclo celular da lugar a la activacion de vias de muerte celular
lo que a su vez resulta en la atresia de estos foliculos (Kumar y Sait, 2011).

Otros autores han sugerido que la FSH es primordial en la determinacion del destino
de los foliculos preovulatorios y que tiene la capacidad de salvaguardarlos de la atresia.
Ejemplo de lo anterior es el hecho de que la fragmentacion del DNA y la expresion de
proteinas proapoptoticas en células de foliculos dominantes de raton se retrasa si se
administra FSH (Zhou et al., 2013). Adicionalmente, la FSH protege a las células de la
granulosa de agentes que generan estrés oxidativo, mismo que también estimula las vias
apoptoticas (Shen et al., 2016). Considerando nuestros resultados, sugerimos que en el
metaestro la dopamina tiene un papel estimulante sobre la secrecion de la GnRH vy las
gonadotropinas, por lo que el bloqueo de los RDA-2 resulta en un incremento en la atresia
folicular. Cabe mencionar que dos animales de este grupo ovularon una cuota normal de
ovocitos y dos una cuota una baja, este resultado puede deberse a que los RDA-1 son capaces
de interpretar la sefial estimulante de la dopamina e inducir la ovulacion. A pesar de esto, la
variacion del numero de ovocitos que ovularon puede atribuirse a diferencias en la
sensibilidad a los tratamientos que cada animal presenta. Debido a lo anterior seria necesario
incrementar la n en esta etapa para obtener una conclusién mas completa acerca del papel
que la dopamina desempefia en la mafiana del metaestro.

La masa relativa del Gtero también presentd un incremento significativo tras la
inyeccidn de Raclopride en la etapa de diestro. En este caso proponemos que la dopamina, al
unirse a los RDA-2, regula de forma inhibitoria la secrecion de la GnRH y las
gonadotropinas. En la etapa de diestro, el Gtero se caracteriza por poseer un menor volumen
en comparacion con otras etapas. El tamafio de éste esta determinado por la disminucién en
la concentracion del Ez y el aumento de la P4 en esta etapa. Se ha sefialado que el Ez tiene un
efecto mitogénico y protector sobre las células del epitelio uterino, mientras que la P4
contrarresta estos efectos e incluso estimula vias de muerte celular (Marcus, 1974; Wood et
al., 2007). Con estas evidencias retomamos la idea de que el bloqueo de los RDA-2 indujo
un incremento en la secrecion de las gonadotropinas, las cuales estimularon un cambio en la
proporcion del Exy la P4, lo cual resulto en el incremento de la masa del Utero. La idea anterior
es similar a lo que Hashimoto y Kimura (1987) observaron tras administrar dopamina en el
POA, lo que resulto en el incremento de la secrecion de FSH y de la masa del dtero. De
acuerdo con lo anterior, propusieron gque el aumento de esta hormona estimulo la sintesis del
E> y, por lo tanto, el incremento de su concentracion, lo que indujo un mayor efecto
mitogénico en las células del utero incrementando su masa (Hashimoto y Kimura, 1987).

Tomando en cuenta la evidencia anterior, y nuestros resultados, sugerimos que la
dopamina, en la etapa de diestro, regula de forma estimulante al eje neuroendocrino. En
cuanto a nuestros resultados, estos muestran la diferencia funcional de ambas familias de
receptores, los RDA-1 estimulan y los RDA-2 inhiben, por lo que el Raclopride elimino la
accion inhibitoria de los RDA-2. En consecuencia, la dopamina se unio a los RDA-1 y
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estimulo la secrecion de la GnRH, la FSH y el E.. Las evidencias mostradas a lo largo de la
discusion del efecto del blogueo de los RDA-2 en el POA sobre las variables analizadas
muestran que la dopamina puede regular de manera estimulante e inhibitoria la funcion del
eje neuroendocrino que regula la ovulacion, lo que depende de la etapa del ciclo estral.

El efecto de la inyeccion de aCSF en el POA sobre la masa del Utero

A partir del anlisis de nuestros resultados observamos que en el metaestro y el proestro, la
inyeccion de aCSF en el POA resulta en el decremento de la masa del Utero. Debido a que
esto no ocurrio en los animales tratados con Raclopride, sugerimos que, en estas etapas, el
POA presenta una mayor sensibilidad a los cambios en su microambiente y que la adicién de
aCSF perturb6 su homeostasis, lo que afect6 la masa del utero. La ubicacion del POA a lo
largo del tercer ventriculo hace de esta area un lugar importante para la deteccion de cambios
en el medio extracelular. Se ha observado que mas del 60% de las neuronas de esta area
poseen la capacidad de censar cambios en la osmolaridad y de responder a éstos, ya que, de
lo contrario, pueden producirse cambios en la actividad eléctrica de las neuronas (Tremblay
etal., 2011; Noda y Hiyama, 2014).

Por otro lado, la fluctuacion de la concentracion de las hormonas sexuales durante el
ciclo estral, principalmente los estrogenos, genera cambios en el volumen, la actividad y la
conectividad en algunas regiones del cerebro como el hipotalamo. Esto se debe, a su vez, a
la remodelacion sinaptica y estructural de las células nerviosas, las cuales influyen en la
regulacion de diversos procesos (Foy et al., 2000; Inoue, 2021). El papel de los estrégenos
en la remodelacion de las redes neuronales se ha observado en hembras ovariectomizadas.
La falta de hormonas ovéricas resulta en la disminucion de las sinapsis en neuronas del ARC,
por el contrario, la administracion de E. incrementa de forma significativa la comunicacion
nerviosa (Parducz et al., 2006). En el POA, se ha identificado que durante el estro hay un
mayor porcentaje de neuronas que expresan receptores a estrégenos en comparacion con el
metaestro y el proestro. De igual manera, en el estro y el proestro se observé una mayor
comunicacion sinéptica en comparacion con el metaestro. Adicionalmente, se observéd un
tamafio mayor del soma de las neuronas durante el proestro, lo que sugiere una mayor
actividad de sintesis (Langub et al., 1994). Otro estudio mostro que las neuronas de GnRH
también presentan cambios que dependen de la etapa del ciclo. En la etapa de proestro se
identificd un mayor numero de sinapsis a nivel del soma mientras que, a nivel de las
terminales nerviosas se observé una mayor arborizacién que inervé la capa externa de la ME
(Kaur et al., 2002).

Estas evidencias muestran que, en la etapa de proestro, en la que se observa la mayor
concentracion del Ez, hay una mayor cantidad de comunicacién neuronal entre las neuronas
GnRHeérgicas y las demés del POA. Lo anterior sugiere que esta plasticidad neuronal esta
relacionada con la regulacion de la sefial nerviosa que estimula en las neuronas de GnRH la
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secrecion fasica del decapéptido. De igual forma, la remodelacién de las terminales nerviosas
esta implicada en que la secrecion de la GnRH en el sistema portal sea 6ptima para estimular
la sintesis y secrecién de las gonadotropinas. Por otro lado, en la etapa de metaestro parece
haber una disminucién de la complejidad en las redes neuronales, lo que sugiere una menor
actividad nerviosa. Junto con la capacidad de osmorregulacion del POA, esto sugiere que
nuestros resultados se deben a que la administracién de aCSF en proestro inhibio o alteré la
actividad de las neuronas de GnRH. Por otro lado, en metaestro, donde se presume una baja
actividad neuronal, el cambio de la osmolaridad disminuy6 ain mas dicha actividad. En
consecuencia, en ambas etapas hubo una modificacion en los eventos endocrinos posteriores
que, si bien no afecto la tasa de animales que ovularon, resulté en la alteracion de la secrecién
de las hormonas ovaricas que modulan la mitosis en el Gtero.

La idea anterior concuerda con otros experimentos en los que el uso de soluciones
vehiculo como el agua y el etanol, inducen alteraciones en diversos procesos como la
reproduccion. Por ejemplo, la inyeccion de agua o etanol en el POA a las 09:00 horas del
metaestro modifica la tasa de animales que ovulan, la concentracién de gonadotropinas o de
las hormonas ovéricas. En los animales a los que se les inyectd agua, el porcentaje de
animales que ovularon no se vio afectado, sin embargo, la concentracion de la FSH y del E>
disminuyeron, mientras que la de la LH y la progesterona aumentaron de forma significativa.
Por otro lado, la inyeccion de alcohol resulta en el bloqueo de la ovulacion, el incremento de
la P4y el decremento de la concentracion de la FSH, la LH y el E2 (Cruz et al., 2014). Si bien
el aCSF se asemeja mas al medio extracelular de las neuronas que las soluciones antes
mencionadas, parece inducir alteraciones en la actividad neuronal del POA. Con base en lo
anterior, proponemos que la inyeccion de aCSF en el proestro y metaestro disminuyo la
concentracion de las gonadotropinas. En consecuencia, la concentracion del E2 disminuy6
inhibiendo su efecto proliferativo en el epitelio uterino y la de la P2 aumento junto con su
efecto proapotdtico (Wood et al., 2007), dando lugar al decremento de la masa del Utero.

El efecto de la inyeccion de aCSF o Raclopride fuera del POA

Ademas del analisis de la inyeccion de aCSF o Raclopride en el POA, se analizo el efecto de
ambas soluciones en el tercer ventriculo, el OCH, el SCN y el area retroquiasmatica, esto sin
considerar la etapa del ciclo. En el grupo del tercer ventriculo la inyeccion de aCSF resulto
en una disminucion del porcentaje de animales ciclicos y un decremento del 50% en la tasa
de animales que ovularon, los cuales liberaron una cuota normal de ovocitos. Previamente
mostramos que la inyeccion de aCSF en proestro y diestro modifico la masa del Utero y
sugerimos que esto se debid a cambios en la osmolaridad del medio extracelular de las
neuronas de GnRH, lo que desencadend alteraciones en su actividad. En este caso sugerimos
algo similar, ya que el tercer ventriculo pertenece al sistema ventricular en donde se sintetiza
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liquido cefalorraquideo y a partir del cual se transportan nutrientes, iones y otras moléculas
atodo el cerebro y a la médula espinal. La parte ventral del tercer ventriculo esta rodeada por
el hipotalamo; el cual contiene a diferentes nacleos y areas, como el ARC, el POA o el SCN,
que son imprescindibles en la regulacion de la ovulacion (Purves et al., 2001; Eichele et al.,
2019).

Con base en lo anterior y con el estudio de Cruz y colaboradores (2014), proponemos
que el aCSF modifico la composicion del microambiente en estructuras aledafias al tercer
ventriculo lo que result6 en la alteracion del eje neuroendocrino. A pesar de que no se realiz6
un analisis por etapa, los datos muestran que la mayoria de los animales que no ovularon
fueron inyectados en el metaestro en donde las condiciones hormonales hacen que las redes
neuronales sean mas sensibles y susceptibles a cualquier perturbacién en su homeostasis
(Langub et al., 1994; Kaur et al., 2002). Esta linea de pensamiento la proponemos también
para los resultados obtenidos de aquellos animales que se inyectaron con aCSF en el SCN y
el area retroquiasmatica, en los que se observé una tendencia a la baja en el porcentaje de
animales ciclicos y en la tasa de animales que ovularon.

El tratamiento con Raclopride no tuvo efecto sobre las variables evaluadas, lo que
puede explicarse de tres maneras. La primera es que el farmaco haya sido diluido por el
liquido cefalorraquideo del tercer ventriculo hasta el punto de inhibir su accion fisioldgica.
La segunda es que en este horario la dopamina, al unirse con los RDA-2, inhibe la ovulacion
en las estructuras a las que el farmaco pudo difundir y, por lo tanto, el bloqueo de los RDA-
2 no modifico este proceso. La Ultima es que en las estructuras a las que el farmaco difundié
no se necesita de un estimulo dopaminérgico para la regulacion de la ovulacion, en caso de
que participen en ella. La Gltima idea concuerda con lo que se observd en ratas a las que se
les cuantifico la concentracion de LH en el plasma sanguineo después de la implantacion de
cristales de dopamina en el POA, la estria terminal, el septum medial o la amigdala. Los
resultados mostraron que sélo la implantacién en el POA incrementd de forma significativa
la concentracion sérica de la LH, lo que sugiere que, de estas estructuras, la dopamina s6lo
actta en el POA para regular la ovulacién (Kawakami et al., 1979).

En el caso del OCH, la inyeccién de aCSF o Raclopride resultaron en la disminucién
del porcentaje de animales ciclicos y en el bloqueo de la ovulacién. Cabe mencionar que el
analisis histologico de los cerebros de estos animales mostrd que la dispersion de ambas
sustancias dafié el tejido y, en algunos casos, hubo destruccién total de esta estructura.
Debido a lo anterior, nosotros sugerimos que los resultados obtenidos no se deben a la
perturbacién de la homeostasis tras la adicién del aCSF ni al bloqueo de los RDA-2 del OCH,
sino a la disrupcion de las fibras nerviosas de la via visual. Se ha observado que las lesiones
de esta estructura resultan en la pérdida de la agudeza o del campo visual (Hannibal, 2002;
Midi, 2014), lo que podria resultar en la activacion de respuestas al estrés en nuestros
animales, lo que estimularia la sintesis de corticosteroides o interleucinas que inhibirian la
secrecion de la GnRH y la ovulacion (Kalantaridou et al., 2004a; 2004b).
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Por otro lado, el OCH se comunica con el SCN a través del tracto retino hipotalamico.
El SCN es el oscilador biolégico central de los mamiferos, regula los ritmos biologicos y
tiene un papel fundamental en la regulacién de la ovulacion (Silvay Dominguez, 2019). El
equipo de Kaasjager (1971) mostro que la desaferentacion del OCH en la etapa de proestro
o diestro resulta en el bloqueo de la ovulacion y la pérdida de la ciclicidad estral. La alteracion
en la ciclicidad estral también se observo en nuestros tratamientos, las hembras mostraron de
forma persistente células caracteristicas de diestro o estro. Estos resultados sugieren que la
perdida de informacion que el OCH envia al hipotalamo inhibe la regulacién del SCN sobre
la ovulacién. De acuerdo con esta idea, proponemos que el dafio al OCH observado en
nuestro estudio afecto las vias eferentes hacia el SCN y, por lo tanto, nuestros animales no
ovularon.

Previamente discutimos el efecto de la administracion de aCSF en el SCN sobre el
porcentaje de animales ciclicos y que ovularon, el cual corresponde al 88% en ambos casos.
Por otro lado, la inyeccion de Raclopride no modificé ninguna de las variables. Estos
resultados indicarian que la dopamina no regula la ovulacion al actuar en esta estructura o
bien, que en este nicleo no hay receptores dopaminérgicos. Esta Ultima idea puede
descartarse considerando que se han identificado aferencias dopaminérgicas que provienen
del &rea tegmental ventral y que se ha observado que dentro del niicleo se expresan los RDA-
1 en mayor proporcion que los RDA-2 (Grippo et al., 2017). Adicionalmente, se ha mostrado
que la dopamina inhibe la actividad eléctrica de las neuronas del SCN y su periferia, lo que
es mediado por los RDA-2 (Luo et al., 2017). Considerando que nuestros animales ovularon,
sugerimos que el bloqueo de los RDA-2 resultd en la remocién de un estimulo inhibitorio
ejercido por la dopamina, por lo que los animales ovularon normalmente. También es posible
que la dopamina actle a través de los RDA-1 en esta estructura para regular la ovulacién. En
consecuencia, proponemos que para determinar si la dopamina participa en la regulacién de
la ovulacién dentro del SCN, se debe realizar el bloqueo de ambas familias de receptores o
de los RDA-1 en cada una de las etapas del ciclo estral.

Finalmente, la inyeccion de aCSF en el area retroquiasmatica resulto en un porcentaje
de ciclicidad y de animales que ovularon del 75%, los animales que ovularon liberaron una
cuota normal de ovocitos. Esta disminucién en la ciclicidad y en la ovulacion fue explicada
previamente en funcion de un posible cambio en la osmolaridad inducido por el aCSF, junto
con las diferencias en la sensibilidad de los animales a los tratamientos. La inyeccion con
Raclopride tampoco tuvo efecto sobre las variables analizadas. La discusion de estos
resultados es compleja debido a la falta de evidencias que muestren la relacién entre el
sistema dopaminérgico y la regulacion de la ovulacion en el area retroquiasmatica de los
roedores. En éstos se ha identificado la expresién de receptor dopaminérgico 4 en el area
retroquiasmatica, lo que sugiere la participacion de la dopamina en la regulacién de algun
proceso (Defagot et al., 1997). Suponiendo que esta area regule la ovulacion, o que contenga
axones que envian informacion relevante hacia regiones posteriores del hipotdlamo, como el
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ARC, entonces sugerimos que nuestro tratamiento suprimid la accién inhibitoria de la
dopamina en esta area, lo que estimul6 la ovulacion.

En contraste, en el area retroquiasmatica de ovejas se han identificado una gran
cantidad de neuronas inmunorreactivas a la TH, asi como la expresion de ambas familias de
receptores dopaminérgicos (Tillet et al., 2000). En estos animales se ha mostrado que, en esta
estructura, la dopamina regula la secrecion de las gonadotropinas. En ovejas
ovariectomizadas con reemplazo de E, la lesion del area retroquiasmaética resulta en una
disminucion de la amplitud y la frecuencia de los pulsos de secrecion de la LH, asi como de
su concentracion. La administracion de un agonista de la dopamina resulta en un decremento
de la concentracion de la hormona, asi como la frecuencia de secrecion, pero no la amplitud
(Havern et al., 1994). Estos resultados sugieren que la dopamina actla en el &rea
retroquiasmatica y regula de forma inhibitoria la secrecion de la GnRH y la LH. La idea
anterior es coherente con nuestros resultados, pues al bloquear los RDA-2 no se inhibio la
secrecion de las gonadotropinas y por lo tanto los animales ovularon. Cabe mencionar que
esta sugerencia debe comprobarse en nuestro modelo, ya que las ovejas, al ser animales
poliéstricos estacionales, tienen una fisiologia reproductiva diferente al de nuestras ratas.
Adicionalmente, la anatomia del sistema GnRHérgico es distinta.

En conjunto, los resultados de las microinyecciones de aCSF en estas estructuras
muestran la sensibilidad del hipotdlamo a los cambios en su homeostasis y que esta
sensibilidad es diferente en cada organismo. Por otro lado, la falta de evidencia anatdmica y
funcional que muestre que la dopamina regula la ovulacién al actuar en el OCH, el SCN y el
area retroguiasmatica, junto con nuestros resultados, nos permite utilizar a estos animales
como un grupo de control extra que recalca el papel de la dopamina en el POA sobre la
regulacién de la ovulacion.
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CONCLUSIONES

A partir del blogueo de los RDA-2 a las 09:00 h de cada una de las etapas del ciclo estral
proponemos que:

1. La dopamina no regula la ovulacion al actuar solo sobre los RDA-2 del POA a las
09:00 horas del estro, metaestro y diestro.

2. A las 09:00 horas del proestro, la dopamina regula de forma inhibitoria el nimero de
ovocitos que son liberados, aparentemente a través de cualquiera de las familias de
receptores dopaminérgicos, por lo que su funcién parece ser redundante.

3. A las 09:00 del metaestro, el bloqueo de los RDA-2 resulta en el incremento de la
masa ovarica, probablemente porque la dopamina regula de forma inhibitoria la
secrecion de la FSH.

4. Alas 09:00 del diestro, el bloqueo de los RDA-2 resulta en el incremento de la masa
del dtero, por lo que probablemente la dopamina regula de manera estimulante la
secrecion de las gonadotropinas.

En conjunto, sugerimos que la regulacion dopaminérgica en el POA depende de la etapa del
ciclo estral.
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PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados y conclusiones obtenidos del presente estudio, nosotros nos
planteamos las siguientes preguntas:
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¢El blogueo de los RDA-2 en las etapas de metaestro, diestro y proestro modifica la
secrecion de las gonadotropinas? Para lo cual proponemos analizar la concentracion
séricade la LH y la FSH de los animales tratados en dichas etapas.

¢El bloqueo de los RDA-2 en metaestro y proestro resulta en un incremento del
namero de foliculos preovulatorios atrésicos o dominantes, respectivamente? Para
resolver esta pregunta debemos analizar la poblacidn folicular de los grupos tratados
en las etapas antes mencionadas.

¢La participacion de la dopamina del POA en la regulacion de la ovulacién se
modifica en funcion de la hora como lo sugieren los experimentos sistémicos? Para
esta incognita proponemos replicar el experimento en un horario diferente a las 09:00
horas, preferentemente en un horario cercano al periodo critico.

¢Los resultados obtenidos del bloqueo unilateral de ambos receptores o de los RDA-
1 en el POA son efectos del farmaco o son resultado de la compensacion en la funcion
mediada por la otra familia de receptores, o bien, por asimetrias funcionales? Para
ello proponemos analizar el blogueo bilateral de ambas familias de receptores o de
los RDA-1 en cada una de las etapas del ciclo estral.
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