BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
PUEBLA

ESCUELA DE BIOLOGIA

Analisis de los efectos de la microinyeccion de EEDQ
en la bursa ovéarica de ratas adultas ciclicas en los
diferentes dias y horas del ciclo estral sobre la
ovulacidon espontanea.

Tesis que para obtener el titulo de
LICENCIATURA EN BIOLOGIA

Presenta:
Claudia Elvira Juarez Robelo

Director de tesis:
Dr. José Luis Moran Perales

Septiembre 2015



INDICE

Resumen

Introduccion

1. Morfologia y Desarrollo del Ovario

2. Eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario

3. Ciclo Estral

4. Inervacion Ovérica

5. Sistemas Dopaminérgicos del Sistema Nervioso Central

5.1 Papel de la Dopamina a Nivel Periférico

5.2 Antagonistas de los Receptores Dopaminérgicos

6. Propiedades Farmacoldgicas del EEDQ

Antecedentes

Planteamiento del Problema

Justificacion del Estudio

Hipotesis

Objetivo General

Objetivos Especificos

Materiales y Métodos

Resultados

1. Efectos de la microinyeccion del vehiculo en diferentes dias y horas del
ciclo estral sobre la TEV, laTUD y la TAO.

2. Efectos de la microinyeccion de EEDQ en diferentes dias y horas del ciclo
estral sobre la TEV, la TUD y la TAO.

3. Efectos de la microinyeccion de EEDQ en diferentes dias y horas del
ciclo estral sobre el nimero de ovocitos liberados.

4. Efectos de la microinyeccién de EEDQ en diferentes dias y horas del ciclo
estral sobre el peso de los ovarios y del utero.

5. Efectos del reemplazo hormonal en los grupos tratados con EEDQ.

Discusion de Resultados

Conclusiones

Referencias Bibliograficas

Pagina

© o A~ W DN

10
12
12
13
14
16
18
18
18
19
19
27

27

28

32

35

36

36

39
40



AGRADECIMIENTOS

A mi director de Tesis Profesional, Dr. José Luis Moran Perales

A mi compaiiera de trabajo experimental, Dra. Berenice Venegas Meneses

Investigadores del Laboratorio de Neuroendocrinologia del Departamento de Biologia y
Toxicologia de la Reproduccion del Instituto de Ciencias, BUAP

A todo el personal del Bioterio Claude Bernard, en particular a su director, MVZ Carlos
Escamilla Weinmann,porgue gracias a su trabajo me permitié conocer y respetar a los
animales de experimentacion con los cuales realice mi trabajo de tesis.

A las Profesoras-Investigadoras de la Escuela de Biologia de la BUAP, Dra. Angélica
Trujillo Hernandez y Dra. Rosalina Reyes Luna, por su desinteresado trabajo de revision a
mi Tesis Profesional y cuyas valiosas sugerencias me permitieron comprender mejor lo
importante que es la buena escritura y redaccion de trabajos cientificos.

DEDICATORIA
Este trabajo estadedicado a mis padres: al Sr. Arturo Juarez Hernandez y a la Sra. Juana
Robelo Amaro, asi como a mi hijo Juan Xiux Gomez Juarez y, por supuesto a mis
hermanas Karina y Alejandra.

Gracias por su apoyo...



Resumen

Para analizar el papel funcional del sistema dopaminérgico de los ovarios en los mecanismos
conducentes a la ovulacion espontanea, ratas adultas que exhibieron tres ciclos estrales
regulares consecutivos de cuatro dias de duracion fueron distribuidas en cuatro grupos
experimentales: estro, diestro-1, diestro-2 y proestro; cada grupo se divididé en diferentes
horarios a las 08:00h, 13:00h y 20:00h. Los animales fueron sometidos a laparotomia dorso-
lateral bilateral al nivel de la regidn inguinal con el fin de exteriorizar los ovarios y realizar una
microinyeccion dentro de cada bursa ovarica con 20 uL de una solucién (5mg/ml; diluido en
NaCl 0.9%+etanol 96%) del antagonista irreversible de los receptores dopaminérgicos
N-Etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ). Los grupos vehiculo consistieron en
animales sometidos a la microinyeccidn de solucion salina dentro de las bursas ovaricas;
otros grupos control recibieron solo la laparotomia bilateral. En aquellos grupos donde la
ovulacién se vio inhibida, se administr6 GnRH (3.7 ug /kg. peso) o 10 ug de benzoato de
estradiol (BE) a las 14:00h del proestro o diestro-2, respectivamente. Todas las ratas se
sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 de la mafiana del estro esperado. Se disecaron los
oviductos y se registro el signo de ovulacion espontanea. Los tratamientos en los grupos
vehiculo y control no afectaron la ovulaciéon espontédnea y se reunieron en un solo grupo
testigo (Vehiculo: 30/40 vs. Control: 27/30, ns). La microinyeccion dentro las bursa ovaricas
con EEDQ realizada en el dia del estro (EEDQ: 7/17 vs. Testigo: 14/16, p<0.01) y del diestro-
1 (EEDQ: 3/12 vs. Testigo: 16/24, p<0.001) inhibieron significativamente la ovulacién
espontanea, lo que no ocurrié en los grupos con EEDQ en el diestro-2 (EEDQ: 7/14 vs.
Testigo: 13/16, ns) o en el proestro (EEDQ 12/12 vs. Testigo 14/14, ns). Todos los grupos
tratados con GnRH o BE reestablecieron la ovulacion (EEDQ: 14/39 vs. GhnRH+EEDQ 26/27
p<0.0001), (EEDQ: 14/39 vs. BE + EEDQ 24/25 p<0.0001). Estos resultados sugieren que
durante la primera mitad del ciclo estral el sistema dopaminérgico de los ovarios participa en
el control de la ovulacion espontanea de la rata. Por lo que es posible que el sistema
dopaminérgico de los ovarios integre las sefiales neuroquimicas para la secrecidén de
estrogenos. Ademas de que haya una participacion de otro tipo de receptores para regular

las funciones involucradas en la ovulacion.



Introduccion

La reproduccion sexual surge durante la evolucién biolégica como resultado
de las presiones adaptativas de las diferentes especies y llevan a estas a la
mejora de sus capacidades adaptativas (Freeman, 1988; Freeman, 1994).

Funciones reproductivas en las hembras y los machos de cualquier especie
estan en Ultima instancia bajo el control del sistema nervioso. Sin embargo,
muchos mecanismos basicos permanecen poco comprendidos. Por ejemplo, el
papel que desempefa el sistema nervioso periférico sobre el control de la
ovulacion sigue representando un enigma que postula que su influencia es
determinante en la supervivencia de las especies.

La regulacion de las funciones del sistema reproductor en la hembra, es
resultado de la interaccion de diferentes hormonas secretadas por la
adenohipofisis, los ovarios e incluso por otras glandulas endocrinas
(neurohipdfisis, adrenales, timo y quiza otras), interrelacion que ocurre durante el
ciclo estral o menstrual (Conn, 1994; Feder, 1981; Fink, 1988) ademas de los
efectos moduladores que ejerce el sistema nervioso por medio de la inervacion
hacia estos 6rganos (Bahr et al, 1974; Burden, 1978; Dominguez et al, 1989).

La secrecion de las gonadotropinas es regulada por la hormona
hipotalamica liberadora de las gonadotropinas: gonadoliberina (GnRH), cuya
secrecion es controlada por diferentes sistemas de neurotransmisores
(noradrenalina, adrenalina, dopamina, serotonina, acetilcolina, acido y-amino
butirico, opioides, encefalinas, sustancia P, péptido intestinal vasoactivo-VIP,
angiotensina Il, entre otros) que ejercen sus efectos sobre las neuronas
peptidérgicas localizadas principalmente en la region preoptica e hipotalamica
anterior, asi como en el hipotalamo medio (Freeman, 1988; Freeman, 1994;
Kordon et al, 1994). Segun la informacidon que se posee, la participacién de los
diversos sistemas de neurotransmisores en la regulaciéon de la secrecion de la
GnRH varia durante el ciclo estral (Dominguez et al, 1982; Dominguez et al, 1985;

Dominguez et al, 1987; Moran & Dominguez, 1995).



Marco Teérico

Morfologia y Desarrollo del Ovario.

El ovario de la rata adulta es un 6érgano de forma amigdalar y ligeramente
aplanado que se encuentra suspendido del ligamento ancho uterino, en su pliegue
peritoneal llamado mesovario por el que discurren los vasos sanguineos que se
introducen en el ovario a través del hilio. El ovario esta organizado internamente
en dos zonas: una zona central llamada médula, la cual estd rodeada por una
prominente zona periférica conocida como corteza que contiene los foliculos en
diferentes estadios de maduracién y los cuerpos luteos. En la corteza la
foliculogénesis se inicia por ser una region que en su mayor parte esta inervada
(Fawcett, 1995) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura anatdmica tipica del ovario de los mamiferos. El ovario consta de una
médula por la que transcurren vasos sanguineos y nervios que conectan con los érganos
funcionales de la corteza ovarica: foliculos, cuerpos lateos y tejido intersticial (Modificado de
Yen et al, 1999).



La médula esta formada por tejido conectivo laxo, rico en fibras elasticas
que contienen muchos vasos sanguineos, linfaticos y nervios asociados los cuales
atraviesan el tejido conectivo (Cotton, et al, 1983).

El ovario esta compuesto de células germinales (ovocitos o huevos) y
células somaticas (tecales, granulosa y estroma) (Richards & Pangas, 2010). Por
medio de la hormona foliculo estimulante se activan los foliculos primordiales para
su crecimiento en foliculos primarios, los cuales estan compuestos por una sola
capa de células de granulosa (Matsuda, 2012). Las células de granulosa secretan
una membrana basal a lo largo de su superficie; las células de la teca derivadas
del estroma que rodean a la capa de granulosa y se diferencian en dos capas teca
interna y teca externa. Con el desarrollo del foliculo la capa de células de
granulosa secretan un liquido folicular o fluido antral que es un ultrafiltrado de
plasma sanguineo que forma una cavidad dentro del foliculo denominado antro.
Caracteristica que determina a un foliculo secundario. El estadio final es el foliculo
terciario, el antro aumenta de tamafio y acumula gran cantidad de factores de
crecimiento, hormonas peptidicas y esteroideas, proteinas, metabolitos
energéticos y otras sustancias desconocidas (Sutton et al., 2003) rodeado de una
delgada capa de células de granulosa, el ovocito es cubierto por el cumulus

oophorus. Los foliculos maduros se localizan en la superficie del ovario.

Eje Hipotalamo- Adenohipéfisis-Ovario.

El papel que juega el Sistema Nervioso Central (SNC) y en particular el
hipotalamo, como reguladores de la funcion endocrina y de ovulacion del ovario es
imprescindible. Los axones de las células neurosecretoras del hipotdlamo tienen
sus terminales en la eminencia media de la base de esta glandula, que secretan
neurohormonas que controlan a su vez la secrecion de varias hormonas de la
glandula pituitaria anterior que actuan en otros organos endocrinos como las
gonadas (Randall et al, 2002).

La secrecion de LH y FSH es controlada por la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). La liberacion de GnRH en los roedores es realizada por

neuronas ubicadas en la region predptica e hipotalamica anterior y es influenciada



por factores internos (p. ej: neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas) y
externos (P. ej: fotoperiodo, clima y nutricibn) que actian por distintas vias del
SNC y alcanzan los ovarios. La secrecion de la GnRH esta regulada por acciones
de retrocontrol en las cuales el papel de los esteroides gonadales desempefia

papeles criticos (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquemética de la interaccion neuroendocrina y endocrina de los
componentes del eje Hipotadlamo-Hipodfisis-Ovario. La hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) induce la secrecidon de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo
estimulante (FSH) que a su vez estimulan la secrecion de hormonas ovaricas de retrocontrol
(esteroides sexuales: estrégenos, progesterona y androgenos e inhibina) asi como la
maduracion de los foliculos y la ovulacién. Las flechas indican las acciones estimulantes (+)
6 inhibitorias (-) sobre su 6rgano blanco (Tomado de Sanchez-Criado, 1999).



Con base en el estudio de la biologia reproductiva de la rata, actualmente
es aceptado que los estrégenos ejercen un efecto feedback positivo en los
circuitos neuroendocrinos que controlan la secrecion de la GnRH, en cambio la
progesterona controla la secrecion de la GnRH ejerciendo un efecto feedback

negativo sobre dichos circuitos (Fink, 1988).

Ciclo Estral.

En los roedores de laboratorio como el ratén, el hamster y la rata se
exhiben ciclos estrales de aproximadamente cuatro dias con ovulacién
espontanea (McMillan, 1998). En la rata, las fases del ciclo estral tienen
duraciones variables que en promedio abarcan cuatro a cinco dias, en funcion de
las horas luz a las que se exponen las hembras adultas, mismas que se
caracterizan a continuacion en cuanto al ambiente hormonal (Feder, 1981;
Freeman, 1988 y 1994) y los perfiles de la secrecidén de las gonadotropinas y de

los esteroides sexuales (Figura 3):

e Diestro-1: Durante esta fase las concentraciones plasmaticas de LH, FSH,
estrogenos y progesterona son basales. En el ovario se observan foliculos
en todas las etapas de crecimiento. El epitelio vaginal esta formado por
apenas 2-3 capas de células unidas a una membrana basal; el frotis vaginal
revela la presencia de algunas células epiteliales nucleadas, leucocitos
polimorfonucleados y mucus. El peso del utero es bajo, reflejo de una
irrigacion y nutrimento escaso, lo que indica ausencia de liquido de
extravasacion hacia la luz del 6érgano.

e Diestro-2: Durante la tarde de este dia, las concentraciones plasmaticas de
FSH, LH y prolactina se mantienen bajas, la concentracion plasmatica de
progesterona caen a sus niveles basales, pero la de estrogenos comienza a
incrementarse. Las células del epitelio vaginal comienzan a proliferar y
madurar; el frotis vaginal presenta una gran cantidad de leucocitos
polimorfonucleados con escasa cantidad de células epiteliales y de

descamacion. La accion creciente de los estrogenos sobre el utero resulta



en un aumento en la irrigacion sanguinea, las capas del epitelio uterino se
nutren y proliferan.

Proestro: Las concentraciones plasmaticas de estrégenos continGan en
aumento gradual hasta alcanzar su méaxima concentracion, seguido de su
caida en la tarde (pico preovulatorio de estrogenos). Por su parte, durante
la mafana del proestro, las concentraciones de FSH, LH y prolactina se
mantienen bajas, cuando se produce la caida brusca de estrégenos, las
concentraciones plasmaticas de prolactina y progesterona se incrementan
rapidamente hasta alcanzar un maximo (picos preovulatorios de prolactina y
progesterona) seguidas de una disminucion que alcanza un minimo en las
primeras horas del dia del estro. De igual forma la FSH y la LH son
liberadas subitamente. El frotis revela la presencia de células epiteliales
bien definidas, de aspecto sano y con muy escaso porcentaje de células de
exfoliacion.

Estro: Las concentraciones plasmaticas de estrégenos, progesterona, LH
y prolactina disminuyen al minimo (niveles hormonales basales) pero no la
de FSH, que alcanza un segundo “pico” en la manana de este dia. Las
capas del epitelio vaginal entran en regresion, produciéndose una
descamacion generalizada que en el frotis se hace evidente por la
presencia de gran cantidad de células sin nucleo y cornificadas. Durante las
primeras horas de este dia se produce la ovulacion; si ocurre la fertilizacion
de los ovocitos, la concentracién plasmatica de progesterona se mantiene
alta asegurando asi el implante de los huevos y su desarrollo. De no ocurrir
la fertilizacidn, la caida de la concentracion plasmatica de progesterona en
el dia del diestro-2, ocasiona una rapida regresion de las capas del
endometrio uterino, el liquido de extravasacién acumulado en la luz del

Utero es liberado y la serie de eventos endocrinos se reinician.
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Inervacion Ovérica.

El ovario de los mamiferos esta inervado por una extensa red de nervios
simpaticos y parasimpaticos representados por fibras preganglionares vy
posganglionares originadas en cuerpos celulares en el cuerno intermediolateral de
la medula espinal (lumbar-dorsal) y en el nervio vago (Gerendai & Halasz, 1997).

La inervacién simpatica llega al ovario por medio del nervio ovarico superior
y del plexo ovarico (Burden, 1985). El nervio ovarico superior proporciona el mayor
aporte de fibras noradrenérgicas al tejido esteroidogénico de la glandula, sus fibras
alcanzan la teca externa de los foliculos, por lo que se ha sugerido que esta
intimamente relacionado con el control de la esteroidogénesis (Aguado, 2002).

La mayoria de las fibras que viajan por el nervio ovarico superior provienen
de las neuronas simpaticas post-ganglionares ubicadas en el ganglio celiaco (Klein
& Burden, 1988). En tanto que el plexo inerva principalmente a los vasos
sanguineos del ovario (Klein & Burden, 1988; Lawrence & Burden, 1980). Por otra
parte, se ha descrito que fibras nerviosas del nervio ovarico y del plexo ovarico
superior se introducen en el estroma ovarico y contactan con células intersticiales
que indirectamente se relacionan con las células del cuerpo lateo (Erickson et al,
1985) (Figura 4).

El sistema parasimpatico consiste de dos partes: una es derivada del nervio
vago y entra en el hilio con la vena sanguinea por la via del plexo ovarico
(Erickson, et al; 1985). La otra esta representada por fibras preganglionares del
tercer o cuarto nervio sacro, estas son derivadas del nervio inferior del
hipogastrico (Burden, 1978).
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Figura 4. Inervacion simpatica del ovario via nervio ovarico superior. Los cuerpos neuronales de
las neuronas de primer orden que proyectan al ovario se localizan en el ganglio celiaco y los
ganglios de la cadena simpatica paravertebral. Estas reciben proyecciones desde neuronas que
se localizan: 1) al nivel del tallo cerebral (somas noradrenérgicos A; al A;); y 2) al nivel de la
columna intermediolateral de la médula espinal y que se conectan con neuronas dopaminérgicas
(somas A;;) desde el hipotalamo (Modificado de Dissen & Ojeda, 1999).

Sistemas Dopaminérgicos del Sistema Nervioso Central.

La dopamina es una catecolamina endégena cuyo papel como
neurotransmisor periférico y central ha sido ampliamente documentada (Tohyama
& Takatsuji, 1998).

Los sistemas de neurotransmision central son diversos y practicamente
todos ellos han sido identificados y ubicados de acuerdo a un mapa neuroquimico
gue abarca todo el SNC (Bjourklound et al, 1975). (Figura 5).
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Segun Dawson y colaboradores (1986), se han descrito mas de nueve
sistemas dopaminérgicos en el SNC. Los mas importantes de acuerdo a la
regulacion de diferentes funciones corporales son (Tohyama & Takatsuji, 1998):

e Sistema Mesocortical, cuyos somas neuronales se localizan en el segmento
ventral y la sustancia nigra; su funcion se encuentra asociada al control y la
iniciacion del movimiento voluntario.

e Sistema Tuberoinfundibular, cuyos somas se localizan principalmente en los
ndcleos arcuato y periventricular del hipotalamo; su funciébn se relaciona
fundamentalmente con el control de la secrecion de la prolactina.

e Sistema incerto-hipotalamico, con sus somas localizados en el hipotalamo
posterior, la zona incerta y el nucleo periventricular; entre sus funciones se

encuentra su participacion en la regulacion de la secrecion de la GnRH.

-,

Figura 5. Mapa neuroquimico de los principales sistemas dopaminérgicos del encéfalo de la
rata. (Cooper et al, 1991; citado por Tohyama & Takatsuji, 1998).

Algunos estudios de nuestro grupo de trabajo han mostrado que el implante
unilateral con haloperidol a las 13:00 hrs en uno de los diferentes dias del ciclo
estral dentro del hipotdlamo anterior disminuyé la tasa de ovulacion en animales
tratados en estro o diestro-1, o que no ocurrié cuando los implantes se realizaron
en diestro 2 o proestro los animales ovularon (Moran y Dominguez, 1995). Estos
resultados permitieron sugerir que existe un sistema dopaminérgico en el
hipotalamo anterior que participa en el control de la ovulacion y, ademas que esta

participacion esta lateralizada (Moran y Dominguez, 1997).
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Papel de la Dopamina a Nivel Periférico.

La dopamina, a nivel periférico tiene gran importancia en el cuerpo carétido y en
el funcionamiento del sistema vascular. Las pequefias células altamente
fluorescentes se encuentran a lo largo de la columna paravertebral y regulan
algunas de las funciones cardiovasculares descritas por el uso de drogas
dopaminérgicas. Por ejemplo, la activacion de los receptores dopaminérgicos
inducen un efecto ionotropico positivo. Las neuronas dopaminérgicas también
inervan las arterias renales y regulan el balance del ion sodio en el rifién, en las
funciones gastrointestinales la dopamina induce vasodilatacion. Por lo tanto la
vasodilatacion es acoplada con la accion ionotropica positiva en el corazoén
(Carvey, 1998; Litter, 1988). Ademas de actuar en otros receptores del sistema
cardiovascular como los receptores a y 3 adrenérgicos (Goldberg, 1978).

La dopamina también participa en el control de diversas funciones
cerebrales, tales como la iniciacion del movimiento voluntario y la expresion de
ciertas conductas (Carvey, 1998). La dopamina en el tubérculo olfatorio es
importante en el control de las emociones, la conducta sexual y la agresion,

ademas de participar en el control de la actividad neuroendocrina (Litter, 1988).

Antagonistas de los Receptores Dopaminérgicos.

Existen dos clases de receptores a dopamina que fueron postulados a
finales de la década de los 70°s para explicar el comportamiento electrofisioldgico,
bioguimico y farmacol6gico de los agonistas y antagonistas de la dopamina
(Kebabian & Calne, 1979):

1) Receptores Dopaminérgicos Tipo 1 (DA;), acoplados a la activacion o estimulo
de la adenilatociclasa (AC), y

2) Receptores Dopaminérgicos Tipo 2 (DA), acoplados de manera inhibitoria a la
actividad de la AC o bien, que no estan necesariamente acoplados al

funcionamiento de la AC.
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Cabe mencionar que a la fecha se han identificado receptores mdltiples tipo
DA;-like (que incluyen a los subtipos DA; y DAs) y DA,-like (que incluyen a los
subtipos DA,, DAy DA,) (Weiner & Molinoff, 1994).

Se ha observado que la estimulacion de los receptores DA; produce
vasodilatacion renal, mesentérica y coronaria, en tanto que la estimulacién de los
DA, determina la reduccién de las descargas de noradrenalina (Cavero et al,
1982).

Con base en diferentes criterios bioquimicos y farmacoldgicos, las
caracteristicas de los subtipos de receptores dopaminérgicos se indican en el
Cuadro 1:

Cuadro 1. Caracteristicas distintivas de los tipos de receptores dopaminérgicos tipicos
(Weiner & Molinoff, 1994).

Familia de Receptores del Subtipo Dopamina 1 (DA,):
Incluye a los receptores DA; y DAs
Asociados a la estimulacion de la Adenilato Ciclasa
Los alcaloides ergot (p.ej. bromocriptina) son antagonistas
SKF-38393 es un agonista especifico
Los neurolépticos como las butirofenonas son usualmente antagonistas
Ausente en la pituitaria, pero presente en la tiroides
Presente en el cuerpo estriado en neuronas intrinsecas sensibles al acido kainico
Estudiado con [3H]SCH-23390 o [1251]SCH-23982
Familia de Receptores del Subtipo Dopamina 2 (DA)):
Incluye a los receptores DA,, DA; y DA,
Asociados a la inhibicion de la Adenilato Ciclasa
El segundo mensajero para los receptores DAz y DA, permanece desconocido
Los alcaloides ergot son agonistas
La N-propilnorapomorfina y las aminotetralinas son agonistas selectivos
Los neurolépticos como las butirofenonas son potentes antagonistas
Presente en la pituitaria
Presente en el cuerpo estriado en axones y terminales de las neuronas corticoestriadas
Estudiado con [3H]Spiroperidol o [125I]lodobenzamida

Propiedades del N-Etoxicarbonil -2-Etoxi-1,2-DihidroQuinolina (EEDQ).

El EEDQ es utilizado como agente acoplante en la sintesis de péptidos
(Referencia 3478; Merck Index, 1976), sin embrago por sus propiedades
farmacoldgicas se utiliza en investigacion como antagonista de diversos
neurotransmisores. Su formula empirica es Ci4H17NOs, su peso molecular es de

247.29 g/mol; soluble en dimetilsulféxido y etanol-agua 1:1(Figura 6).
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Figura 6. Estructura del 2-Etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina (EEDQ; N-Carbetoxi-2-
etoxi-1,2-dihidroquinolina; N-Etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina; Etiléster del &cido 2-
Etoxi-1(2H)-quinolinecarboxilico) (Tomado del Merck Index, 1976).

En el SNC, posee actividad depresiva por lo que se utiliza como analgésico
y tranquilizante en animales de experimentacion. Con base en estudios
farmacoldgicos, se describe como una neurotoxina dopaminérgica y antagonista
especifico que se une de manera irreversible a receptores monoaminergicos como
los adrenérgicos, dopaminérgicos (DA;), muscarinicos y serotoninérgicos (Gozlan
et al, 1994; Martel et al, 1969; Weissman & Muren, 1971).

Antecedentes

Dominguez y colaboradores (1987) evaluaron los efectos de un antagonista
dopaminérgico en diferentes fases del ciclo estral sobre la ovulacion y la
distribucion de la poblacién folicular de los ovarios de la rata adulta. En este
experimento se utilizaron ratas con ciclos regulares de cuatro dias que fueron
inyectadas con haloperidol (2.5 mg/kg de peso; i.m.), a las 13:00 h del estro,
diestrol, diestro 2 y proestro. Los animales se sacrificaron en el dia del estro
esperado. El haloperidol bloqueo la ovulacion cuando se administré en el estro y
diestro-1 pero fue menos efectivo cuando se administro en el diestro-2 y en el
proestro; la poblacion folicular mostré alteraciones en el crecimiento de los
foliculos ovaricos que dependieron del momento del bloqueo farmacolégico del
sistema dopaminérgico. Estos resultados permitieron sugerir que la informacién
dopaminérgica en la primera mitad del ciclo estral es fundamental para que la
secuencia de eventos neuroendocrinos y endocrinos que culminan con la

ovulacién se lleve a cabo de manera normal.
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Se ha re-evaluado la participacion de la dopamina en la regulacién del
ciclo estral y la ovulacion espontdnea de la rata y hemos confirmado las
observaciones de Dominguez y colaboradores (1987). Sin embargo, la
administracion subcutdanea de una dosis Unica de haloperidol en la primera
(Ramirez-Avila, 2001) 6 en la segunda mitad del ciclo estral (Pastelin-Rojas, 2003)
interrumpe el ciclo e inhibe de modo claro la secrecion de gonadotropinas y de
estrogenos. Independientemente del momento del ciclo estral en que se realizo el
blogueo de los receptores dopaminérgicos; el desarrollo folicular se ve interrumpido
y los indices de atresia se incrementan casi de manera absoluta en los animales. Si
bien estos efectos pudieran ser explicados por la interrupcion de la secrecion de
gonadotropinas, el reemplazo hormonal fue ineficaz para restablecer la funcion
ovarica (Vargas-Torres, 2002), lo que nos permite suponer que el blogueo
farmacoldgico de la inervacion dopaminérgica de los ovarios pudiera involucrar de
manera directa los mecanismos que controlan la funcién ovarica.

Lévesque y Di Paolo (1988) mostraron que en la rata ovariectomizada
tratada con estradiol, la densidad de receptores dopaminérgicos en los cuerpos
estriados se incrementa significativamente, mientras que la densidad del receptor
DA-2 en la adenohipdfisis no se modifica. En este modelo, la administracion
periférica de EEDQ produjo un decremento del 80% en la densidad de receptores
DA-1y DA-2 en el estriado, con una posterior recuperacion de la repoblacién en el
receptor DA-1 pero no del DA-2 en esta estructura cerebral. Por otra parte, tras el
tratamiento con EEDQ, ocurrié un decremento del 50% de los receptores DA-2 en
la adenohipdfisis. Estos resultados permitieron sugerir que el EEDQ puede
producir efectos diferenciales cuando se une de modo irreversible al receptor DA-1
respecto a lo que ocurre cuando bloquea al receptor DA-2. En este trabajo se puso
de manifiesto que la sola administracion de EEDQ en ratas no tratadas con
estradiol no se modificaron las concentraciones plasmaticas de prolactina; en
cambio, en animales que si recibieron el estimulo estrogénico y que fueron
tratadas con EEDQ, las concentraciones plasmaticas de prolactina se incrementan

respecto a animales tratados con estradiol que no recibieron EEDQ.
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Resultados de nuestro laboratorio, han mostrado que la microinyeccion
intracerebral con EEDQ a las 13:00 h en el hipotalamo anterior de ratas adultas
con ciclos regulares de cuatro dias de duracién indujo cambios en el patrén de la
ciclicidad vaginal dentro de los cuatro ciclos estrales que siguen a la
microinyeccién de la neurotoxina, prolongando la duracion del primer ciclo estral
significativamente, lo que permite sugerir que las sefales dopaminérgicas
participan en la regulacion del ciclo estral al afectar la secrecion de

gonadotropinas y de esteroides ovaricos (Meléndez et al, 2002).

Planteamiento del Problema

De acuerdo a los estudios mencionados anteriormente, es probable que la
dopamina desempefie funciones muy importantes en el control de la ovulacion
espontanea. Los antecedentes que muestran los efectos del bloqueo sistémico de
los receptores dopaminérgicos sobre el funcionamiento del eje hipotalamo-
hipdfisis-ovario, ponen de manifiesto el papel critico que desempefia la dopamina
en la funcion reproductiva de la hembra en relacion con las vias de comunicacion
neuroendocrinas, endocrinas y aparentemente, neurocrinas (Dominguez et al,
1987; Moran & Dominguez, 1995). Sin embargo, no existen evidencias claras de
gue el ovario utilice a la dopamina como un neurotransmisor clasico, o bien, como
un neuromodulador.

Se ha detectado la presencia de dopamina y sus receptores en diferentes
compartimentos ovaricos pero se discute su papel funcional en estos tejidos
(Aguado et al, 1982; Anesetti et al, 2001; Bodis et al, 1992; Bodis et al, 1993; Lara
et al, 2001; D’Albora & Barcia, 1996; D’Albora et al, 2000; Mayerhofer et al, 1997;
Rey-Ares et al, 2007).

La dopamina participa en la regulacion de diversas funciones como la
conducta motora, la emotividad y la afectividad asi como en la comunicacién
neuroendocrina (Bahena-Truijillo, 2000).

Otros trabajos en los que se ha analizado el papel de la dopamina en la

periferia postulan que actia como un modulador de las funciones renales y
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cardiovasculares (Amneta et al, 2002) y es factible que en los ovarios desempefie
funciones semejantes.

La participacion de sefiales neurales en la regulacién de la ovulacion puede
ser explicada por efectos de las hormonas y mediados por neurotransmisores
como las catecolaminas y neuropeptidos liberados localmente para influir en la
respuesta de los tejidos ovaricos a las gonadotropinas.

El ovario recibe inervacion abundante de naturaleza catecolaminérgica y
peptidérgica que proviene principalmente del nervio ovarico superior y del plexo
ovarico (Burden, 1985) y se ha postulado particularmente que noradrenalina tiene
una influencia determinante sobre la esteroidogénesis y el desarrollo folicular
(Dissen & Ojeda, 1999). Sin embargo, la presencia de receptores a la dopamina
en diferentes compartimentos ovaricos nos permite sugerir que pudiera
desempefiar un rol importante en la regulacién de las funciones del ovario.

Se han encontrado niveles de dopamina en el fluido antral de foliculos
preovulatorios de primates (Bodis et al., 1993). D’ Albora y colaboradores (2000)
encontraron neuronas positivas para la enzima tirosina hidroxilasa en ovarios de
rata.

En tejido ovérico equino se analiz6 y se encontré la presencia de los
receptores de dopamina del tipo DA; y DA,. (King et al., 2005). Se ha
comprobado la expresion de receptores de dopamina en células de la granulosa y
tecales en humano como en rata (Rey-Ares et al., 2007).

De acuerdo a los antecedentes anteriores, no hay evidencias claras que
describan el papel funcional de la dopamina presente en los ovarios. Los
diferentes estudios que abordan el analisis del papel de la inervacion ovarica
sobre las funciones de la gonada se han enfocado en los sistemas
noradrenérgicos y peptidérgicos (Aguado, 2002; Ahmed et al, 1986; Ben-Jonathan
et al, 1982; Des et al, 1985; Davoren & Hsueh, 1985; Dissen & Ojeda, 1999;
Mayerhofer et al, 1997; McNeill & Burden, 1987), funciones que se afectan
sensiblemente cuando se modifican las influencias nerviosas que llegan al ovario
(Burden, 1985; Curry et al, 1984; Curry et al, 1984b; Lara et al, 1990).
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Justificacion del Estudio

Con base en todos estos antecedentes, particularmente en aquellos en los
gue se muestra que el bloqueo sistémico y central de los receptores a la dopamina
sobre las funciones que conducen a la ovulacion, podemos plantear que este
neurotransmisor/neuromodulador participa activamente en el control de las
funciones ovaricas. Existen evidencias de la presencia de dopamina y sus
receptores en los tejidos ovaricos pero el papel funcional de esta sefial quimica
aun no ha sido descrito. Aparentemente, esta participacién varia a lo largo del
ciclo estral e incluso en el momento del dia en que se analiza su funcion.

Por lo anterior, en el presente estudio se analizaron los efectos del bloqueo
irreversible de los receptores dopaminérgicos a las 8:00; 13:00; 20:00 h, inducido
por la microinyeccion de EEDQ dentro de las bursas ovéricas, en diferentes dias
del ciclo estral de la rata adulta, evaluando la respuesta ovulatoria y la secrecion
de gonadotropinas, esta Ultima estimada por los cambios en el patrén de ciclicidad

vaginal.

Hipotesis

El bloqueo irreversible de los receptores a la dopamina inducido por la
inyeccion local del antagonista dopaminérgico EEDQ dentro de las bursas
ovaricas afectara la ovulacion espontanea de la rata adulta, lo que dependera del

dia y de la hora del ciclo estral en que se realice el bloqueo farmacolégico.
Objetivo General
Analizar los efectos del bloqueo irreversible de los receptores a la dopamina
inducido por la inyeccién local del antagonista dopaminérgico EEDQ dentro de las

bursas ovaricas sobre la ovulacion espontdnea de ratas con ciclos estrales

regulares de cuatro dias de duracion.
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Objetivos Especificos

1) Analizar los efectos del blogueo irreversible de los receptores a la dopamina
inducido por la inyeccion local del antagonista dopaminérgico EEDQ dentro de
las bursas ovaricas sobre la secrecidbn de gonadotropinas, estimada por el
aspecto del frotis vaginal, a las 8:00, 13:00 y 20:00 h de los diferentes dias del
ciclo estral de la rata adulta.

2) Analizar los efectos del blogueo irreversible de los receptores a la dopamina
inducido por la inyeccion local del antagonista dopaminérgico EEDQ dentro de
las bursas ovéricas sobre la ovulacion espontanea, a las 8:00, 13:00 y 20:00 h
de los diferentes dias del ciclo estral de la rata adulta.

3) En los casos donde se observen modificaciones en la ovulacion espontanea al
blogueo irreversible de los receptores dopaminérgicos de los ovarios, analizar
los efectos del reemplazo hormonal de la sefial hipotalamica (GnRH) u ovérica

(estradiol) sobre la respuesta ovulatoria.

Materiales y Métodos

Material Biolégico.

Se utilizaron 125 ratas hembras adultas de 90 a 120 dias de edad de la
cepa CIll-ZV del Bioterio Claude Bernard, con pesos corporales de 200 a 250
gramos. Los animales fueron alojados en condiciones de 14 h luz / 10 h
obscuridad (luces de las 05:00 a las 19:00 h) y con libre acceso a agua y alimento

balanceado.

Registro del Ciclo Estral.

Se realiz6 el registro del aspecto de los cambios del epitelio vaginal por
medio de frotis obtenidos de la piel de la vagina; el registro se realizé diariamente
entre las 9:00 y 10:00 h a lo largo del experimento. En el estudio, sélo se utilizaron
animales que presentaron al menos tres ciclos consecutivos de cuatro dias de
duracion: estro, diestro-1, diestro-2 y proestro (animales ciclicos) y entonces

fueron distribuidos en los diferentes grupos experimentales.
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Grupos Experimentales.

Todas los animales ciclicos fueron distribuidos en grupos experimentales por
cada dia del ciclo estral (grupos con histologia vaginal en: diestro-1, diestro- 2,
proestro o estro) y en tres horarios diferentes en cada dia del ciclo estral (8:00,
13:00 y 20:00 h).

e Grupos con EEDQ. Ratas con ciclos estrales regulares a los que se les
administraron 20 pL de solucion de EEDQ (5mg/ml ovario; diluido en etanol+
solucion de NaCl 0.9% 1:1: vehiculo) dentro de cada bursa ovarica.

e Grupo Vehiculo. Ratas con ciclos estrales regulares a los que se les
administré solucion salina dentro de cada bursa ovérica.

e Grupo Control. Animales ciclicos a los que se les realiz6 la laparotomia
bilateral e inspeccién del ligamento que sostiene al Utero sin exteriorizar los

ovarios.

Preparacion del Farmaco.

De acuerdo a la informacién que proporciona la literatura, el EEDQ (Cat.
14983-7; Sigma Aldrich Inc.) se prepard a una concentracion de 5mg/ml y para su
dilucion se utilizé una mezcla 1:1 de etanol 96% y solucién salina 0.9% (Hess et al,
1988; Levant et al, 1997).

Preparacion de Hormonas.

e Solucion Stock de LHRH (40ug/ml): se pesaron 2 mg de GnRH sintética
(LHRH, Cat. L-1898; Sigma Inc.) y se diluyeron en 10 ml de agua destilada;
la solucién se aforo a 50 ml.

e Solucion de GnRH sintética: Se tom6 1 ml de solucion stock y se aforo
hasta 5 ml de agua destilada; la concentracion de la solucion resultante es
de 8 pg/ml.

e Solucidon de Benzoato de Estradiol. De acuerdo a Everett y Sawyer (1949) se
pesaron en balanza de precision (0.1 mg) 20 mg de cristales de Benzoato de
Estradiol (BE; Sigma Products Inc., Catalogo: B-8515, pB-Estradiol 3-

benzoate). Los cristales se disolvieron en 100 pL de acetona seguido de la
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incorporacion de 900 pL de aceite vegetal de canola (Solucién Stock a
concentracion final de: 20 mg/ml). Inmediatamente, se tomaron 10 pL de la
solucion stock de BE y se afor6 a 1 ml (1000 pL) con aceite vegetal de
canola puro (Solucién Oleosa a concentracion final de: 0.2 mg/ml). La
solucion oleosa de BE se guardd en frasco @mbar con sello de goma (cada
mililitro de solucién oleosa alcanza para 40 dosis recomendadas de BE de

10pg que equivalen a 100 u.i. de estrogeno por cada una).

Procedimiento Quirurgico (Laparotomia Bilateral) para la Microinyeccion.

1.

Para la realizacion de la laparotomia bilateral se utiliz6 una méquina afeitadora
con cuchillas del No. 40, una mesa de diseccion, una bomba de perfusion
nanomolar conectada a un microinyector motorizado, una jeringa Hamilton de
100pL, una fuente de luz conectada a dos conductores de fibra éptica, solucién
de clorhexidina 2% (CLH 2%), material quirdrgico diverso (una tijera iris de
diseccidén, una tijera punta fina, una pinza hemostatica, dos pinzas de diseccion
de punta fina, seda quirargica #00, bisturi, gasa quirdrgica estéril)(Fotografia
1).

Todos los animales fueron sedados con éter y una vez inmovilizados, se les
rasuré el area ventral lateral de ambos lados, desde la pierna hasta la primera
costilla en ambos lados del cuerpo (Fotografia 2).

Los animales afeitados se colocaron en posicién de costado sobre su lado
izquierdo en una cama plana limpia y desinfectada con espray de solucion CLH
2%y se establecio el campo quirdrgico (Fotografia 3).

Se iniciod la cirugia laparoscopica tomando como referencia la Gltima costilla y
el punto de flexién de la pierna (Fotografia 4).

Se limpio la piel con gasa saturada con CLH 2% vy se realizé una incision de
aproximadamente 0.5 cm sobre la piel (Fotografia 5).

Con la ayuda de una pinza hemostatica, la fisura sobre la piel se expandié y se
removié la grasa subcutdnea empleando una tijera quirdrgica de punta fina

(Fotografia 6).
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7. Con la maniobra anterior, se localiza el musculo abdominal en la regibn mas
cercana al ovario y se realiza un corte quirdrgico de aproximadamente 2mm
hasta atravesar peritoneo (Fotografia 7).

8. Con ayuda de una pinza hemostatica, se amplio la herida con el fin de ubicar la
grasa blanca que rodea al ovario y el Gtero (Fotografia 8).

9. Se prepara y calibra la bomba de perfusion nanomolar para que se inyecten 20
ML de solucion de EEDQ o del vehiculo (Fotografia 9).

10.Con una pinza de punta fina, se jalo la grasa y se exterioriz6 el ovario izquierdo
y se procedio a realizar la microinyeccion (Fotografia 10).

11.Para realizar la microinyeccion se emple6é una bomba de perfusion nanomolar
conectada a una jeringa Hamilton de 100ul y una aguja hipodérmica del No. 25;
se sujetd firmemente la bursa ovarica izquierda con una pinza fina y se dirigié
la punta de la aguja hasta ingresar a través de la pared de la bursa al espacio
entre el tejido ovérico y esta Ultima; se realizd la microinyeccion de 20 pL de
EEDQ o del vehiculo a una velocidad de 1.25 ulL/seg dentro de la bursa
ovarica.

12.Antes de retirar la aguja del microinyector, se dejé reposar durante 20
segundos el tejido; se rehidraté el ovario con espray de CLH 2% y se devolvid
a la cavidad corporal el ovario y los tejidos exteriorizados (Fotografia 11).

13.Se realizé la sutura de la incision sobre el musculo abdominal con seda
quirdrgica #00 y un punto en cruz; se limpi6 la herida con gasa saturada con
CLH 2% (Fotografia 12)

14.Se sutura la incisién de la piel con seda quirurgica #0 con 2 puntos sencillos y
se limpid la herida con gasa saturada con CLH 2% (Fotografia 13).

15.Finalmente, se colocan una gota de azul piotanico como cicatrizante
(Fotografia 14).

16.Este proceso se repite de la misma forma para la microinyeccion del EEDQ o
del vehiculo en el ovario derecho (Fotografia 15).

17. El registro del ciclo estral se reanud6 a la mafiana siguiente hasta el dia de la

eutanasia (estro esperado) (Ver imagenes en los recuadros siguientes).
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Fotografia 1 s Fotografia 2

ad

Equipo y materiales utilizados para la realizacion de la técnica de | Procedimiento de sujecion e inmovilizacion de los animales de
microinyeccién de farmacos activos dentro de las bursas | experimentacion con el fin realizar la sedacion de los mismos

ovaricas. con vapores de éter etilico.
—V." : . - n
i ) Fotografia 4

Una vez sedado el animal se procede a rasurar la region latero- | Ubicacion de la zona donde se localiza el ovario. Se palpa la
dorsal en ambos lados del cuerpo. ultima costilla y el punto de flexion de la pierna.

4

Fotografia 6

Se retira la grasa subcutanea con el fin de exponer el musculo
abdominal dors:

Se realiza un corte sobre el musculo abdominal dorsal y se | Se exterioriza el ovario izquierdo acompafiado de la grasa blanca
visualiza la grasa blanca corporal, signo de la localizacion precisa | que lo rodea; se hidrata y se limpia la zona con clorhexidina 2%.
del Utero y ovarios, unidos al ligamento suspensor. Se ubica la zona de la bursa ovarica.
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Fotografia 9 Fotografia 10

Se prepara la bomba de perfusion nanomolar calibrada de acuerdo al ~ Se realiza la microinyeccion de la solucion de EEDQ hasta infiltrar 20 pL
volumen y jeringa Hamilton que se utiliza. de solucién en cada bursa ovarica. Cuando la bomba termina su ciclo, se
mantiene sujeto el ovario con la jeringa durante 30 segundos antes de
retirar la aguja del microinyector.

Fotografia 11 Fotografia 12

Se reingresa el ovario (siempre unido al ligamento y su grasa blanca) ala  Se realiza una sutura en cruz reuniendo los pliegues de la incisién con
cavidad peritoneal. seda quirdrgica, limpiando con solucién de clorhexidina 2%.

Fotografia 13 Fotografia 14

Se realizan los puntos de sutura necesarios sobre la piel del primer corte. ~ Se vuelve a limpiar la zona con solucién de clorehxidina 2% y finalmente
Los puntos de sutura se realizan de modo individual (no continuo). Se agrega unas una gota de azul piotanico como cicatrizante.

Fotografia 15 _ ' Fotografiaz16
X ar

El procedimiento de la cirugia laparoscopica y la microinyeccion se repite  En esta fotografia se muestra el resultado final de la técnica quirlrgica
para el ovario derecho. utilizada en los experimentos realizados.
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Procedimiento de Autopsia (Eutanasia).

Entre las 9:00 — 10:00 h de la mafiana del estro esperado y previa sedacion
en camara de vapores de cloroformo, todos los animales fueron sacrificados por
decapitacion.

A la autopsia, se disecaron los oviductos, los ovarios y el Gtero. En cada
oviducto se buscaron los signos de ovulacién con ayuda de un estereomicroscopio
y todos los casos donde se observaron signos de ovulacion, se cont6 el nimero
de ovocitos liberados (NOL).

La tasa de animales ovulantes (TAO) se analiz6 empleando la siguiente

formula:

No. de ratas que presentan el signo
TAO = X100
No. de ratas en el grupo

Los ovarios y el Gtero fueron pesados en balanza de precision de 0.1 mg y los
datos se expresaron en miligramos/100 gramos peso corporal. En todos los casos
se registré la tasa de utero distendido (TUD) como indice de la alteracion de la

secrecion de estrogenos se analizo utilizando la siguiente formula:

No. de ratas que presentan el signo
TUD = X 100
No. de ratas en el grupo

El aspecto de frotis vaginal de los animales fue utilizado como indice de la
eventual modificacion de la secrecion de gonadotropinas y esteroides ovaricos
(Sanchez y Dominguez 1995). La tasa de estro vaginal (TEV) se analizé de la

siguiente forma:

No. de ratas que presentaron frotis
vaginal caracteristico de estro
TEV = X 100
No. de ratas en el grupo
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Reemplazo Hormonal.

En aquellos grupos experimentales en los que se observaron cambios
significativos en la TAO, se aplicaron los siguientes tratamientos hormonales:

¢ RH de la Sefial Hipotalamica. Grupos con microinyeccién bilateral del
EEDQ se les administré una dosis Unica de GnRH sintética (3.7 ug/Kg de
peso; i.m.) a las 14:00 hrs del proestro esperado y los animales fueron
sacrificados a la mafiana siguiente entre las 09:00 y 10:00h.

e RH de la Sefal Ovarica. Grupos con microinyeccion bilateral del EEDQ se
les administré una dosis Unica de BE (10 pg/animal; i.m.) a las 14:00 hrs del
diestro-2 esperado y los animales fueron sacrificados en la mafiana del
estro esperado entre las 09:00 y 10:00h.

En todos los casos, el procedimiento de autopsia se realiz6 de la forma
indicada lineas arriba y se buscé la presencia del NOL en los oviductos y se
estimd la TAO.

Analisis Estadistico.

Todos los datos de las tasas de animales ovulantes, de estro vaginal y de
atero distendido se analizaron usando la Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher.
Los resultados del conteo del nimero de ovocitos liberados fueron analizados por
la prueba de Kruskall-Wallis, seguida de la prueba de comparaciones multiples de
Dunn; en aquellos en que se compararon pares de medias, se utilizé la U de
Mann-Whitney. En todos los casos se consideraron estadisticamente significativas

aquellas diferencias que fueron iguales o menores a 0.05.
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Resultados

Efectos de la microinyeccién del vehiculo en diferentes dias y horas del ciclo
estral sobrela TEV, la TUD y la TAO.

Los efectos de la microinyeccién del vehiculo a las 08:00, 13:00 y 20:00 h
en uno de los diferentes dias del ciclo estral no modifico la TEV en la mafiana del
estro esperado entre los distintos grupos (Vehiculo: 31/40 vs. Control: 28/30, ns) ni

respecto a los animales control (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos de la microinyeccion de 20 uL de solucion de etanol + solucion salina (1:1) (vehiculo) en la bursa
ovarica derecha e izquierda de ratas adultas ciclicas sobre la tasa de estro vaginal en la mafiana del estro esperado. La
micro inyeccion del vehiculo se realiz6 a las 08:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes dias del ciclo estral y todos los
animales mostraron al menos tres ciclos estrales consecutivos de cuatro dias de duracién (estro: E, diestro-1: D-1,
diestro-2: D-2 y proestro: P) antes de la microinyeccion. Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h de
la mafiana del estro esperado.

Tasa de Estro Vaginal
Grupos 8:00h 13:00h 20:00h
Experimentales E|D1|D2|P|E|D1|D2|P | E|Dl|D2|P
Control 212 | 3/4 | 22 | 212 |22 414 | 22| 22|22 34|22 22
Vehiculo 212 | 114 | 212 | 22 | 4I5 | 4/4 | 6/6 | 4/4 | 213 | 1/4 | 1/2 | 2/2

En cuanto a la presencia de los signos de distencion del utero, como indice
de alteracién de la secrecion de estrdgenos, no se encontraron diferencias en la
TUD entre los grupos que recibieron la microinyeccion del vehiculo y los controles
con laparotomia bilateral en ninguno de los dias del ciclo estral (Control: 4/30 vs.
Vehiculo 7/40, ns) (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la microinyecciéon de 20uLde EEDQ (5mg/ml) disuelto en etanol + solucion salina (1:1)
(vehiculo) de dentro de la bursa ovérica derecha e izquierda de ratas adultas con ciclos estrales regulares de
cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro) sobre la tasa de Utero distendido. La microinyeccion del
EDDQ se realiz6 a las 08:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes dias del ciclo estral. Todos los animales se
sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h de la mafiana del estro esperado.

Tasa de Utero Distendido
Grupos 8:00h 13:00h 20:00h
Experimentales E|D1|D2|P | E|D1|D2| P |E|D1|[D2]| P
Control 0/2 | 1/4 | 02 | 0/2|0/2| 2/4 | 0/2 | 0/2 | 0/2 | 1/4 | 012 | 02
Vehiculo 0/2 | 0/4 | 02| 0/2|1/5| 0/4 | 2/6 | 0/4 | 1/3 | 2/4 | 1/2 | 02
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Los resultados anteriores se correlacionaron directamente con la TAO, ya
gue tampoco se observaron cambios significativos en la respuesta ovulatoria de
los animales tratados con el vehiculo respecto a los animales del grupo control
(Tabla 3).

Tabla 3. Efectos de la microinyeccion de 20 pL de solucion de etanol + solucion salina (1:1) (vehiculo) en la bursa
ovarica derecha e izquierda de ratas adultas ciclicas sobre la tasa de animales ovulantes en la mafiana del estro
esperado. La micro inyeccion del vehiculo se realizé a las 08:00, 13:00 0 20:00 h en los diferentes dias del ciclo estral y
todos los animales mostraron al menos tres ciclos estrales consecutivos de cuatro dias de duracion (estro: E, diestro-1:
D-1, diestro-2: D-2 y proestro: P) antes de la microinyeccion. Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h
de la mafiana del estro esperado.

Tasa de Animales Ovulantes
Grupos 8:00h 13:00h 20:00h
Experimentales E|D1|D2| P |E|DI|D2|P|E|Dl|D2|P
Control 212 | 314 | 212 | 202 | 212 | 34 | 212|212 |22 | 34|22 |22
Vehiculo 212 | 214 | 212 | 212 | 45 | 44 | A6 | 414 | 213 | 1/4 | 1/2 | 22

Los efectos de la microinyeccion del vehiculo a las 08:00, 13:00 y 20:00 h
en uno de los diferentes dias del ciclo estral no modifico la TAO en la mafana del
estro esperado (Vehiculo: 30/40vs. Control: 27/30, ns) en ninguno de los grupos ni
respecto a los animales del grupo control.

Tomando en cuenta lo anterior, se decidio reunir los datos de la TEV, TUD y

de la TAO en un solo grupo testigo para los andlisis posteriores.

Efectos de la microinyeccién de EEDQ en diferentes dias y horas del ciclo
estral sobrela TEV, la TUD y la TAO.

Los efectos del blogueo de los receptores dopaminérgicos inducido por la
microinyeccion del EEDQ sobre la TEV mostraron diferencias que dependieron de
la hora y de la fase del ciclo estral en que se realizd el bloqueo farmacolégico de
los receptores a la dopamina. De manera general, se observé que la TEV en los
animales tratados con EEDQ es menor respecto a los grupo testigo (Testigo 57/70
vs. EEDQ 32/51; p<0.04; Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher); esta
diferencia es notoriamente clara cuando la inyeccion de EEDQ se realiza en los
dias del estro y del diestro 1 (EEDQ: 11/29 vs. Testigo: 30/40; p<0.001), lo que no

ocurrio cuando se bloguearon los receptores dopaminérgicos en el diestro 2 o
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proestro (EEDQ: 21/26 vs. Testigo: 27/30, ns). Por otra parte, existe una notable
ausencia del signo del estro vaginal en los animales tratados con el EEDQ a las
13:00h durante la primera mitad del ciclo estral (EEDQ: 1/9 vs. Testigo: 14/15,
p<0.0001; Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher). Sin embargo, solo en el
grupo tratado a las 13:00 del dia del diestro 1 mostré ausencia significativa del

estro vaginal respecto a su grupo testigo (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de la microinyeccién de 20 pL de solucidn de EEDQ (5mg/ml) disuelto en etanol + solucion salina (1:1)
dentro de la bursa ovarica derecha e izquierda de ratas adultas ciclicas sobre la tasa de estro vaginal en la mafiana del
estro esperado. La microinyeccién (EDDQ) se realizd a las 08:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes dias del ciclo estral y
todos los animales mostraron al menos tres ciclos estrales consecutivos de cuatro dias de duracion (estro: E, diestro-1:
D-1, diestro-2: D-2 y proestro: P) antes de la microinyeccién. Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h
de la mafiana del estro esperado.

Tasa de Estro Vaginal

Grupos 8:00h 13:00h 20:00h
Experimentales E|DI|D2|P | E|DI|D2|P |E|DI|D2|FP
Testigo 414 | 418 | 414 | 414 | 6/ | 8/8 | 8/8 | 5/6 | 4/5 | 4/8 | 2/4 | 4/4
EEDQ 5/8 | 0/4 | 2/4 | 4/4 | 1/5 | 0/4* | 5/6 | 4/4 | 2/4 | 3/4 | 2/4 | 4/4

*p<0.05 comparado con el grupo Testigo (Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher)

No se encontraron diferencias significativas en la TUD en los animales
tratados con EEDQ en los diferentes dias del ciclo estral ni en los distintos
horarios, sin embargo, de manera global se observd mayor frecuencia en este
signo en los animales tratados con el antagonista comparado con el grupo
testigo(EEDQ: 19/55vs. Testigo: 8/70; p<0.003, Prueba de Probabilidad Exacta de
Fisher). El andlisis de la TUD respecto a la hora de la microinyeccion mostrd un
incremento en los animales tratados con el antagonista a las 08:00h (EEDQ 08:00:
7120 vs Testigo: 0/20, p<0.01; Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher), lo que no
ocurrié en los grupos tratados a las 13:00 h (EEDQ 13:00: 5/19 vs Testigo: 4/29,
ns) o a las 20:00 h (EEDQ 20:00: 6/16 vs Testigo: 4/21, ns)(Tabla 5).
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Tabla 5. Efecto de la microinyeccion de 20uLde EEDQ (5mg/ml) disuelto en etanol + solucién salina (1:1) dentro
de la bursa ovarica derecha e izquierda de ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro dias (estro,
diestro-1, diestro-2 y proestro) sobre la tasa de Utero distendido. La microinyeccion del EDDQ se realiz6 a
las 08:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes dias del ciclo estral. Todos los animales se sacrificaron entre las
09:00 y 10:00 h de la mafiana del estro esperado.

Tasa de Utero Distendido
Grupos 8:00h 13:00h 20:00h
Experimentales E |D1|D2| P |E|D1|D2|P|E|[D1|D2]|P
Testigo 0/4 | 0/8|0/4|0/4|1/7|1/8|28]|06|15]|28|1/4 | 0/4
EEDQ 3/8 | 1/4|3/4|0/4|1/5]| 1/4|36|0/4|1/4]|3/4]|2/4|0/4

Al analizar los datos de manera global, la microinyeccién de EEDQ dentro
de las bursas ovéricas disminuyé la TAO (EEDQ: 29/55 vs. Testigo: 57/70,
p<0.001; Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher). Sin embargo, la respuesta
ovulatoria dependié de la hora, de la fase del ciclo ovarico y del dia del ciclo estral
en que se realizo la microinyeccién (Tabla 6) (Figura 1)

Con base en la hora en que se realiz6 la microinyeccion del antagonista, la
administracion de EEDQ realizada a las 13:00h disminuy6 la TAO comparado con
su grupo testigo (EEDQ: 7/19 vs Testigo: 25/29, p<0.005; Prueba de Probabilidad
Exacta de Fisher), lo que no se observd cuando la microinyeccion del antagonista
se realiz6 en otro horario (08:00h: EEDQ = 11/20 vs. Testigo = 17/20, ns; 20:00h:
EEDQ = 11/16 vs. Testigo = 15/21, ns) (Figura 7).

Tabla 6. Efecto de la microinyeccion de 20uLde EEDQ (5mg/ml) disuelto en etanol + solucion salina (1:1) dentro de la
bursa ovarica derecha e izquierda de ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2
y proestro) sobre la tasa de animales ovulantes. La microinyeccion del EDDQ se realiz6 a las 08:00, 13:00 0 20:00 h en

los diferentes dias del ciclo estral. Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h de la mafiana del estro
esperado.

Tasa de Animales Ovulantes

Grupos 8:00h 13:00h 20:00h
Experimentales E |D1|D2|P [E |D1 |D2|P |E [D1|D2|P

Testigo 414 | 5/8 | 414 | 414 | 617 | 718 | 6/8 |66 |45 |48 | 3/4 | 4l4

EEDQ 5/8 | 0/4 | 214 | 44 | /5% | 0/4* | 3/6 | 4/4 | 2/4 | 3/4 | 214 | 4/4

*p< 0.02 comparado con su grupo Testigo; prueba de Probabilidad Exacta de Fisher
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Figura 7. Efecto de la microinyeccion de 20uLde EEDQ (5mg/ml) disuelto en etanol + solucién salina (1:1) dentro de la bursa
ovarica derecha e izquierda de ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro)
sobre |a tasa de animales ovulantes. La microinyeccion del EDDQ se realizé a las 08:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes
dias del ciclo estral. Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h de la mafiana del estro esperado (* p<0.05

racnanta al ArinA tactinA)

En lo referente a la fase del ciclo, la microinyeccion de la solucién de EEDQ
a las 13:00h realizada durante la primera mitad del ciclo estral, es decir en los
dias del estro y diestro-1, bloqued de manera absoluta la ovulacion espontanea,
(EEDQ: 0/9 vs. Testigo: 13/15, p<0.0001; Prueba de Probabilidad Exacta de
Fisher); esta diferencia es incluso significativa cuando se compara con las
microinyecciones del antagonista realizadas en la mafiana o en la noche (13:00h:
0/9 vs. EEDQ a las 08:00: 5/12 y 20:00h: 5/8, p<0.05 y 0.01, respectivamente;
Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher). El bloqueo absoluto de la ovulacion
espontanea observado en los grupos tratados con EEDQ a las 13:00 de la primera
mitad del ciclo estral es diferente comparado con las microinyecciones realizadas

durante la segunda mitad del ciclo estral, es decir en los dias del diestro-2 y
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proestro, (EEDQ a las 13:00h del estro y del diestro-1: 0/9 vs. EEDQ a las 13:00h
del diestro-2 y del proestro: 7/10, p<0.01; Prueba de Probabilidad Exacta de
Fisher).

Efectos de la Microinyeccion de EEDQ en Diferentes Dias y Horas del Ciclo
Estral Sobre el Nomero de Ovocitos Liberados.

Los datos recabados en diferentes épocas trabajando con la Cepa CII-ZV
qgue se cria en el Bioterio Claude Bernard de la BUAP, nos muestran que el total
del NOL en un animal intacto con ciclos regulares de cuatro dias de duracién
descarga una cuota de 11.7+0.3 ovocitos. Cuando se comparé este dato con el
total del NOL en los grupos control con laparotomia bilateral y los grupos con
microinyeccién del vehiculo, en los diferentes dias y horas del ciclo estral, no se
observaron diferencias significativas en la cuota ovulatoria (Animales Ciclicos
Intactos (N=26): 11.7+0.3 ovocitos vs. Control con Laparotomia Bilateral (N=27):
13.2+0.5 ovocitos o Vehiculo (N=30): 11.5+0.5; ns) (Tabla 7).

Tabla 7. Mediate.e.e.m. del nimero de ovocitos liberados en los animales que recibieron laparotomia
bilateral y una microinyeccion bilateral con 20uL de etanol + solucidén salina (1:1; vehiculo) de dentro de cada
bursa ovérica de ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y
proestro). La microinyeccion del vehiculo se realiz6 a las 08:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes dias del ciclo
estral. Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h de la mafiana del estro esperado.

Numero de Ovocitos Liberados
Control Absoluto (N=26) 11.74£0.3

Grupos Experimentales 08:00 h 13:00 h 20:00 h
Control en Estro 14.5£1.5 13.5£0.5 9.0+4.0
Vehiculo en Estro 13.0£1.0 11.31£2.3 9.5+1.5
Control en Diestro-1 11.31£0.7 12.7£1.5 15.311.2

Vehiculo en Diestro-1 10.0£5.0 13.81£1.8 9
Control en Diestro-2 13.0£1.0 13.0£2.0 9.0+£3.0

Vehiculo en Diestro-2 11.0£1.0 15.31£1.3 13
Control en Proestro 13.5£0.5 15.5+1.5 15.0¢1.0
Vehiculo en Proestro 8.0£1.0 11.84£2.3 9.0+1.0
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Tomado en cuenta este resultado, se decidio reunir los datos del NOL por
ambos ovarios en un solo grupo testigo.

El analisis global de los efectos de la microinyeccion bilateral del EEDQ en
las bursas ovaricas mostro una reduccion significativa del NOL global respecto al
testigo (EEDQ (n=29): 8.8+0.6 ovocitos vs Testigo (57): 11.7+0.5; p<0.0004,
Prueba de U de Mann-Whitney).

Al analizar este parametro respecto a la fase del ciclo ovarico, la
disminucién en el NOL en los grupos tratados con EEDQ sigue siendo significativa
(EEDQ 12 Mitad del Ciclo: 8.2+0.9, EEDQ 22 Mitad del Ciclo: 9.2+0.8 vs Testigo:
11.7+0.5; p<0.05, Prueba de Kruscall-Wallis seguida de la Prueba de
Comparaciones Multiples de Dunn).

Asi mismo, se observaron diferencias en el NOL en funcion de la hora del
dia en que se realizo la microinyeccion del EEDQ); el NOL de los animales tratados
a las 08:00 h fue significativamente menor respecto al testigo (EEDQ 08:00h:
7.1£0.7 ovocitos vs Testigo: 11.7+0.5 ovocitos; p<0.001 Prueba de Kruskall-Wallis
seguida de la Prueba de Comparaciones Mudltiples de Dunn), sin cambios
significativos a las 13:00 y 20:00 h (EEDQ 13:00h: 10.5+1.3 ovocitos y EEDQ
20:00h: 9.2+0.9 ovocitos vs Testigo: 11.7+0.5 ovocitos, ns).

Sin embargo, al analizar el NOL en funcién del dia del ciclo estral y de la
hora entre los grupos testigo y con microinyeccion del EEDQ dentro de las bursas
ovaricas, estas diferencias no se revelaron en el andlisis integral de la ovulacién
(Tabla 8).
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Tabla 8. Mediate.e.e.m. del nUmero de ovocitos liberados por los ovarios de los animales que recibieron
una microinyeccion bilateral de 20uLde EEDQ (5mg/ml) disuelto en etanol + solucion salina (1:1) dentro de cada
bursa ovarica de ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y
proestro). La microinyeccion del EDDQ se realiz6 a las 08:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes dias del ciclo
estral. Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h de la mafiana del estro esperado.

Numero de Ovocitos Liberados
Exptfrirrl:]%?ftales 8:00h 13:00h 20:00h
Testigo en Estro 13.7£0.8 12.31£1.2 9.2+1.7
EEDQ en Estro 7.5£1.0 0 11.5£1.5
Testigo en Diestro-1 10.8+1.6 12.410.6 13.7£1.7
EEDQ en Diestro-1 0 0 8.3+1.2
Testigo en Diestro-2 12+0.8 13.6£0.8 12.6£0.3
EEDQ en Diestro-2 8.0£2.0 10.6+2.4 8.5+3.5
Testigo en Proestro 10.7¢1.7 12.1+1.3 14.0+0.5
EEDQ en Proestro 6.2+1.1 12.0£0.7 9.0+1.7

Tabla 9. Mediate.e.e.m. del peso relativo de los ovarios (mg/100g peso corporal) de los animales que
recibieron una microinyeccion bilateral de 20pLde EEDQ (5mg/ml) disuelto en etanol + solucién salina (1:1) dentro
de cada bursa ovarica de ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2
y proestro). La microinyeccion del EDDQ se realiz6 a las 08:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes dias del ciclo
estral. Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h de la mafiana del estro esperado.

Peso de los Ovarios

Grupos 8:00h 13:00h 20:00h
Experimentales ol oD ol oD ol oD
Testigo en Estro 12.6£1.1 | 11.9+1.1 | 11.5£1.2 | 11.3+1.1 | 11.7£06 | 11.5£0.6
EEDQ en Estro 13.6£0.4 | 14111 | 146208 | 129+06 | 13.5£1.4 | 14219
Testigo en Diestro-1 | 13.1£1.2 | 12.4+0.5 | 12.841.1 | 11.3£0.8 | 10.3£0.3 | 10.6+0.7
EEDQ en Diestro-1 | 12.2+0.7 | 11.1204 | 10.0+0.3 | 10.7+1.1 | 10.7£0.2 | 14.6+1.4
Testigo en Diestro-2 | 12.3+1.2 | 12418 | 10.8406 | 11.5406 | 8506 | 9.3+0.3
EEDQ en Diestro-2 | 12.5+1.2 | 14.5+2.9 | 10.5£0.5 | 12.1£0.2 | 11.6£0.4 | 10.8+0.8
Testigo en Proestro | 12.0+1.4 | 11.1£09 | 13.640.2 | 12.940.7 | 11.4£0.8 | 10.9£1.1
EEDQ enProestro | 104+1.3 | 11.8+0.4 | 14.0£0.9 | 13.8£0.3 | 124+0.2 | 10.9+0.1
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Efectos de la Microinyeccién de EEDQ en Diferentes Dias y Horas del Ciclo
Estral Sobre el Peso de los Ovarios y del Utero.

No se observaron cambios significativos en el peso de los ovarios, en la

masa ovarica ni en el peso del utero de los animales que fueron tratados con la

microinyeccion de la solucion de EEDQ dentro de las bursas ovaricas (Tablas 9 y

10).

Tabla 10. Mediate.e.e.m. de la masa ovarica y peso del Utero de los animales que recibieron una
microinyeccién bilateral de 20uLde EEDQ (5mg/ml) disuelto en etanol + solucién salina (1:1) de dentro de
cada bursa ovérica de ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y
proestro). La microinyeccion del EDDQ se realiz6 a las 08:00, 13:00 o 20:00 h en los diferentes dias del ciclo
estral. Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 y 10:00 h de la mafiana del estro.

Grupos Masa Ovarica Peso de Utero
Experimentales  —g'00n | 13:00n | 20:00n | _ 800 13:00h 20:00h
Testigoen Estro | 24.5+1.4 | 228+17 | 232410 | 1642+87 | 1816£145 | 169.7+19.4
EEDQ enEsto | 27.1%09 | 27.520.9 | 27.741.1 | 164.2484 | 176.6£22.8 | 171.5£24.5
Testigo en Diestro-1 | 25.5¢2.6 | 24.1+1.2 | 209+0.9 | 1834%80 | 1739460 | 182.8£9.0
EEDQ en Diestro- | 23.3%1.8 | 20.720.6 | 25.3+06 | 166.7£10.3 | 1535156 | 190.9+2.8
Testigo en Diestro-2 | 24.722.1 | 22306 | 17.8£1.6 | 1556£12.9 | 161.4:69 | 1954%39
EEDQ en Diestro-2 | 27.0+14 | 226+1.1 | 22.4403 | 1959111 | 167.196 | 195.2+19.4
Testigo en Proestro | 23.1£1.5 | 265420 | 22.3+1.1 | 1752+27.8 | 1733%11.4 | 187256
EEDQ en Proestro | 22.2+12 | 27.8+1.0 | 23.3%2.1 | 1535116 | 162.8+9.0 | 196.5%15.9
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Efectos del Reemplazo Hormonal en los grupos tratados con EEDQ.

En aquellos grupos donde se observo una TAO menor o igual al 50%, se
realiz el reemplazo de la sefial hipotalamica con GnRH sintética o el reemplazo
de la sefal ovérica con BE.

En los diferentes grupos tratados con GnRH o BE se observo una
recuperacion significativa de la TAO (EEDQ: 14/39 vs. EEDQ+GnRH: 26/27 o
EEDQ+BE: 24/25; p<0.0001, Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher) (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de la microinyeccién de 20uLde EEDQ (5mg/ml) disuelto en etanol + solucién salina (1:1) dentro de la
bursa ovarica derecha e izquierda de ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y
proestro) sobre la tasa de animales ovulantes. Comparado con la administracién de GnRH o BE en los grupos donde la
TAO con EEDQ fue menor o igual del 50% (*p<0,05 comparado los grupo sin reemplazo hormonal, prueba de
Probabilidad Exacta de Fisher).

Discusion de Resultados

Los resultados del presente trabajo muestran que la microinyeccién bilateral
de la neurotoxina dopaminérgica: EEDQ dentro de las bursas ovaricas en la rata
adulta inhibe la ovulacion con efectos que dependen de la hora y del dia del ciclo
en que se administrd el farmaco. Incluso, se observan tendencias muy claras de
gue el neurotoxina afecta el nimero de ovocitos liberados por los ovarios de estos

animales.
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Resulta de particular interés el hecho de que el EEDQ inhiba la respuesta
ovulatoria en los animales tratados de manera diferencial cuando se administra
durante la primera mitad del ciclo estral y gradualmente desaparezcan a lo largo
de la segunda mitad del ciclo estral.

Dominguez y colaboradores (1987) analizaron los efectos de la inyeccién
sistémica con haloperidol, un antagonista de los receptores DA; y DA, utilizado en
la neuropsiquiatria como ansiolitico, en ratas adultas con ciclos estrales regulares
de cuatro dias y a las 08:00, 13:00 y 21:00h de los diferentes dias del ciclo estral.
El haloperidol indujo efectos diferentes sobre la respuesta ovulatoria de los
animales, en funcion del dia del ciclo estral e incluso de la hora en que se
administr6. El antagonista invariablemente retrasé la ovulacion espontanea
cuando se inyectd en los dias del estro y diestro-1, manteniendo este efecto
inhibitorio hasta las 08:00h del diestro-2, para después no influir significativamente
sobre la ovulacion de los animales. Estos resultados permitieron sugerir que la
dopamina es una sefial necesaria para que los mecanismos fisiolégicos que
conducen a la ovulacién se realicen correctamente durante la primera mitad del
ciclo estral aunque la influencia del neurotransmisor/neuromodulador tienda a
desaparecer durante la segunda mitad del ciclo estral.

Se ha detectado la presencia de dopamina y los receptores DA; y DA, en
diferentes compartimentos ovaricos pero en esos estudios no se aclara su posible
papel funcional en el tejido ovarico (Mayerhofer et al, 1997; Rey-Ares et al, 2007).
Venegas y colaboradores (2015), han recientemente evaluado el papel de los
receptores a la dopamina en el tejido ovarico. La microinyeccion de haloperidol o
de antagonistas selectivos del receptor DA;: SCH23390 o DA,: Sulpirida dentro de
las bursas ovéricas, indujo efectos semejantes en ratas adultas con ciclos estrales
regulares de cuatro dias cuando se antagonizan los receptores dopaminérgicos en
los mismos horarios del trabajo previo (Dominguez et al, 1987). En ambos
modelos se discute el posible efecto del haloperidol y de la Sulpirida sobre la
facilitacion de la secrecion de prolactina al actuar al nivel del tallo hipofisiario, ya
gue ambos antagonizan potentemente al receptor DA, e inhibiendo indirectamente

la ovulacion al interrumpir la secrecidbn de gonadotropinas. En cambio, la
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microinyecciéon con SCH23390 afect6 la ovulacion unicamente en el dia del
diestro-1. Este ultimo resultado es relevante ya que pone de manifiesto la plausible
interaccion entre los diferentes receptores a la dopamina aunque aun falta analizar
dicha interaccion.

Los resultados del presente trabajo son congruentes con esos datos, ya que
el EEDQ como agente alquilante se une al receptor dopaminérgico y afecta su
funcionamiento pero no lo “antagoniza” totalmente. Sin embargo, los dias criticos
para que la sefial dopaminérgica se integre a los mecanismos fisioldgicos que
conducen a la ovulacién son los mismos: estro y diestro-1, con efectos que
gradualmente desaparecen durante el diestro-2 para ya no afectar la ovulaciéon
durante el proestro.

Se han reportado efectos del EEDQ sobre receptores serotoninérgicos
(Gozlan et al., 1994) y adrenérgicos (Alder et al, 1985), por lo que es probable que
otros receptores ovaricos estén participando en las sefiales que regulan la
ovulacion, ya que la microinyeccion de antagonistas no selectivos y selectivos
producen efectos diferenciales en la respuesta ovulatoria cuando se administran
en diferentes dias y en diferentes horas del ciclo estral (Venegas, 2015).

Por dltimo, las fallas ovulatorias observadas en aquellos grupos
experimentales tratados con el EEDQ se resolvieron satisfactoriamente con el
reemplazo de las seflales hipotalamica u ovarica, restableciendo
satisfactoriamente la ovulacion. Aparentemente, el bloqueo inespecifico de los
receptores dopaminérgicos en el ovario afecta los mecanismos neuroendocrinos
gue determinan la secrecion preovulatoria de la GhnRH, misma que ocasionaria la
ausencia de la secrecion de gonadotropinas y con ello, la inhibicibn de la
produccion de los estrogenos, imprescindibles para que el efecto feedback

estimulante en el hipotalamo anterior se lleve a cabo.
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1)

Conclusiones
Los resultados del presente trabajo nos permiten concluir que:

La microinyeccién bilateral de la neurotoxina dopaminérgica: EEDQ dentro de
las bursas ovéricas en la rata adulta inhibe la ovulacion con efectos que
dependen de la hora y del dia del ciclo en que se administr6 el farmaco.

La microinyeccion bilateral de la neurotoxina dopaminérgica: EEDQ dentro de
las bursas ovaricas en la rata adulta disminuyé el numero de ovocitos
liberados.

La microinyeccion bilateral de la neurotoxina dopaminérgica: EEDQ dentro de
las bursas ovaricas durante la primera mitad del ciclo estral afecta los
mecanismos neuroendocrinos que determinan la descarga preovulatoria de la
GnRH al nivel del hipotalamo anterior y en consecuencia, una baja produccion

de estrégenos, lo que conduce a la falla ovulatoria.
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