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RESUMEN

La hemiovariectomia es una técnica que permite analizar asimetrias funcionales y fisiol6gicas
entre los ovarios. Se sabe que la administracion local de una dosis de SCH-23390, antagonista
dopaminérgico de los receptores DA-1, bloquea la ovulacién espontanea cuando se inyecta dentro
de las bursas ovaricas derecha e izquierda en ratas adultas con ciclos estrales de cuatro dias de
duracion (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro: ratas ciclicas) con efectos que dependen del dia y
hora en que los que fueron tratados. Con el fin de aclarar los efectos del bloqueo farmacologico del
receptor DA-1 en el ovario, se analiz6 en el modelo del animal hemiovariectomizado el efecto de la
microinyeccion con SCH-23390 dentro de la bursa del ovario que permanece in situ, sobre el
desarrollo de la ovulacion compensadora (OC) e hipertrofia compensadora del ovario (HCO) derecho
(OD) o izquierdo (Ol).

Ratas hembra adultas de la cepa ClI-ZV de ciclo estral regular de cuatro dias (ciclicas),
fueron hemiovariectomizadas (HX) a las 09:00 h de la mafiana del estro. En todos los animales HX
se continu6 registrando el patrén de ciclicidad vaginal y 64 ratas ciclicas recibieron una
microinyeccion con 20 pL de solucion de SCH-23390 (200 ug/uL; 10 yL/min) dentro de la bursa del
ovario remanente a las 13:00 h en uno de los diferentes dias del ciclo estral. Todos los animales se
sacrificaron en la mafana del siguiente estro vaginal observado. Como grupos testigo se utilizaron
animales HX a los que se les administré el vehiculo (NaCl 0.9%) a las 13:00 h en los diferentes dias
del ciclo estral. El grupo control consistio en 20 ratas ciclicas HX del Ol (N=10) o del OD (N=10), las
cuales se sacrificaron en la mafiana del estro luego de cuatro ciclos estrales completos.

El nimero de ovocitos liberados por OD extirpado de todos los grupos experimentales
reunidos fue mayor respecto al Ol (OD: 6.3+£0.1 ovocitos vs Ol: 4.94£0.1 ovocitos, p<0.0001; U de
Mann-Whitney) pero no se registré diferencia en el peso relativo de los ovarios extirpados (OD:
16.1+0.4 vs Ol: 16.9+0.5, ns). La microinyeccién del vehiculo no afectd la duracién del ciclo estral
en ninguno de los grupos mientras que en el grupo tratado con SCH-23390 en el diestro-1, la
presencia del estro vaginal se retrasé un dia. En los grupos de animales HX que recibieron la
microinyeccion con SCH-23390 el ovario que permanece in situ ovul6 menos respecto al de los
grupos testigo (SCH-23390 (N=32): 10.6+£0.5 ovocitos vs NaCl 0.9% (N=32): 13.3+0.4 ovocitos;
p<0.0001, U de Mann-Whitney).

De manera global, sin tomar en cuenta el dia en el que se realizé la microinyeccion del
antagonista, la OC del OD disminuy6 respecto a su grupo testigo (SCH-23390 (N=16): 108.8+12.9%
vs NaCl 0.9% (N=16): 194.4+14.9%, p<0.001, U de Mann-Whitney) lo que no ocurrié en el Ol (SCH-
23390 (N=16): 72.9+13.6% vs NaCl 0.9% (N=16): 105.9%+10.1, ns). Sin embargo, se observaron
diferencias significativas que dependieron del dia del ciclo en que se bloqued el receptor DA-1: la
OC en los grupos tratados en el diestro-1, disminuyo para el Ol (Ol in situ + SCH-23390 (N=4):
20.3+23.9% vs. Ol in situ + Vehiculo: 101.8+22.2%, p<0.05, U de Mann-Whitney) lo que no ocurrié
para el OD (OD in situ + SCH-23390 (N=4): 65.5+28.5% vs. OD in situ + Vehiculo: 171.2+49.0%,
ns); en cambio, en los grupos tratados en el diestro-2 ocurre lo inverso (OD in situ + SCH-23390
(N=4): 107.0£9.6% vs. OD in situ + Vehiculo: 218.7+14.4%, p<0.05, U de Mann-Whitney) (Ol in situ
+ SCH-23390 (N=4): 75.7£34.4% vs. Ol in situ + Vehiculo: 90.8+24.9%, ns).

La HCO en los grupos tratados con el antagonista disminuy6 cuando el Ol permanece in situ
(SCH-23390 (N=16): 28.9+2.8% vs NaCl 0.9% (N=16): 54.5+8.4%; p<0.005, U de Mann-Whitney)
sin cambios cuando el OD permanecio in situ (SCH-23390 (N=16): 30.5+£5.6% vs NaCl 0.9% (N=16):
32.214.7%, ns).

Los resultados del presente estudio indican que la microinyeccién de una dosis Unica de
SCH-23390 en el ovario remanente de animales HX disminuye el nimero de ovocitos liberados, la
OC y la HCO, con cambios que dependen del dia en el que se realiza el bloqueo del receptor DA-1
y ponen de manifiesto que dicho receptor participa activamente en la regulacion del eje Hipotadlamo-
Adenohipofisis-Ovario.



INTRODUCCION

Las funciones del ovario son controladas por sefiales hormonales y neuronales que
se originan desde el hipotalamo, la adenohipdfisis y los propios ovarios por medio de la
sintesis y liberacion de diferentes hormonas (Dominguez et al, 2012). La liberacion de
hormonas es regulada de manera recurrente a lo largo del ciclo reproductor, que en los
mamiferos pequefios se denomina ciclo estral, un evento que ocurre de modo paralelo al
ciclo ovarico. Ambos ciclos tienen como propdsito asegurar la emision constante de gametos
viables a lo largo de la etapa fértil de la hembra y su eventual fertilizacién. Todo se inicia
con la secrecién hipotalamica de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH; por sus
siglas en inglés) que viaja por el sistema porta hipotalamico hipofisiario hasta la
adenohipofisis donde estimula al gonadotropo para la secrecion de gonadotropinas:
hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas en inglés) y la hormona luteinizante (LH,
por sus siglas en inglés) (Halbach y Dermietzel, 2006; Queenan, 2007). La FSH y la LH son
vertidas a la circulacion periférica y llegan al ovario donde se unen a receptores especificos
en los tejidos funcionales de la gbnada: las células foliculares (teca y granulosa) y el ovocito.
La FSH estimula el crecimiento y maduracion de los foliculos ovéricos, en tanto que LH
estimula la ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (Hazum y Conn, 1988).

La dopamina es considerada un neurotransmisor clasico producido por neuronas
especificas en el sistema nervioso central (SNC), tipicamente su participacion se asocia a
diversas funciones cerebrales como es el movimiento voluntario, la memoria, el aprendizaje,
entre otros (Garcia et al, 2005). Sin embargo, también ha sido detectada en el ovario y su
participacion aun no ha sido aclarada, aunque sus receptores han sido localizados en las
células de la teca, de la granulosa y en el ovocito (Rey-Ares et al, 2007).

Si bien hemos analizado el papel funcional del receptor dopaminérgico tipo-2 (DA-2)
en el modelo de la rata adulta hemicastrada, el propdsito del presente trabajo fue analizar
la funcion del receptor dopaminérgico tipo-1 (DA-1) sobre la ovulacibn compensadora en
este modelo experimental cuando es bloqueado por su antagonista especifico: SCH23390,

en diferentes etapas del ciclo estral de la rata.



MARCO TEORICO
|. EJE HIPOTALAMO-ADENOHIPOFISIS-OVARIO

Las funciones del ovario estan controladas por sefiales hormonales y neuronales que
se originan desde el hipotdlamo, la adenohipdfisis y los propios ovarios, por medio de la
sintesis y liberacién de diferentes hormonas (Dominguez et al, 2012). Conjuntamente estos
tres 6rganos constituyen un eje de regulacion de las funciones reproductivas conocido como
eje Hipotalamo-Adenohipdfisis-Ovario (Marques et al, 2015; Yen, 2001).

El hipotdlamo es el primer elemento de este eje, estd ubicado en una zona
diencefélica debajo del tdlamo alrededor de las paredes y el suelo del tercer ventriculo
(Toledano, 2005). Estad constituido por distintas agrupaciones que se encuentran
organizadas en tres zonas: lateral, medial y periventricular. Las neuronas de la zona lateral
se distribuyen de forma difusa, mientras que la zona medial consiste en una serie de nucleos
bien organizados y claramente delimitados; por su parte, en la zona periventricular se
encuentran gran cantidad de neuronas que proyectan hacia la hipéfisis, convirtiéndose en
la zona hipotaldmica con mayor participacion en la regulacion de la glandula y de las
funciones reproductivas (Simerly, 2002).

El hipotdlamo cuenta con células neurosecretoras especializadas en sintetizar y
liberar neurohormonas que son transportadas por los axones de las neuronas hasta sus
terminales en la eminencia media; de aqui pasan a los vasos portales hasta llegar a la
adenohipdfisis (Hickman, 2009; Hill et al, 2006). Una de estas neurohormonas es la GnRH,
la cual se secreta en forma de pulsos en respuesta a sefiales hormonales y neurales (Prieto
y Panigua, 2002).

La hipdfisis, el segundo componente del eje, es una pequefia glandula conectada al
hipotalamo por el tallo hipofisario. Fisiologicamente, la hipofisis se divide en dos zonas
distintas, un l6bulo anterior o adenohipofisis, y un I6bulo posterior o neurohipdfisis (Guyton
y Hall, 2006). La adenohipdfisis se encarga de liberar hormonas que son clave en la
regulacion de la funcion ovarica: la FSH y la LH.

El funcionamiento del eje Hipotalamo-Adenohipaofisis-Ovario inicia con la secrecion
hipotalamica pulsatil de GnRH que viaja por el sistema porta hipotalamico hipofisiario hasta
la adenohipdfisis donde se une a receptores especificos en sus células blanco: los
gonadotropos; en respuesta, se secreta FSH y LH (Halbach y Dermietzel, 2006; Herbison,

2016). Ambas hormonas son vertidas a la circulacion periférica y llegan al ovario donde se
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unen a sus receptores en los tejidos funcionales de la gonada: las células foliculares (teca
y granulosa) y el ovocito. La FSH estimula el crecimiento y maduracion de los foliculos
ovaricos, en tanto que LH estimula la ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (Hazum y
Conn, 1988) (Figura 1).

Eminencia

>onadotropo

Figura 1. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. De manera general, la GnRH viaja por el sistema porta hipotalamico
hipofisiario hasta la adenohipofisis, en respuesta, se secreta FSH y LH, ambas hormonas llegan al ovario donde se
unen a sus receptores en los tejidos funcionales de la génada (Tomado y modificado de Herbison, 2016).

II. OVARIO
Anatomia

Los ovarios son 6rganos pares que se encuentran a cada lado del Utero y cerca de
la pared pélvica. Cada ovario esta fijado a la superficie posterior del ligamento ancho del
Gtero por un pliegue peritoneal llamado mesovario a través del cual transcurren los vasos y
nervios ovaricos hacia y desde el hilio (Ross y Pawlina, 2007). Dependiendo de la especie

éstos pueden presentar una forma ovalada que simula una almendra, o bien, una forma
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redonda que aparenta un racimo de uvas; su superficie puede ser lisa o arrugada (Moore y
Agur, 2003).

Histologicamente el ovario presenta tres zonas: hilio, corteza y médula. El hilio
representa el punto de entrada de vasos sanguineos y nervios. La corteza esta ubicada en
la periferia del ovario y rodea a la médula; es aqui donde se encuentran los foliculos ovaricos
y donde se lleva a cabo su maduracion, también se pueden observar cuerpos luteos en
desarrollo o maduros. La médula se encuentra situada en el centro del ovario, contiene
tejido conjuntivo laxo y un conjunto de vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios (Carral
et al, 2001) (Figura 2).

Corteza

Hilio —e——""

Figura 2. Principales regiones histoldgicas del ovario. 1) Hilio: sitio de entrada de vasos sanguineos y nervios. 2)
Corteza: contiene foliculos en diferentes fases de desarrollo asi como cuerpos luteos. 3) Médula: contiene
numerosos vasos arteriales, venosos y linfaticos, también se pueden encontrar fibras nerviosas (Tomado vy
modificado de Tortora, 2011).

Desarrollo Folicular

Durante la foliculogénesis, las células germinales migrantes del saco vitelino llegan a
las crestas gonadales y son rodeadas por una sola capa de células planas formando los
foliculos primordiales (Erickson, 2012). Durante este estadio, la capa de células que rodean
al ovocito se encarga de proveerle nutrientes asi como de secretar un factor de inhibicion
de la maduracion que mantiene al ovocito detenido durante la profase de la primera division

meidtica (De la Fuente y Epping, 2001).



Al llegar la pubertad o madurez sexual, los foliculos primordiales que se vuelven
sensibles a la accién de las gonadotropinas salen del estadio y comienzan a desarrollarse.

Las etapas principales del desarrollo folicular son la formacion del foliculo primario y
su posterior conversion a foliculo secundario, antral y preovulatorio, también llamado De
Graaf (Edson et al, 2009) (Figura 3).

Vasos

sanguineos ’
9 Foliculo

Foliculo antral

Eolujulp FQ!H:UIp secundario R Foliculo ‘
\ primordial  primario Corteza preovulatorio
(De Graafr)

Ovocito

Cuerpo liteo en Médula

degeneracion

Cuerpo
lateo

Ovocito
Ruptura liberado
folicular

Cuerpo lGteo
en desarrollo

Figura 3. Desarrollo folicular. A partir de un foliculo primordial, el foliculo pasa por diversas etapas de desarrollo antes
de ser expulsado durante la ovulacién: primario, secundario, antral y preovulatorio. Posterior a la ovulacion, las células
de la granulosa y teca interna restantes se convertiran en el cuerpo liteo (Tomado y modificado de Desai et al, 2004).

Durante los primeros dias del ciclo reproductor las concentraciones tanto de FSH
como de LH aumentan gradualmente, con el incremento de FSH ligeramente mayor que el
de LH. El efecto de este aumento hormonal, especialmente de FSH, dara paso al primer
estado de crecimiento folicular en el cual se produce el agrandamiento del ovocito, el cual
crece en diametro dos o tres veces mas (Obeagu y Obeagu, 2016).

Los ovocitos contindan creciendo y se ven rodeados por un mayor nimero de capas
de células de la granulosa, dando paso al foliculo secundario (Epping, 2001).
Posteriormente, las células fusiformes derivadas del intersticio ovarico se acumulan en
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varias capas fuera de las células de la granulosa, dando lugar a una segundo tejido ovarico
llamado teca, esta se diferencia en teca interna y teca externa, la primera desarrolla la
capacidad de secretar hormonas sexuales esteroideas tal como andrégenos y progestinas;
por su parte, la teca externa es una capsula de tejido conjuntivo muy vascularizada que
reviste al foliculo en desarrollo (Edson et al, 2009; Magoffin, 2005).

En la mujer, después de la fase proliferativa temprana, la masa de células de la
granulosa segrega un liquido folicular, la acumulacién de este liquido provoca la formacion
de una cavidad o antrum dentro de la masa de células de la granulosa. En esta etapa el
foliculo es conocido como foliculo terciario o antral, el crecimiento inicial de foliculo primario
hasta esta etapa depende fundamentalmente de la FSH; finalmente, un solo foliculo antral
comienza a superar a los demas en tamafio por lo que los restantes 5 a 11 foliculos en
desarrollo se vuelven atrésicos e involucionan (Unglaub, 2013). Este Unico foliculo
preovulatorio, conocido como foliculo de De Graaf es el que se expulsara en el momento de

la ovulacion.

Ovulacién

La ovulacion es un fenbmeno en el cual la pared de un foliculo ovarico se rompe
liberando un évulo maduro capaz de ser fecundado; este fenbmeno ocurre en respuesta a
un aumento en la concentracion de LH, por lo que los foliculos preovulatorios expresan altas
concentraciones de receptores para esta hormona en las células de la granulosa, asi, el
foliculo solo alcanza su maduracion final cuando la poblacibn de receptores a
gonadotropinas es la necesaria para que el pico preovulatorio de LH estimule la liberacién
del ovocito (Espey, 2005).

La primera sefial del proceso ovulatorio es la formacion del estigma en el apéndice
del foliculo preovulatorio, el estigma es una zona delgada de la pared folicular por donde se
libera el ovocito en el momento de la ovulacion (Russo y Aguero, 2006). La estimulacion
dada por la LH favorece tanto el crecimiento rapido de nuevos vasos sanguineos en el
interior de la pared del foliculo como la secrecién de prostaglandinas (hormonas locales que
provocan vasodilatacién) en los tejidos foliculares, este proceso activa el receptor de
progesterona en las células de la granulosa, la expresion de prostaglandina sintasa 2 y los
factores similares al factor de crecimiento epidérmico (EGF): anfiregulina, epiregulina y

betacelulina en las células de la granulosa (Richards, 2007). Estos factores conducen a la
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reanudacion de la meiosis en el ovocito. Por su parte las prostaglandinas F2 alfa (PGF2) y
E2 (PGEZ2) intervienen en la ruptura de la pared folicular a través de la liberacion de las
enzimas contenidas en los lisosomas de la teca externa causando asi una hinchazén
adicional de todo el foliculo y la degeneracién del estigma (Espey, 2002).

Por dltimo, la combinacién de la hinchazéon del foliculo con la degeneracion
simultanea del estigma hace que el foliculo se rompa liberando finalmente al complejo
cumulo-ovocito (Guyton y Hall, 2006; Oktem y Oktay, 2008). Dentro de una hora después
de la liberacién de los ovocitos, estos pueden ser encontrados en el tercio superior del

oviducto donde estaran disponibles para su fecundacion (Freeman, 2006).

Luteinizacién

Después de la ovulacidn, las células de la granulosa y de la teca experimentan una
diferenciacion terminal hacia células luteas. Aumentan de diametro dos o0 mas veces y se
llenan de inclusiones lipidicas que les da un aspecto amarillento. Este proceso es llamado
luteinizacion y la masa de células juntas es llamado cuerpo luteo (Tomac et al, 2011).

El principal producto de secrecion del cuerpo luteo es la progesterona, hormona
esencial para el mantenimiento del embarazo ya que actla sobre el hipotalamo por
retroalimentacion negativa para suprimir el desarrollo folicular (Stouffer, 2003). Sin embargo,
cuando el ovocito no es fecundado y en ausencia de sefales uterinas y embrionarias, el
cuerpo lateo deja de producir progesterona, como resultado se da paso a la lutedlisis,
fendbmeno en el cual ocurre una pérdida de la funcion y subsecuente involucion de la
estructura latea lo que lleva a su desaparicion y por consiguiente al inicio de un nuevo ciclo
(Brucen et al, 2001; Devoto et al, 2009).

[ll. CICLO ESTRAL

La rata hembra es una especie poliéstrica, con ovulacion espontanea y que muestra
ciclos estrales sucesivos con un promedio de 4 a 5 dias de duracion (Astwood, 1939; Long
y Evans, 1922; Ojeda y Urbanski, 1994).

El ciclo estral hace referencia al conjunto de eventos fisiol6gicos que controlan el ciclo
reproductivo en mamiferos pequefios; tiene como proposito asegurar la emision constante
de gametos viables a lo largo de la etapa fértil de la hembra (Lohmiller y Swing, 2006). El

ciclo involucra una serie de eventos que ocurren de manera sincronizada y ciclica gracias
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al eje Hipotalamo-Neurohipéfisis-Ovario, el cual, permite la correcta secrecion de hormonas
hipofisarias y esteroides que controlan las funciones del ovario (Benitez, 2013; Yoshinaga,
20009).

Para su estudio, el ciclo estral se ha dividido en cuatro etapas que corresponden a
cada uno de los dias de su duracion: estro, diestro-1 (0 metaestro), diestro-2 y proestro
(Freeman, 2006; Long y Evans, 1922). Cada una de ellas puede ser establecida a traves
del monitoreo diario de frotis vaginales los cuales corresponden a cambios citolégicos muy

caracteristicos del epitelio vaginal (Figura 4).

Figura 4. Tipos celulares que aparecen en el frotis vaginal durante cada una de las etapas del ciclo estral de
una rata con ciclos regulares de 4 dias de duracion. El proestro se caracteriza por un predominio de células
epiteliales nucleadas que son redondas y tienen un nucleo facilmente visible; obsérvese la completa
ausencia de leucocitos. El estro se caracteriza distintivamente por un gran nimero de células epiteliales
escamosas cornificadas que se agrupan en racimos. El diestro-1y -2 se caracterizan por un predominio de
leucocitos pequefios intercalados por unas pocas células epiteliales escamosas epiteliales o cornificadas
nucleadas. Los frotis vaginales durante el diestro-1 y -2 son virtualmente indistinguibles (Tomado y
modificado de Hubscher, 2005).



Durante el diestro-1 o metaestro, la presencia dominante de leucocitos es la
caracteristica mas evidente de esta etapa de recuperacion post-ovulacion. Los leucocitos
son pequefos y con un citoplasma granuloso, pueden o no ir acompafnados de una pequefia
cantidad de células epiteliales nucleadas y algunas células basdfilas (Westwood, 2008)
(Figura 5).

En la etapa correspondiente al diestro-2 se mantiene la presencia de leucocitos. En
el ovario, los cuerpos luteos recién formados de la ovulacion anterior han alcanzado su
tamafio maximo, siendo éste el mejor marcador ovarico para establecer esta etapa
(Goldman et al, 2007; Klein y Schwartz, 1999; Mandl, 1951).

Posteriormente, durante el proestro, se observa una gran cantidad de células
epiteliales visiblemente nucleadas y distintivamente redondas las cuales pueden o no
aparecen agrupadas, ocasionalmente también se puede observar una pequefia cantidad de
células epiteliales escamosas cornificadas.

El dia siguiente al proestro ocurre el estro, esta etapa se caracteriza por la presencia
de células epiteliales escamosas cornificadas, generalmente se observan agrupadas, sin un
nacleo observable y con una forma irregular, el citoplasma es altamente granular (Hubscher,
2005).

La secuencia de eventos neuroendrocrinos que controlan el ciclo estral comienza con
el aumento en las concentraciones de estradiol la mafana del proestro, las cuales, al
disminuir la tarde del mismo, desencadenan la secrecion de GnRH y por consiguiente de
LH y FSH, el aumento de estas dos hormonas, especialmente de LH, es un evento
preovulatorio caracteristico que tiene lugar durante la tarde del proestro.

El “rapido” surgimiento de LH induce la ruptura folicular y la ovulacion, misma que
tiene lugar durante el estro y que ocurre entre 10 a 12 horas después del aumento en las
concentraciones de LH; es en esta etapa que la hembra permite la copula. Mientras
transcurre el estro, las altas concentraciones de estas hormonas disminuyen,
manteniéndose en niveles basales durante el resto del ciclo, sin embargo, la FSH tiene un
segundo pico de actividad durante la mafana del estro el cual estimula el reclutamiento y
crecimiento de foliculos para el siguiente ciclo (Klein y Schwartz, 1999).

Conforme se da paso al diestro-1 la secrecion de progesterona aumenta, baja durante
el diestro-2, tiene un segundo pico durante la tarde del proestro y disminuye la mafiana del

estro. Tanto la progesterona como el estradiol actian por retroalimentacién negativa sobre
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la secrecion de LH, por tanto, ambas hormonas son capaces de restringir al eje Hipotalamo-
Neurohipofisario y conducir a la secrecion basal de LH desde el diestro-1 hacia el diestro-
2, suprimiendo su pulso y amplitud (Goodman, 1985; Leipheimer et al, 1986). Sin embargo,
el estradiol ovarico secretado durante el diestro-2 también es capaz de actuar por
retroalimentacion positiva induciendo el surgimiento de LH el cual a su vez estimula la
ovulacion (Hoffman, 1970). Por otra parte, el surgimiento de progesterona durante el
proestro puede ser el responsable de inhibir la actividad de la aromatasa, por lo que también
estaria interfiriendo con la sintesis de estrogenos (Katt et al, 1985; Wang et al, 1981).

Otra hormona importante dentro del control neuroendocrino del ciclo estral es la
prolactina, sus concentraciones aumentan durante el proestro y se mantienen basales el
resto del ciclo, esta hormona se encarga de estimular la expresién de receptores para
estrogenos a través de la expresion de la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD),
enzima encargada de catalizar la conversion de estrona a estradiol. Ademas, inhibe a la
enzima 20-hidroxiesteroide deshidrogenasa (20a-HSD) y en consecuencia previene el

catabolismo de la progesterona durante la gestacion (Lépez et al, 2011) (Figura 5).

IV. ASIMETRIA OVARICA

Existe evidencia de que la gran mayoria de los érganos pareados presentan algun
nivel de asimetria, este es el caso de los ovarios. La asimetria ovarica alcanza su maxima
expresion en las aves, donde solo el ovario y oviducto izquierdo se desarrollan mientras que
el derecho permanece rudimentario (Benitez, 2013; Rodler et al, 2015). En el caso de las
ratas, ambos ovarios presentan diferencias que van desde el nimero de ovocitos liberados
hasta el tipo de inervacion que reciben.

Con respecto al nimero de ovocitos liberados, se sabe que en ratas ciclicas el ovario
izquierdo libera un promedio de 6 ovocitos mientras que el ovario derecho libera solo cuatro
(Dominguez, 2003). Aunado a lo anterior, existe evidencia de que tras realizar una
hemiovariectomia se genera un cambio en el contenido de GnRH del hipotalamo medio
basal, siendo mayor en el lado derecho que en el lado izquierdo, esto permite deducir que
existe un nivel de asimetria presente tanto en los 6rganos del sistema reproductivo como a
nivel del Sistema Nervioso Central (SNC), por tanto, ambos ovarios son capaces de

responden de manera diferencial ante diversos estimulos (Gerendai et al, 1978).
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Por ejemplo, Chavez y colaboradores (1986) al mostrar la existencia de diferencias
en la tasa de ovulacion tras realizar una hemiovariectomia, concluyeron que el ovario
derecho tiene mayor capacidad de reaccionar a los sistemas de regulacion compensadora
que el ovario izquierdo.

Asi también Letras-Luna (2015) muestra que el bloqueo del receptor dopaminérgico
con una dosis Unica de sulpiride en los diferentes dias del ciclo modifica la ovulacién
compensadora cuando es el ovario derecho el que permanece in situ pero no lo hace cuando
el que permanece es el ovario contralateral. Tales resultados muestran la sensibilidad
diferencial que presenta el o6rgano derecho del izquierdo ante el mismo estimulo

(Dominguez et al, 2003; Gerendai y Halasz, 2001).

V. INERVACION OVARICA

Las funciones del ovario no solo son controladas por sefiales hormonales, sino que
también responden a una serie de sefiales neuronales que llegan a él a través de fibras
simpaticas y parasimpaticas (Klein y Burden, 1988; Nance et al, 1988).

La inervacion que llega al ovario es través del nervio ovarico superior (NOS), el nervio
del plexo ovarico y el nervio vago (Pérez, 2012) (Figura 6). Las neuronas que dan lugar a
las fibras que inervan el ovario a través del NOS tienen dos origenes: la mayoria provienen
del ganglio celiaco y en menor medida del ganglio paravertebral. Estas fibras corren a traves
del musculo liso del ligamento suspensorio ovarico inervando al oviducto, Utero y ovario,
agui, la mayoria de las fibras se distribuyen en la zona perifolicular de la teca en estrecha
relacion con las células de la teca interna (Aguado, 2002; Gerendai, 2004).

Por su parte las neuronas del plexo ovarico que acomparfa a la arteria ovarica se
originan desde la region toracica inferior de la médula espinal inervando al ovario y al
oviducto (Gerendai, 2004). Con respecto a las fibras parasimpaticas, las cuales tienen un
origen vagal, estas convergen en su mayor parte en la vasculatura ovarica, especialmente
alrededor de los vasos existentes en la médula y el hilio. Una parte de los nervios pasan a
la corteza del ovario, inervan el tejido intersticial ovarico y forman un plexo alrededor de los

foliculos ovaricos (Burden y Lawrence, 1978; Gerendai y Halasz, 1997) (Figura 6).
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Figura 6. Inervacion ovarica. Se observan las tres principales fibras nerviosas que inervan
el ovario: nervio ovarico superior, nervio del plexo ovarico y nervio vago. (Tomado y
modificado de Lawrence y Burden, 1980).

Es generalmente aceptado que las distintas vias que inervan al ovario juegan un rol
central en la modulacion de las respuestas que tendra este 6rgano hacia las gonadotropinas,
también se sabe que en la rata adulta la diseccion de uno de estos nervios resulta en una
disminucién o total falta de ovulacion por parte del ovario desnervado (Dominguez, 2003).

Los datos disponibles sugieren que la inervacién simpatica también desempefia un

rol modulante tanto en el desarrollo folicular como en las funciones que lleva a cabo el

cuerpo lateo (Burden, 1978; Tsafriri y Adashi, 1994).

Gran parte de evidencia experimental seflala que los neurotransmisores liberados
desde las terminales nerviosas hacia el ovario tienen la capacidad de actuar sobre
receptores localizados en células secretoras de hormonas. Dada esta informacion, parece

ser muy probable que las entradas neurales que llegan al ovario a través de los nervios
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autonomos son sefales integradas que incluyen impulsos neuronales de diferentes areas
del SNC (Gerendai, 2004).

La demostracidn de la existencia de estas conexiones neurales se ha logrado gracias
a la inyeccion de trazadores virales trans-neuronales en el ovario, mismos que permiten
establecer las estructuras del SNC que participan en esta integracion (Benitez, 2013). Entre
las areas méas importantes se encuentra la columna intermediolateral de la médula espinal
(origen de las fibras simpéticas preganglionares), la médula oblonga (nucleo del tracto
solitario y nacleo motor dorsal del nervio vago), la region caudal del nacleo del rafe, el locus
coeruleus, el nicleo paraventricular hipotalamico, area preéptica medial, hipotalamo dorsal,
ndcleo arcuato, entre otras (Card et al, 1993; Gerendai, 2004; Gerendai, 1998).

Con respecto al tipo de neurotransmisor o neuropéptido que contienen las fibras
nerviosas que inervan el ovario se sabe que estos pueden incluir al péptido intestinal
vasoactivo (VIP, por sus siglas en inglés), sustancia P, neuropéptido Y, péptido relacionado
con el gen de la calcitonina (CGRP, por sus siglas en inglés), somatostatina y, teniendo
mayor preponderancia, fibras que contienen acetilcolina y catecolaminas (Calka et al, 1990;
Setchell, 2002; Sporrong et al, 1991).

VI. SISTEMA DOPAMINERGICO

La dopamina es un neurotransmisor catecolaminérgico sintetizado a partir del
amino@cido tirosina, su sintesis tiene lugar en las terminales nerviosas dopaminérgicas, sitio
donde se encuentra en altas concentraciones la tirosina hidroxilasa, enzima limitante de su
sintesis. Los principales sitios de produccién de la dopamina son el cerebro, la médula
adrenal y las neuronas simpaticas (Bahena et al, 2000; Peaston y Weinkove, 2004).

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

La dopamina induce sus efectos celulares y bioquimicos a través de interactuar con

sus receptores de superficie celular. Los receptores son moléculas o arreglos moleculares

15



capaces de reconocer selectivamente un ligando (agonista o antagonista) (Castro y Strange,
1993; Zeng et al, 2011).

Andlisis estructurales revelan que los receptores dopaminérgicos pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteina G, la cual, es capaz de inducir mecanismos
de sefializacion intracelular (Akimoto et al, 2013). Este tipo de receptores poseen 7 dominios
transmembranales de entre 20 a 25 residuos hidrofobicos cada uno, estan conectados de
forma alterna por asas citoplasmaticas (il, i2, i3) y extracelulares (el, e2, e3), y la regién
amino terminal corresponde a un dominio extracelular glicosilado que permite el
reconocimiento entre el neurotransmisor y la molécula efectora a través de su capacidad
para unir nucleétidos de guanina (Kandel et al, 1991; Missale et al, 1998; Souza, 2010;
Trujillo et al, 2000).

Los receptores dopaminérgicos se han clasificado internamente en dos familias
denominadas DA-1 y DA-2, esta clasificacion se basa en estudios farmacologicos y
moleculares que muestran que la dopamina es capaz de modular la actividad de la adenilato
ciclasa (AC) (Beaulieu y Gainetdinov, 2011; Trantham et al, 2004). Asi, los receptores de la
familia DA-1 (subtipos D1 y Ds) estan acoplados positivamente a la AC, lo que induce la
acumulacion intracelular de adenosin monofosfato ciclico (AMPc, por sus siglas en ingles)
y la posterior activacion de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA, por sus siglas
en inglés) como principal mecanismo de transduccién de sefales.

Por su parte, la familia de receptores DA-2 (subtipos D2, D3 y Da4) estan acoplados
negativamente a la AC lo que disminuye la acumulacién de AMPc (Kebabian y Calne, 1979;
Rangel et al, 2015; Spano et al, 1978; Trujillo et al, 2000).

El mecanismo de accién de los receptores DA-1 es a través de la activacion directa
de la subunidad Gas/oir de la proteina G, esta se une a la subunidad catalitica C2 de la AC
permitiendo la interaccién entre las subunidades C1-C2 de la enzima, lo que provoca la
conversion de ATP hacia AMPc (Barajas et al, 2015; Demchyshyn et al, 2003; Kim et al,
2006). EI AMPc interactua con las subunidades reguladores de la PKA induciendo la
liberacion de subunidades cataliticas que fosforilan diferentes sustratos involucrados en la
regulacion de la expresion génica y la traducciéon de sefiales (Fig. 7) (Sunahara y Taussig,
2002; Neve et al, 2004). Por su parte, los receptores DA-2 estan acoplados a la proteina
Gaisn, inducen la inhibicion de AC y por lo tanto disminuye la acumulacion de AMPc (Rankin
et al, 2010; Rondou et al, 2010).
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Figura 7. Mecanismo de accion de los receptores DA-1. Se observan algunas de las vias de sefializacion
intracelular que son activadas por la accidn de los receptores DA-1 (Tomado y modificado de Barajas
et al, 2015).

De manera general, el papel de la dopamina se ha relacionado con la regulacion de
una serie de procesos fisiologicos y de comportamiento que incluyen la locomocion,
cognicion, afectividad, estado de animo, la motivacion y recompensa, entre otros (Speed,
2010). En el Sistema Nervioso Periférico, la dopamina desempefia un papel en la
modulacion de la funcién cardiaca y renal, del tono vascular y de la motilidad gastrointestinal
(Carvey, 1998).

Sin embargo, datos recientes sefialan que también tiene un rol importante en la
regulacion de las funciones del ovario tales como la ovulacién y el desarrollo folicular (King
et al, 2005; Letras, 2016; Matsumara et al, 2003; Venegas, 2015). Asi mismo, en el ovario
humano se ha detectado la presencia de dopamina en el cuerpo luteo. El repertorio de
receptores de dopamina presentes especificamente en las células de la granulosa ha sido
descrito, todos los receptores de dopamina estan presentes a excepciéon el D3, siendo el

D2 el de mayor expresion (Rey-Ares et al, 2007).
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VIl. HEMIOVARIECTOMIA

La hemiovariectomia es una de las herramientas experimentales utilizadas con
frecuencia para analizar la existencia de asimetrias funcionales y/o fisiol6gicas entre los
ovarios. Los efectos de la hemiovariectomia pueden ser analizados en términos de los
cambios que ocurren en el ovario que permanece in situ, tales cambios pueden incluir:
incremento en su peso total, el cual puede ser atribuido al desarrollo de la hipertrofia
compensadora del ovario remante (HCO) ; el incremento en el numero de ovocitos liberados,
lo que se conoce como ovulacién compensadora (OC); el aumento de la actividad folicular,
0 un incremento en el niamero de cuerpos luteos, etc., (Dominguez, 2003; Matsumara y
Dominguez, 2003).

También es posible estudiar qué tipo de cambios hormonales tienen lugar tras
realizarse esta técnica, por ejemplo, los datos disponibles sefialan que tras una
hemiovariectomia izquierda (ratas con el ovario derecho in situ) llevada a cabo a las 13:00
h el dia del estro no muestran cambios aparentes en las concentraciones de progesterona;
en cambio, las concentraciones séricas de testosterona incrementan, mientras que las de
estradiol disminuyen significativamente. Por otro lado, la hemiovariectomia derecha (ratas
con el ovario izquierdo in situ) no provoca cambios aparentes en las concentraciones séricas
de progesterona, testosterona y estradiol (Dominguez, 2003).

Siguiendo esta linea, se ha establecido que la inyeccion de sulfato de atropina a ratas
hemiovariectomizadas del lado izquierdo resulta en mayores concentraciones de
progesterona y en una reduccién significativa en las concentraciones de testosterona. Sin
embargo, aquellas ratas a las que se les extirpo el ovario derecho, o fue bloqueado
colinérgicamente, no mostraron cambios en las concentraciones séricas de progesterona,
pero si un incremento significativo en las concentraciones de testosterona y estradiol
(Dominguez, 2003).

Por otro lado, tras realizarles una hemiovariectomia a ratas adultas con el fin de
estudiar el nimero de animales ovulantes, Chavez y colaboradores (1987) obtuvieron que
cuando el ovario derecho permanece in situ 27/32 animales ovulan el dia del estro esperado,

mientras que en el ovario izquierdo in situ solo 16/38 lo hacen.
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VIII. OVULACION COMPENSADORA DEL OVARIO (OC)

Uno de los efectos de la hemiovariectomia es el incremento, generalmente del doble,
en el nimero de ovocitos liberados por parte del ovario que permanece in situ, este
fendmeno es conocido como OC. En el caso de la rata, se ha demostrado que se produce
incluso desde el primer estro después de la cirugia (Bhattacharya, 2013).

La duplicacion en la tasa de ovulacion no es un fenébmeno transitorio, se sabe que
puede continuar durante al menos 75 semanas en el ratdn y 8 semanas en el hamster, en
la rata, se ha informado que la OC cesa hasta 6 meses después de la cirugia (Peppler,
1971; Sengupta, 2013).

Los mecanismos que regulan la OC han sido explicados a través de los cambios que
ocurren en la secrecion de gonadotropinas, la liberacion de hormonas esteroideas ovaricas
y la informacién neural que llega a los ovarios (Burden, 1985; Flores et al, 2011; Greenwald
y Roy, 1994; Ojeda y Aguado, 1984). Tras la hemiovariectomia se produce una disminucién
en la accién de retroalimentacién negativa llevada a cabo por la inhibina, en respuesta, la
adenohipofisis aumenta la liberacibn de FSH y por consiguiente se reclutan una gran
cantidad de foliculos ovaricos pequefios, lo que explicaria el aumento en el nimero de
ovocitos liberados por el ovario in situ (King et al, 1995).

Estudiando estos fendmenos, Arévalo y colaboradores (2011) reportan que en el
animal con hemiovariectomia, los mecanismos neuroendocrinos que modulan la respuesta
del ovario estan en funcién de la gbnada remanente, de la etapa del ciclo estral y de la hora
en la que se realice la cirugia. Tal es asi que en animales a los que se les extirpo una génada
durante el diestro-2 a las 07:00 h 0 19:00 h, solo la extirpacién del ovario izquierdo resulté
en un incremento en el numero de ovocitos liberados por el ovario in situ. Aunado a esto,
en animales hemiovariectomizados en el dia del proestro a las 13:00 h se observa un
incremento en el nimero de ovocitos liberados por parte del ovario izquierdo in situ, mientras
gue en los tratados a las 19:00 h este incremento es observado para el ovario derecho in

Situ.
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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
poblacion folicular de los ovarios de la rata adulta. En este experimento se utilizaron ratas
hembra con ciclos estrales regulares de cuatro dias que fueron tratadas periféricamente con
una dosis Unica de haloperidol (2.5 mg/kg de peso; i.m.), antagonista de los receptores
dopaminérgicos, en diferentes horas de cada uno de los dias del ciclo estral: estro, diestro-
1, diestro-2 y proestro. Los animales se sacrificaron en la mafiana del estro esperado. El
haloperidol impidio la ovulacion espontanea en estos animales cuando se administro en el
estro y diestro-1 pero fue menos efectivo cuando se inyectd en el diestro-2 y en el proestro.
La poblacion folicular de los ovarios mostré alteraciones en el crecimiento de los foliculos
gue dependieron del momento en el que se realizé el bloqueo sistémico de los receptores a
dopamina. La interpretacion de estos estos resultados permitié sugerir que la informacion
dopaminérgica que se genera durante la primera mitad del ciclo estral es fundamental para
gue la secuencia de eventos neuroendocrinos y endocrinos que culminan con la ovulacion
ocurra de manera normal.

Recientemente, hemos re-evaluado la participacion de la dopamina en la regulacion
del ciclo estral y la ovulacién espontanea de la rata y hemos confirmado las observaciones
de Dominguez y colaboradores (1987). La administracién subcutdnea de una dosis Unica
de haloperidol en la primera (Ramirez-Avila, 2001) o en la segunda mitad del ciclo estral
(Pastelin-Rojas, 2003) interrumpe el ciclo estral e inhibe de modo claro la secrecion de
gonadotropinas y de estrégenos. En estos experimentos, se confirmo que el desarrollo
folicular se ve interrumpido y mostré que los indices de atresia se incrementaron casi de
manera absoluta en los animales tratados con el antagonista. Si bien estos efectos pudieran
ser explicados por la interrupcion de la secrecion de gonadotropinas, el reemplazo hormonal
fue ineficaz para restablecer de la funcion ovarica (Vargas-Torres, 2002) lo que nos permite
suponer que el bloqueo farmacolégico de la informacién dopaminérgica en la gonada
pudiera involucrar de manera directa mecanismos que controlan las funciones ovaricas.

Venegas y colaboradores (2015), mostraron la existencia virtual de un sistema
dopaminérgico local en el ovario de la rata adulta que participa de modo critico en la

regulacion del ciclo estral y la ovulacion espontanea, con papeles variables a lo largo del
20



ciclo estral e incluso de acuerdo a la hora del dia en que se analiza su funcion. Sus
resultados son altamente concordantes con lo reportado por Dominguez y colaboradores
(1987) y muestran claros efectos que los antagonismos locales de los receptores
dopaminérgicos ovaricos tienen sobre el ciclo estral, es decir, es muy probable que existan
sefales nerviosas que se generan desde el ovario y que alcanzan sitios al nivel central que
coordinan y controlan el ciclo estral con la ovulacion.

El antecedente més directo al presente trabajo consistié en el estudio del bloqueo
del receptor DA-2 inducido por la microinyeccion local de una dosis Unica de sulpiride en los
diferentes dias del ciclo en el modelo de la rata hemicastrada. En este estudio se reportd
que el sulpiride disminuyd la OC cuando es el ovario derecho el que permanece in situ, pero
no lo hace cuando el que persiste es el ovario contralateral; ademas, el grado de HCO que
desarrollo el ovario derecho fue significativamente mayor que la que alcanzé el izquierdo.
Estos resultados permitieron sugerir que el sistema dopaminérgico del ovario presenta un

funcionamiento lateralizado (Letras-Luna, 2015).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La dopamina juega un papel critico en la regulacién de diversas funciones como la
conducta motora, la emotividad y la afectividad, entre otras (Mackenzie et al, 1984; Trujillo
et al, 2000). Sin embargo, no hay suficiente evidencia que trate el papel funcional de la
dopamina presente en los tejidos ovaricos.

A su vez, los diferentes estudios que abordan el analisis del papel de la innervacion
ovarica sobre las funciones de la gonada se han enfocado en el estudio del papel de los
sistemas noradrenérgicos y peptidérgicos (Aguado, 2002; Ahmed et al, 1986; Ben et al,
1982; Dees et al, 1985; Davoren y Hsueh, 1985; Dissen y Ojeda, 1999; Mayerhofer et al,
1997; McNeill y Burden, 1987). Por otra parte, existen pocos estudios que abordan el papel
del sistema dopaminérgico sobre las funciones ovaricas, enfocandose principalmente en el
analisis del papel de la dopamina sobre la liberacion hormonal de la GnRH o de las
gonadotropinas (Ramirez et al, 1984; Vijayan y McCann, 1978). Otros autores han analizado
su papel en el hipotdlamo y la regulacion de la ovulacion espontanea (Moran y Dominguez,
1995, Moran y Dominguez, 1997) sin profundizar en el analisis de la funcién dopaminérgica

en el propio ovario.
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Los diversos estudios que abordan el papel de la innervacion ovarica sobre las
funciones de la gbénada se han dirigido a los sistemas noradrenérgicos y peptidérgicos, sin
embargo, no hay suficiente evidencia que trate el papel funcional de la dopamina presente
en los tejidos ovaricos. El presente trabajo pretende ampliar el conocimiento del papel
funcional de la dopamina en el tejido ovérico a través del bloqueo farmacolégico del receptor
DA-1y analizar la funcion ovérica en el modelo experimental de la rata adulta hemicastrada.

El estudio del antagonismo del receptor DA-1 inducido por SCH-23390 en el tejido
ovarico de la rata adulta permitira, a través del analisis de la ovulacion compensadora,

dilucidar el papel de la dopamina en el sistema reproductivo de la rata adulta.

HIPOTESIS

El blogueo farmacoldgico del receptor DA-1 dentro de la bursa del ovario remanente
en ratas adultas hemicastradas provocara cambios en la ovulacion compensadora, mismos

que dependeran del dia del ciclo estral en que se realiza el bloqueo.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el blogueo farmacolégico del receptor DA-1 inducido por la microinyeccién
del antagonista SCH-23390 dentro de la bursa del ovario remanente en ratas adultas

hemicastradas sobre la ovulacién e hipertrofia compensadora.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar el efecto de la microinyeccion de SCH-23390 dentro de la bursa del ovario
derecho in situ en la rata hemicastrada que muestre ciclos estrales regulares de cuatro dias
de duracion (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro) sobre la ovulacion compensadora.

2) Analizar el efecto de la microinyeccion de SCH-23390 dentro de la bursa del ovario
izquierdo in situ en la rata hemicastrada que muestre ciclos estrales regulares de cuatro
dias de duracién (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro) sobre la ovulacién compensadora.
3) Comparar los grados de ovulacién compensadora respecto al ovario que permanece

in situ.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 84 ratas hembras adultas de la cepa CII-ZV, proporcionadas por el
Bioterio Claude Bernand de la BUAP, con edades entre 90-120 dias y con pesos corporales
de 200-250 g. Los animales fueron alojados en un cubiculo con fotoperiodo controlado
(14:00 h luz/ 10 h oscuridad; luces de las 06:00-20:00 h), con libre acceso al agua y al
alimento balanceado en pellets comerciales. Todos los experimentos del presente estudio
se ajustaron a la NOM-062-ZO0-1999 (Especificaciones Técnicas para la Produccion,
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio) y estuvieron bajo el cuidado del MVZ

Francisco Ramos Collazo, director del Bioterio Claude Bernard de la BUAP.

Procedimientos Generales

Entre las 09:00-10:00h, a todos los animales se les registré el aspecto de la citologia
vaginal por medio de frotis de las células epiteliales de la vagina con la finalidad de
seleccionar Unicamente animales que presentaran un minimo de tres ciclos estrales
regulares de cuatro dias de duracion: estro, diestro-1, diestro-2 y proestro. Una vez cumplido
el criterio de la ciclicidad regular, las ratas fueron asignadas a los diferentes grupos
experimentales de acuerdo con el siguiente disefio: 1) Grupos control: ratas ciclicas
hemicastradas la mafiana del estro y que tras presentar cuatro ciclos estrales regulares
fueron sacrificadas la mafiana del estro vaginal. 2) Grupos testigo: ratas ciclicas
hemicastradas la mafiana del estro y que tras presentar minimo dos ciclos estrales regulares
se les aplicd una microinyeccion de vehiculo a las 13:00 horas del estro, diestro-1, diestro-
2 o proestro. 3) Grupos con SCH-23390: ratas ciclicas hemicastradas la mafiana del estro
y que tras presentar minimo dos ciclos estrales regulares se les aplicé una microinyeccion
de SCH-23390 a las 13:00 horas del estro, diestro-1, diestro-2 o proestro (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Calculo del numero de ratas adultas hemicastradas (HX) con ciclos estrales regulares de cuatro
dias de duracién que se utilizaron en el proyecto (tamafio minimo de muestra (n) por grupo: 4). Con excepcion
de los grupos control HX, los demas grupos experimentales estuvieron conformados con animales a los que
se les realiz6 una laparotomia para realizar la técnica de microinyeccion dentro de la bursa ovarica del ovario
remanente (in situ).

Grupos Tratamiento n=10

(Sin microinyeccion y autopsia en la mafiana del
estro esperado precedido de proestro)

(Sin microinyeccion y autopsia en la mafana del
estro esperado precedido de proestro)

Subgrupos con microinyeccion alas 13:00 h de n=4/Subgrupo
uno de los dias del CE

Control HX OD in situ 10

Control HX Ol in situ 10

NaCl 0.9% OD in situ estro, diestro-1, diestro-2 o proestro 16
NaCl 0.9% Ol in situ estro, diestro-1, diestro-2 o proestro 16
SCH-23390 OD in situ estro, diestro-1, diestro-2 o proestro 16
SCH-23390 Ol in situ estro, diestro-1, diestro-2 o proestro 16

Técnica de Hemicastracion (Laparotomia)

Tras haber presentado tres ciclos normales consecutivos de cuatro dias de duracién
los animales fueron hemicastrados entre las 09:00h y 10:00h del dia del estro. La cirugia se
realiz6 siguiendo este procedimiento:

Se formaron dos grupos generales de animales, uno de ellos destinado a la
hemicastracion derecha (ovario izquierdo in situ) y el otro para hemicastracion izquierda
(ovario derecho in situ). Antes de la hemicastracion, cada animal fue sedado con vapores
de isoflurano (Sofloran Vet; PiSA) y luego afeitado de la zona intercostal derecha o
izquierda, segun el caso. Para realizar la laparotomia, el animal sedado fue colocado sobre
una tabla de diseccidn, se limpid la piel afeitada con una solucién antiséptica de clorhexidina
2% y se realizd una incisién vertical de aproximadamente 0.5 cm sobre la piel y se removio
la grasa subcutanea; cuando se observo el musculo abdominal, se realizo otra incision sobre
el mismo hasta la cavidad peritoneal. Posteriormente, se exteriorizd y removié segun el
caso, el ovario izquierdo (Ol) o el derecho (OD). Las incisiones fueron suturadas con seda
quirdrgica #00 y aseptizadas con clorhexidina 2%.

El ovario extirpado fue mantenido en hielo y se peso en balanza de precision de 0.1
mg y se le diseco el oviducto. Con ayuda de un estereomicroscopio de diseccion, se

identificd la zona de distencién en cada oviducto y se cont6 el nUmero de ovocitos liberados.
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A partir de la mafiana siguiente, en todos los animales hemicastrados se continuo
registrando el aspecto del frotis vaginal hasta que se cumplieron al menos dos ciclos
regulares consecutivos de cuatro dias. Todos los animales que cumplieron este requisito
fueron asignados a los diferentes subgrupos para realizarles la técnica de microinyeccion
descrita a continuacion.

Técnica de Microinyeccién (Laparotomia)

Se formaron seis grupos experimentales de ratas ciclicas hemicastradas del Ol o del
OD distribuidas en diferentes subgrupos (Cuadro 1).

A las 13:00 horas del dia del estro, diestro-1, diestro-2 o proestro, cada animal fue
sedado con vapores de isoflourano (Sofloran Vet; PiSA). Siguiendo la técnica antes
mencionada para realizar la hemicastracion, el ovario remanente fue exteriorizado y
sometido a una microinyeccion dentro de la bursa ovarica con una solucion de SCH-23390
(10 mg/ml; Sigma Chemical Co. St Louis, MO, USA + Vehiculo: NaCl 0.9%). La
microinyeccién se realiz6 con una bomba de perfusion nanomolar, infiltrando 20 yL de la
solucién, seguida de 60 segundos de reposo antes de retirar la aguja del microinyector de
la bursa. Cada uno de los grupos testigo fue sometido al mismo procedimiento y recibié 20
ML del Vehiculo: NaCl 0.9%.

Luego de la perfusion, el ovario se devolvié a la cavidad peritoneal. Las incisiones
sobre musculo y piel fueron suturadas con seda quirdrgica #00 y aseptizadas con

clorhexidina 2%.

Eutanasia y Autopsia General

Todos los animales fueron sacrificados entre las 09:00 y 10:00 horas de la mafiana
del estro observado, fueron previamente sedados en una camara de vapores de isoflurano
(Sofloran Vet; PiSA) y decapitados para extraer la sangre del tronco y recuperar el ovario
remanente (ovario in situ) y su oviducto. Este udltimo fue inspeccionado en un
estéreomicroscopio de diseccion para buscar el signo de distension y realizar el conteo

directo de los ovocitos liberados.
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Analisis de Datos

Para calcular el porcentaje de la ovulacion compensadora (OC) en los distintos
grupos, el nimero de ovocitos liberados (NOL) por el ovario remanente y el NOL por el

ovario extirpado el dia de la hemicastracion, fueron analizados con la siguiente formula:

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

Para calcular el porcentaje de la hipertrofia compensadora del ovario (HCO) en los
distintos grupos, el peso relativo (mg/100g) del ovario remanente y el peso relativo del ovario

extirpado el dia de la hemicastracién, fueron analizados con la siguiente formula:

Peso Relativo del Ovario Remanente (in situ) — Peso Relativo del Ovario Extirpado
HCO= i i i X 100
Peso Relativo del Ovario Extirpado

Analisis Estadistico

A los datos del numero de ovocitos liberados y de los porcentajes de OC y HCO, se
analizaron con la prueba de Kruskall-Wallis seguida de la prueba de comparaciones
multiples de Dunn; el peso corporal y el peso relativo de los ovarios, se analizaron con
Andlisis de Varianza Simple de una via. En los casos de la comparacion entre medias y
medianas de dos grupos, se utilizé la prueba de t de Student o la U de Mann-Whitney, segun
el caso. Se consideraron estadisticamente significativas todas aquellas diferencias iguales

0 menores a la p<0.05.

RESULTADOS

El nimero total de dias transcurridos desde el dia en que se llevd a cabo la
hemicastracion hasta el dia de autopsia fue similar entre los grupos con hemiovariectomia
derecha (HX-D) o hemiovariectomia izquierda (HX-I) (HX-D: 12.5+1.2 dias vs HX-I: 12.3£1.0
dias), siendo 12.4+1.1 el promedio de dias trascurridos para los animales utilizados en el

presente estudio.
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No se encontraron diferencias significativas en el peso corporal promedio de los
animales al momento de la HX-D o HX-l y al momento de la autopsia por lo que, al no
modificarse el peso corporal de los animales, los pesos de los ovarios se expresaran en

términos de peso relativo en los andlisis pertinentes (Tabla 1).

Tabla 1. Mediate.e.m del peso corporal (g) de los animales sometidos a hemicastracion (HX) del
ovario izquierdo (OD in situ) o del derecho (Ol in situ), que después de presentar al menos tres
ciclos estrales regulares de cuatro dias, fueron sometidos a una microinyecciéon con 20 yL de una
solucién de SCH 23390 (5 pg/uL) o su vehiculo (NaCl 0.9%). Todos los animales fueron sacrificados
en la mafiana del siguiente estro observado.

HX Peso Corporal Peso Corporal
el Dia de la HX (g) el Dia de la Autopsia (g)
Ovario Izquierdo (N=32): OD in situ 212.43+1.7 216.50+6.0
Ovario Derecho (N=32): Ol in situ 210.68+1.8 214.62+6.2

Ovulaciéon Espontanea del Ovario Extirpado

En el presente estudio se observo una diferencia significativa en el numero de
ovocitos liberados entre ambos ovarios; el OD ovul6 mas ovocitos que el Ol, pero no se
observaron diferencias significativas en el peso relativo entre los ovarios extirpados en la

mafiana del estro vaginal en todos los animales hemicastrados (Tabla 2).

Tabla 2. Medianate.e.m. del nimero de ovocitos liberados y mediate.e.m. del peso relativo del
ovario extirpado (mg/100 g de peso corporal) en los animales que fueron hemiovariectomizados
en la mafiana del estro, luego de presentar al menos tres ciclos estrales regulares de cuatro dias
de duracion, que posteriormente fueron destinados a recibir una microinyeccion 20 pL de una
solucién de SCH 23390 (5 pg/uL) o su vehiculo (NaCl 0.9%).

Hemiovariectomia NUmero de Ovocitos Liberados Peso del Ovario Extirpado
Ovario Izquierdo (N=32) 4.9+0.1 16.9+0.5 mg/100g
Ovario Derecho (N=32) 6.3+0.1* 16.1+0.4 mg/100g

*p< 0.0001 comparado con el ovario izquierdo (U de Mann-Whitney)

Ovulacién del Ovario in situ Luego de la Microinyeccion de SCH-23390

Comparado con su respectivo grupo testigo, se observo una tendencia general a la
disminucién en el nimero de ovocitos liberados por el ovario in situ en los grupos tratados
con el antagonista dopaminérgico (SCH-23390 (N=32): 10.6+0.5 ovocitos vs NaCl 0.9%:
13.3+0.4 ovocitos; p<0.0001, U de Mann-Whitney), que se mantiene cuando se compara
respecto al ovario que permanece in situ (OD in situ + SCH-23390 (N=16): 10.6+0.6 ovocitos
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vs OD in situ + NaCl 0.9% (N=16): 13.7+0.5 ovocitos; Ol in situ + SCH-23390 (N=16):
10.6£0.8 ovocitos vs Ol in situ + NaCl 0.9% (N=16): 12.9+0.6 ovocitos; p<0.001 OD in situ
y p<0.03 Ol in situ, respectivamente; U Mann-Whitney).

El analisis de la ovulacion espontanea respecto al dia del ciclo estral en que se realizo
la microinyeccion del antagonista dopaminérgico, mostré algunos cambios que dependieron
del dia del tratamiento. Aparentemente, en el diestro-1 se present6 una disminucion neta en
el numero de ovocitos liberados por el ovario respecto a otros dias del ciclo (diestro-1 (N=8):
7.94£1.0 ovocitos vs estro (N=8): 11.8+0.5 ovocitos y proestro (N=8): 12.1+0.6 ovocitos;
p<0.05 prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones mdltiples de
Dunn). No se observaron cambios entre los grupos tratados con el vehiculo en ninguno de
los dias del ciclo estral pero la ovulacion neta en el grupo con microinyecciéon del antagonista
en el diestro-1 es baja respecto a todos los grupos con vehiculo (diestro-1 (N=8): 7.9+£1.0
ovocitos vs NaCl 0.9% en estro (N=8): 13.520.5, diestro-1 (N=8): 13.0£0.9, diestro-2 (N=8):
13.3+0.7, proestro (N=8): 13.4+0.9 ovocitos; p<0.05 prueba de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de comparaciones multiples de Dunn).

El analisis de los efectos de la microinyeccion del antagonista respecto al dia ciclo
estral y al ovario que permanece in situ, no mostré diferencias significativas en la ovulacién
espontanea entre los grupos, pero si una clara tendencia a la disminucién de la cuota
ovulatoria en el grupo con microinyeccion del antagonista en el diestro-1 cuando se compara
contra todos los grupos con vehiculo (Ol in situ + SCH-23390 (N=4): 7.5+1.4 ovocitos vs Ol
in situ + NaCl (N=16): 12.9+0.6; OD in situ + SCH-23390 (N=4): 8.3+1.5 ovocitos vs OD in
situ + NaCl (N=16): 13.6%0.5; p<0.05 prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn). Asimismo, solo cuando el ovario derecho permanece in
situ en el grupo tratado con el antagonista en el diestro-2, mostré una caida en la cuota
ovulatoria respecto a los grupos con vehiculo (OD in situ + SCH-23390 (N=4): 10.3£0.5
ovocitos vs OD in situ + NaCl (N=4): 14.0£0.5; p<0.05 prueba de Kruskal-Wallis seguida de
la prueba de comparaciones multiples de Dunn) (Tabla 3).

De manera global e independientemente del ovario que permanecio in situ, se registro
un retraso en la aparicion del estro vaginal Unicamente en los grupos tratados con SCH-

23390 en el diestro-1, es decir el signo histologico del estro, se retraso un dia (Tabla 3).
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Tabla 3. Medianate.e.m. del nimero de ovocitos liberados y mediate.e.m. de la duracion del ciclo
estral (dias) de las ratas hemiovariectomizadas que presentaron un patron regular de ciclicidad
vaginal y que recibieron una microinyeccion 20 pyL de una solucién de SCH 23390 (5 pg/pL) o su
vehiculo (NaCl 0.9%) a las 13:00 h del estro, diestro-1, diestro-2 o proestro.
NUmero de Ovocitos Duracion del Ciclo Estral
Ovario In Situ Grupo Liberados (dias)
Experimental - -
Vehiculo SCH-23390 Vehiculo SCH-23390
MIB en estro 13.5+0.6 11.8+0.5 4.0+0.0 4.0+£0.0
) MIB en diestro-1 13.0£1.2 7.5+1.4* 4.0+0.0 5.0+0.0**
Izquierdo
MIB en diestro-2 12.5+1.2 10.8+1.9 4.0+0.0 4.0+£0.0
MIB en proestro 12.7+1.7 12.3+1.0 4.0+0.0 4.0+0.0
MIB en estro 13.5£1.0 11.8+0.9 4.0+0.0 4.0+0.0
MIB en diestro-1 13.0£1.6 8.3+1.5 4.0+0.0 5.0+0.0**
Derecho
MIB en diestro-2 14.0+£0.5 10.3+0.5* 4.0£0.0 4.0+0.0
MIB en proestro 14.0+1.1 12.0£0.7 4.0+£0.0 4.0£0.0
*p<0.03 comparado con su vehiculo, U de Mann-Whitney; **p<0.001 vs todos; Prueba de Kruskal-
Walllis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn.

Ovulacién Compensadora (OC) del Ovario in situ

El porcentaje de OC entre los ovarios que permanecen in situ fue semejante entre
los dos grupos de animales ciclicos intactos hemicastrados del Ol o del OD (grupo control
HX) (Ol in situ (N=10): 149.5£27.2% vs OD in situ (N=10): 164.4+£26.6% ns).

Al comparar la OC entre los ovarios in situ de los grupos con el vehiculo, el OD in situ
desarroll6 un mayor porcentaje de OC respecto al Ol (OD in situ (N=16): 194.4+14.9% vs
Ol in situ (N=16): 105.9+£10.1; p<0.001, U de Mann-Whitney). Sin embargo, el incremento
de la OC del OD parece depender de la fase del ciclo ovarico, ya que solo en la fase folicular
el incremento es notoriamente significativo respecto a los grupos tratados con el antagonista
(SCH-23390 (N=8): 113.9+11.1% vs. NaCl 0.9%: 215.6+12.7%; p<0.01, U de Mann-
Whitney).

29



Por tanto, de manera general y sin tomar en cuenta el dia del ciclo en que se realizé
la microinyeccion del antagonista dopaminérgico, solo cuando el OD permanece in situ se
observa una disminucion en el grado de OC comparado con su grupo testigo (OD in situ +
SCH-23390 (N=16): 108.8+12.9% vs NaCl 0.9% (N=16): 194.4+14.9%, p<0.001, U de
Mann-Whitney). No se encontraron diferencias en el grado de OC del Ol (Ol in situ+SCH-
23390 (N=16): 72.9+13.6% vs NaCl 0.9% (N=16): 105.9%+10.1, ns) (Grafica 1).
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Gréfica 1. Mediate.e.m del porcentaje de ovulacién compensadora del ovario in situ de las ratas
hemiovariectomizadas que al presentar un patron regular de ciclicidad vaginal, fueron sometidas
a una microinyeccién dentro de la bursa ovarica (MIB) con 20 uL de una solucién de SCH 23390
(5 pg/uL) disuelto en NaCl 0.9% (Vehiculo) (*p<0.001 comparado con su vehiculo; **p<0.05
comparado con los grupos control; prueba de U de Mann-Whitney).

En concordancia con los datos de la ovulacién espontanea del ovario que permanece
in situ, la OC se encuentra disminuida solo en el grupo de los animales que recibieron la
microinyeccion del antagonista en el diestro-1 (SCH-23390 (N=8): 42.9419.2% vs NacCl
0.9% (N=8): 136.5+28.2%); p<0.01, U de Mann-Whitney), respecto a los animales tratados
en los otros dias del ciclo.

Al analizar la OC del ovario que permanece in situ respecto al dia del ciclo estral en
gue se realizé la microinyeccion de SCH-23390, en el grupo tratado en el diestro-1 se
observo una caida significativa en la OC del Ol in situ (Ol in situ + SCH-23390 (N=4):
20.3£23.9% vs Ol in situ + NaCl 0.9% (N=4): 101.8£22.2%; p<0.05, U de Mann-Whitney).
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Por otra parte, en el dia del diestro-2 se observo una disminucion en el grado de OC cuando
el OD permanece in situ (OD in situ + SCH-23390 (N=4): 107.0£9.6% vs OD in situ + NaCl
0.9% (N=4): 218.8+14.5%, p<0.05, U Mann-Whitney) (Tabla 4).

Tabla 4. Mediate.e.m del porcentaje de ovulacion compensadora mostrada por las ratas
hemiovariectomizadas que luego de presentar un patron regular de ciclicidad vaginal fueron
sometidas a una microinyeccién dentro de la bursa ovarica (MIB) con SCH-23390 disuelto en NacCl
0.9% (Vehiculo) a las 13:00 h del estro, diestro-1, diestro-2 o proestro.
Ovario Ovulacion Compensadora (porcentaje)
. Grupo Experimental
In Situ Vehiculo SCH-23390
MIB en estro 118.5+£14.2 98.0+14.0
MIB en diestro-1 101.8+22.2 20.3+23.9*
Izquierdo MIB en diestro-2 90.8+24.9 75.7+34.4
MIB en proestro 112.7+24.0 97.5+20.6
Control 149.5+27.1
MIB en estro 175.0+£26.3 141.7+£30.2
MIB en diestro-1 171.2+49.0 65.5+28.5
Derecho MIB en diestro-2 218.7+14.4 107.0+9.6*
MIB en proestro 212.5£23.1 120.7+£21.1
Control 164.3+26.6
*p<0.05, comparado con su vehiculo, U de Mann-Whitney.

Peso Relativo del Ovario in situ

El peso relativo del ovario que permanecié in situ en los grupos tratados con SCH-
23390 fue relativamente bajo respecto al peso del ovario in situ de los grupos testigo (SCH-
23390 (N=32): 21.3+0.4 mg/100 g vs. NaCl 0.9% (N=32): 23.1+0.6; p<0.05, prueba de t de
Student). Aparentemente, este descenso del peso promedio de la gbnada remanente es
resultado del incremento del peso del Ol in situ en el grupo testigo respecto al peso de la
gonada remanente en los grupos tratados con el antagonista (Ol in situ + NaCl 0.9% (N=16):
24.2+0.7 vs Ol in situ +SCH 23-390 (N=16): 20.8+0.5 o OD in situ + SCH 23390 (N=16):
21.920.7; p<0.05, ANOVA seguido de la prueba de Tukey). Sin embargo, el analisis puntual
del peso relativo del ovario que permanecio in situ respecto al dia del ciclo estral en que se

administré el antagonista, no revel6 diferencias (Tabla 5).
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Tabla 5. Mediate.e.m. del peso relativo del ovario in situ de las ratas hemiovariectomizadas que
presentaron un patrdon regular de ciclicidad vaginal luego de ser sometidas a una microinyeccion
dentro de la bursa ovarica (MIB) con 20 pL de una soluciéon de SCH 23390 (5 pg/pL) disuelto en
NaCl 0.9% (Vehiculo) a las 13:00 h del estro, diestro-1, diestro-2 o proestro.
. ) ) Peso relativo (mg/100g)
Ovario In Situ Grupo Experimental
Vehiculo SCH 23390
MIB en estro 24.3+0.8 20.9+1.4
) MIB en diestro-1 24.320.9 20.7x0.8
Izquierdo -
MIB en diestro-2 24.1+0.9 20.6+0.4
MIB en proestro 23.9+2.2 20.0+£1.2
MIB en estro 24.7+1.5 22.6+0.6
MIB en diestro-1 21.0+0.8 20.7+0.2
Derecho
MIB en diestro-2 22.4+2.1 23.5+2.7
MIB en proestro 19.8+2.0 20.1+0.9

Hipertrofia Compensadora del Ovario (HCO) in situ

En un animal hemicastrado sin tratamiento (Grupo Control) el grado de HCO que
desarrolla el Ol es aparentemente mayor a la que desarrolla el OD (Ol in situ (N=10):
59.8+13.2% vs OD in situ (N=10): 36.8+5.3%, ns). Sin embargo, el grado de HCO en el
grupo testigo con Ol in situ fue significativamente mayor comparado con el testigo con OD
in situ (Ol in situ + NaCl 0.9% (N=16): 54.5+8.4% vs OD in situ + NaCl 0.9% (N=16):
32.2+4.7%; p<0.05, U de Mann-Whitney), lo que revela un comportamiento asimétrico en el
grado de HCO que depende del ovario que permanece in situ (HCO Ol in situ (N=26):
56.5+7.1% vs OD in situ (N=26): 34.0+3.5%; p<0.01, U de Mann-Whitney) (Grafica 2).

Por otra parte, de manera general, el grado de HCO que desarrolla la gonada
izquierda es significativamente menor en los grupos tratados con el antagonista respecto a
control y al testigo. (SCH-23390 (N=16): 28.9£2.8% vs NaCl 0.9% (N=16): 54.5+£8.4%;
p<0.005, U de Mann-Whitney). Estos cambios no se observaron cuando el OD permanecio
in situ (SCH-23390 (N=16): 30.5+5.6% vs NaCl 0.9% (N=16): 32.2+4.7%, ns) (Gréfica 2).
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Grafica 2. Mediate.e.m. del porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario in situ de las
ratas hemiovariectomizadas que al presentar un patréon regular de ciclicidad vaginal fueron
sometidas a una microinyeccion dentro de la bursa ovarica (MIB) con 20 yL de una solucién de
SCH 23390 (5 pg/pL) (disuelto en NaCl 0.9%: vehiculo) (*p<0.05 comparado con su grupo
vehiculo y control; Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples
de Dunn; **p<0.05 comparado con el grupo testigo con OD in situ; Prueba U de Mann-Whitney).

Sin embargo, al tomar en cuenta el dia del ciclo estral en que se realizé la
microinyeccion del antagonista y el ovario que permanece in situ, ho se encontraron

diferencias significativas en el grado de HCO entre los diferentes grupos (Tabla 6).

Tabla 6. Mediate.e.m. del porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario in situ de las ratas
hemiovariectomizadas con un patrén regular de ciclicidad vagina tras el cual fueron sometidas a
una microinyeccion dentro de la bursa ovérica (MIB) con 20 pL de una solucién de SCH 23390 (5
pg/uL) (disuelto en NaCl 0.9%: vehiculo) a las 13:00 h del Estro, Diestro-1, Diestro-2 o Proestro.
Ovario In _ Hipertrofia Compensadora (porcentaje)
Sity Grupo Experimental -
Vehiculo SCH-23390
MIB en estro 51.7£13.3 28.62+8.7
MIB en diestro-1 45.3+6.9 28.915.6
Izquierdo MIB en diestro-2 46.7+8.6 28.6+5.2
MIB en proestro 74.3+30.6 29.6+4.1
Control 59.8+13.1
MIB en estro 16.6x4.4 29.3+7.0
MIB en diestro-1 26.0£8.5 13.1+4.5
Derecho MIB en diestro-2 54.7+8.8 57.4+11.1
MIB en proestro 31.4+4.0 22.10+8.4
Control 36.8+5.3
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se utilizaron 64 ratas hembras adultas con ciclos estrales
regulares de cuatro dias, que al momento de la hemicastracion mostraron diferencias
significativas en el nimero de ovocitos entre los ovarios extirpados; el ovario derecho ovuld
1.32 ovocitos mas que el ovario izquierdo. Consistentemente, nuestra cepa de rata muestra
este rasgo caracteristico, ya que este resultado es semejante al reportado por Letras y
colaboradores (2016), quienes mostraron que el ovario derecho de un animal ciclico intacto
ovula practicamente un ovocito mas que el ovario contralateral. Segun Dominguez y
colaboradores (2003), estas diferencias pueden ser atribuidas a un control de la ovulacion
asimétrico intrinseco en la rata, ya que existen diferencias en la calidad y/o cantidad de
fibras nerviosas que inervan a cada ovario (Klein y Burden, 1988; Toth et al, 2007).

Los resultados del presente trabajo muestran una tendencia general a la disminucién
en el nidmero de ovocitos liberados en los animales tratados con el antagonista
dopaminérgico del receptor DA-1, independientemente del ovario que permanece in situ.
Nuestros datos son parcialmente semejantes a los reportados por Letras y colaboradores
(2016), quienes mostraron que si bien existe una disminucién en namero de ovocitos
liberados tras la administracion de sulpiride (antagonista dopaminérgico del receptor DA-2)
en animales ciclicos hemicastrados, esta es significativa Unicamente cuando es el OD el
gue permanece in situ, pero no cuando el que permanece in situ es el ovario contralateral.
Aparentemente, el funcionamiento del receptor DA-2 acoplado a los mecanismos que
conducen a la ovulacion en el animal hemicastrado esta lateralizado (Letras et al, 2016).

Por lo anterior y en relacién con los resultados del antagonismo especifico hacia el
receptor DA-1, es probable que la diferencia entre la capacidad de respuesta ovulatoria del
ovario remanente esté relacionada con alteraciones en las sefiales mediadas por el tipo de
receptor dopaminérgico y que conducen a la modificacion de los mecanismos que controlan
la seleccion folicular y la ovulacion. Sin embargo, para resolver este planteamiento aun es
necesario realizar mas estudios y profundizar sobre aspectos de las cascadas de
sefalizacion que se inducen cuando el receptor DA-1 o el receptor DA-2 son activados o
bloqueados.

Por otro lado, independientemente del ovario extirpado, el presente estudio mostré
gue en los grupos tratados con SCH-23390 en el diestro-1, la presencia del estro vaginal se

retraso un dia (aunque todos los animales ovularon en la mafiana del siguiente estro vaginal)
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lo mismo ocurre cuando el receptor DA-2 es antagonizado por sulpiride (Letras et al, 2016),
y concuerda con lo mostrado en otros trabajos de nuestro grupo (Venegas et al, 2015).
Queda por dilucidar que ocurre en esa fase del ciclo estral, donde aparentemente se estan
desarrollando eventos endocrinos, neuroendocrinos y/o nerviosos cruciales que participan
en el control del ciclo estral, la secrecién de gonadotropinas y la ovulacion espontanea; en
esta fase del ciclo estral u ovérico, los receptores dopaminérgicos del ovario parecen jugar
un papel critico en la regulacion funcional del eje Hipotdlamo-Adenohipdfisis-Ovario.

De acuerdo con lo anterior, independientemente del ovario que permanece in situ,
los datos muestran una disminucién significativa en el nimero de ovocitos liberados en los
grupos a los que se les administré el SCH-23390 en el dia del diestro-1. Se ha sugerido que
la unién de la dopamina al receptor DA-1 durante todo el diestro-1 es crucial para que el eje
Hipotalamo-Adenohipdfisis-Ovario funcione correctamente y se induzca la ovulacion
espontanea en la madrugada del dia de estro (Venegas et al, 2015).

Los hallazgos de nuestro grupo de investigacion, sefialan que el bloqueo de los
receptores a la dopamina inducido por la microinyeccién local de diferentes antagonistas
dopaminérgicos durante el diestro-1, afecta significativamente la ovulacién espontanea al
desfasar el ciclo estral, lo cual significa que las sefiales feedback de los esteroides sexuales
no estarian ocurriendo al nivel central y con ello la secrecién preovulatoria de las
gonadotropinas estaria reprimida hasta que los estrogenos alcanzaran sus células blanco
en el hipotalamo. El reemplazo hormonal de la sefial hipotalamica con GnRH restablecio la
ovulacion satisfactoriamente, pero los estrogenos solo lo hicieron de modo parcial; esto
altimo abre todo un debate sobre las sefiales ovaricas mediadas por la dopamina,
aparentemente cruciales para que los receptores centrales a los estr0genos ejerzan sus
efectos feedback positivos e induzcan la descarga preovulatoria de la GnRH (Venegas et
al, 2015).

En otros trabajos, se ha descrito que la seccidn del nervio vago derecho realizada a
las 13:00 h del diestro-1, resultd en un menor numero de ovocitos liberados por el ovario
denervado, lo que no se observo en los otros dias del ciclo estral y pone de manifiesto la
importancia de los mecanismos fisiolégicos que se desarrollan en la etapa del diestro-1y
gue conducen a una ovulacion existosa y normal (Bonilla-Ramirez, 2015).

De manera interesante, en este estudio se observd una clara asimetria en el grado

de OC en los grupos testigo, tales asimetrias pudiera revelar sensibilidades diferentes entre
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el OD y el Ol en respuesta a estimulos quimicos 0 mecanicos. En el caso del OD, la
maniobra quirurgica o el efecto del NaCl 0.9% condujo a un incremento de la OC, en tanto
gue el mismo procedimiento en el Ol fue el opuesto.

Una de las posibles explicaciones que apoyan nuestras observaciones es la
evidencia de que los ovarios son inervados de manera asimétrica (Gerendai y Halasz, 2001;
Gerendai et al, 1995; Klein y Burden, 1988). Un ejemplo de este hecho qued6 de manifiesto
cuando se analiz6 la incorporacion del trazador retrégrado True Blue dentro de la bursa
ovarica y su incorporacion en las neuronas del ganglio celiaco en la rata adulta (Moran et
al, 2005). En este trabajo se observé que la marca del trazador fue significativamente mayor
cuando se inyecté en la bursa del Ol comparado con la inyeccion en la del OD; ademas, la
inyeccion de True Blue en el OD produjo un marcaje neuronal positivo en ambos lados del
ganglio celiaco, mientras que inyectando en el Ol las marcas en el ganglio fueron
exclusivamente ipsilaterales.

Asi mismo, Toth y colaboradores (2007) empleando trazadores virales mostraron que
el Ol envia mas informacion nerviosa al SNC que el OD, pese a que afios atras Klein y
Burden (1988) sefialaban que el nimero de fibras nerviosas que recibe el OD es mayor que
las del OlI.

Al analizarse el grado de la OC respecto al dia del ciclo estral en que se administré
el antagonista dopaminérgico dentro de la bursa ovarica, tomando en cuenta el ovario que
permanece in situ, se encontré una disminucién significativa de la OC solo en el grupo de
los animales que recibieron la microinyeccion del antagonista en el Ol durante el diestro-1y
no asi en el grupo tratado en el OD, de modo semejante a lo reportado por Letras y
colaboradores (2016). En este trabajo, en el diestro-2 la caida en la OC ocurrié cuando se
bloquearon los receptores DA-1 en el OD, lo cual permite sugerir la posibilidad de que los
diferentes subtipos de receptor a la dopamina desempefien papeles diferentes en
determinadas etapas del ciclo estral, lo que ya ha sido mostrado en el animal entero por
nuestro grupo de trabajo (Venegas et al, 2015).

Se sabe que durante el diestro-2, los estrégenos son capaces de ejercer el feedback
positivo sobre la adenohipdfisis, en el hipotalamo y otros centros cerebrales estimulando la
liberacion de LH (Karsch et al, 1997; Hoffman, 1973). Este aumento gradual en la secrecion
de LH se manifiesta en la noche como el evento preovulatorio, el cual ocurrié en todos los

animales hemicastrados. Queda pendiente por analizar los cambios puntuales que afectan
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la cuota ovulatoria 0 la OC en etapas determinadas del ciclo estral, como lo observado en
los dias del diestro.

Lo anterior nos lleva a plantear que el sistema dopaminérgico tiene una participacion
en la regulacion de los mecanismos involucrados en el desarrollo de la ovulacion
compensadora, dentro de estos mecanismos pueden estar involucrados la secrecion de
gonadotropinas, liberacién de hormonas esteroideas ovaricas, o bien el tipo de informacion
neural que llega a los ovarios (Burden, 1985; Flores et al, 2011; Greenwald y Roy, 1994;
Ojeda y Aguado, 1984).

Por otra parte, con respecto a las diferencias en el porcentaje de la HCO entre el Ol
y el OD de los grupos tratados con el vehiculo, una vez mas se pone de manifiesto la
existencia de una asimetria en la capacidad de respuesta de los ovarios a las
gonadotropinas propuesta por algunos investigadores y que pudiera estar relacionada con
diferencias en la cantidad y/o calidad de la informacién nerviosa hacia cada gdénada
(Dominguez et al, 2003; Gerendai y Halasz, 2001; Gerendai et al, 1995; Klein y Burden,
1988).

Se sabe que, tras la hemiovariectomia, se desarrolla una respuesta inmediata de la
adenohipofisis hacia el déficit en la produccién de inhibina ocasionada por la extirpacion de
gonada. Esto se ha interpretado como una disminucion en la retroalimentacién negativa
llevada a cabo por parte de la inhibina y la adenohipdfisis responde aumentando la liberacién
de FSH, lo que involucra el reclutamiento de una mayor cantidad de foliculos ovéaricos y con
ello el incremento del peso de la génada (King et al, 1995).

Con base en esto Ultimo, los resultados del presente trabajo permiten sugerir que la
integridad funcional del sistema dopaminérgico mediada por el receptor DA-1 estaria
participando activamente en el control de la HCO ya que, en los grupos tratados con el
antagonista especifico, ocurrié una caida significativa en el peso de la gbnada remanente.

Los resultados del presente estudio muestran que los mecanismos que regulan la
respuesta del ovario tras el bloqueo del receptor DA-1 dependen del dia del ciclo estral en
gue se realice la administracion del antagonista, asi como también de la génada que

permanece in situ.
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CONCLUSIONES
Los resultados del presente trabajo nos permiten concluir que:

1. En la rata, existe una asimetria en la capacidad ovulatoria entre los ovarios: el ovario
derecho ovula mas que el izquierdo.

2. En diestro-1, la participacion del receptor dopaminérgico tipo 1 en ambos ovarios es
crucial para que se presente el estro vaginal y la ovulacion espontanea en la mafiana
del estro esperado.

3. En los dias del diestro-1 y diestro-2 el receptor dopaminérgico tipo 1 esta
directamente involucrado en el desarrollo de la ovulacion compensadora del ovario
in situ y su papel es asimétrico.

4. Existe una asimetria en la sensibilidad de los ovarios para el control de la hipertrofia
compensadora del ovario que depende de la fase del ciclo ovarico en que el ovario

es manipulado.

PERSPECTIVAS A FUTURO

Los resultados del presente trabajo contribuyen y fortalecen el conocimiento sobre el
papel de la dopamina en la regulacién de las funciones ovaricas, especialmente en las
relacionadas con la ovulacién espontanea y en aquellos mecanismos que permiten el
desarrollo de la ovulacion compensadora. Sin embargo, aun falta por aclarar cual es su
papel en la regulacion de otros procesos como el desarrollo, crecimiento y atresia folicular,
o bien, abordar su analisis funcional en los procesos que controlan la secrecion de hormonas
sexuales y su influencia sobre la secrecion de la GnRH y de gonadotropinas.

Ademas de este contexto neuroendocrino y endocrino, quedan pendientes muchas
preguntas sobre los efectos del antagonismo especifico de los receptores dopaminérgicos
del ovario sobre los cambios bioquimicos y moleculares que serian modificados cuando se
inhiben las funciones mediadas por la dopamina.

Por otra parte, los resultados de este trabajo también nos sugieren que algunas
funciones del sistema dopaminérgico ovarico aparentemente se encuentran lateralizadas,
por lo que seria interesante continuar analizando estos cambios en el modelo de animal

hemicastrado y compararlo con lo que ocurre en el animal entero.
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