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RESUMEN

La hemiovariectomia es una técnica que permite analizar asimetrias funcionales y fisioldgicas
entre los ovarios. Se sabe que la administracién local de una dosis de Sulpiride, antagonista
dopaminérgico de los receptores DA2, bloguea la ovulacidon 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 farmacoldgico del receptor DA2
en el ovario, se analizé el efecto de la microinyeccion de Sulpiride en el ovario que permanece /in situ
en el modelo del animal hemiovariectomizado sobre el desarrollo de la ovulacion compensadora (OC) e
hipertrofia compensadora del ovario (HCO) derecho (OD) o izquierdo (OI).

Ratas hembra adultas de la cepa CII-ZV ciclicas, hemiovariectomizadas a las 09:00 h de la
mafana del estro, recibieron una microinyeccion de Sulpiride (200 pg/20ul; 0.00625 pg/uL; 10
hL/min) dentro de la bursa del ovario /n situ a las 13:00 h en uno de los diferentes dias del ciclo estral.
Los animales se sacrificaron en la mafiana del siguiente estro vaginal observado. Como grupos testigo
se utilizaron animales hemicastrados a los que se les administrd el vehiculo (Acido Ascorbico 0.1%) a
las 13:00 h en los diferentes dias del ciclo estral. El grupo control lo formaron ratas ciclicas
hemiovariectomizadas del ovario izquierdo o derecho, los cuales fueron sacrificados luego de cuatro
ciclos estrales completos.

En ndmero de ovocitos liberados por OD extirpado de todos los grupos experimentales reunidos
fue mayor respecto al OI (OD: 7.2+0.3 ovocitos vs OI: 6.3+0.3 ovocitos, p<0.02; U de Mann-Whitney)
lo que se relaciona con la disminucién de peso en el OD respecto al OI (OD: 12.2+0.3 vs OI: 13.2+0.3,
p<0.03; U de Mann-Whitney). La microinyeccién del vehiculo no afectd la duracion del ciclo estral en
ninguno de los grupos mientras que en el grupo tratado con Sulpiride en diestro-1, la presencia del
estro vaginal se retras6 un dia. En todos los animales que recibieron la microinyeccion de sulpiride, el
OD permanece /n situ ovuld menos en relacion a su grupo testigo (Sulpiride: 13.2+0.9 ovocitos vs
Vehiculo: 16.6+0.7 ovocitos; p<0.008, U Mann-Whitney). Dicha disminucion en el nimero de ovocitos
liberados se atribuye al tratamiento con el antagonista en diestro-1 en grupo con OD /n situ (Sulpiride:
12.1+0.7 ovocitos vs Testigo: 17.4+1.1 ovocitos; p<0.02, U de Mann-Whitney).

Sin tomar en cuenta el dia en el que se realizd la microinyecciéon de Sulpiride, la OC del OD disminuyd
respecto a su grupo testigo (Sulpiride: 88.9+9.5 % vs. Vehiculo: 129.8+9.1 %, p<0.02, U de Mann-
Whitney), siendo la caida mas notoria en el diestro-1 (Sulpiride: 70.0+18.1 % vs. Vehiculo: 156.7+26.2
%, p<0.03, U de Mann-Whitney). La HCO se incrementd cuando la microinyeccion del antagonista
dopaminérgico se realizd en el OD in situ respecto a su testigo (Sulpiride: 78.4+4.8 % vs Vehiculo:
57.6+£4.7 %, p<0.003; U de Mann-Whitney), la cual se atribuye al aumento de la HCO en los dias del
estro (Sulpiride: 95.7+6.7% vs Vehiculo: 36.0+3.0%); p<0.004; prueba de Kruskal Wallis) y diestro-1
(Sulpiride: 83.5+£12.9 % vs Vehiculo: 50.7+4.8%, p<0.03; U de Mann-Whitney). Estos cambios no
fueron observados cuando el OI permanece in situ.

Los resultados del presente estudio indican que la microinyeccién de una dosis Unica de
sulpiride en el ovario remanente de animales hemiovariectomizados disminuye el nimero de ovocitos
liberados, disminuye la OC e incrementa la HCO sdélo cuando el ovario derecho permanece in situ,
cambios que dependen del dia en el que se realiza la microinyeccion. Este bloqueo farmacoldgico del
receptor DA2 afecta los mecanismos que controlan el proceso OC y de HCO.



INTRODUCCION

La regulacidn de las funciones del sistema reproductor en la hembra, es el resultado de
la interaccion de diferentes hormonas secretadas por la adenohipdfisis, los ovarios e incluso
por otras glandula endocrinas (neurohipdfisis, adrenales y timo), interrelacion que ocurre
durante el ciclo estral o menstrual (Fink, 1988; Feder, 1991; Conn, 1994) ademas de los
efectos moduladores que ejerce el sistema nervioso por medio de la inervacién hacia estos
organos (Bahr et al., 1974; Burden, 1978; Dominguez et al., 1989). Se sabe que el ovario
recibe fibras nerviosas que ingresan por la médula y se distribuyen hacia la corteza hasta
alcanzar el estroma ovarico y la teca folicular (Burden, 1985). Esta inervacion proviene del
plexo ovarico y del nervio ovarico superior (Lawrence & Burden, 1980). Este ultimo esta
intimamente relacionado con el control de la esteroidogénesis ya que sus fibras alcanzan la teca
externa de los foliculos (Aguado, 2002). Otras fibras se introducen en el estroma ovarico y
contactan con células intersticiales que indirectamente se relacionan con las células del cuerpo
liteo (Erickson et al., 1985). La mayoria de sus fibras que viajan por el nervio ovarico superior
provienen de las neuronas simpaticas post-ganglionares ubicadas en el ganglio celiaco (Klein &
Burden, 1988).

La secrecién de las gonadotropinas es regulada por la hormona hipotalamica liberadora
de las gonadotropinas: gonadoliberina (GnRH), cuya secrecidon 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 II) que ejercen sus efectos sobre las neuronas peptidérgicas localizadas
principalmente en la regidon predptica e hipotalamica anterior, asi como en el hipotalamo
medio (Freeman, 1988; Freeman, 1994; Kordon et al., 1994). Segun la informaciéon que se
posee, la participacion de los diversos sistemas de neurotransmisores en la regulacion 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).

Todo parece indicar que la dopamina es una sefal neuroquimica indispensable para que
los eventos neuroenddcrinos y endocrinos que conducen a la ovulacion (Schneider & McCann,
1970; Clemens et al., 1976; Vijayan & McCann, 1978; Weiner & Ganong, 1978; MacKenzie et



al., 1988; MacKenzie, 1989; Sanhera et al., 1991). A partir de resultados obtenidos en nuestro
laboratorio postulamos que los sistemas dopaminérgicos del hipotalamo anterior y los
periféricos tienen funciones variantes a lo largo el ciclo reproductor que determinan la
ovulacion espontanea en la rata (Dominguez et al., 1987; Moran & Dominguez, 1995; Venegas
et al., 2012; 2013; 2014).

MARCO TEORICO

Morfologia y Funcion del Ovario.

El ovario es un drgano par ubicado en la cavidad peritoneal de los mamiferos que se
encuentra a cada lado del Utero, esta ligado por el mesovarium, al ligante superior ancho
desde el Utero hasta la pared de la cavidad pélvica (Leung & Adashi, 2004). Constituye la
unidad estructural y funcional del sistema reproductor femenino, cuyas principales funciones
son la sintesis de hormonas y la produccién de gametos, ambas funciones son reguladas por
las gonadotropinas hipofisarias, hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante
(LH), y estan coordinadas con las propias secreciones del ovario (Chedrese, 2003).

La superficie ovarica se encuentra recubierta por una sola capa de células cubicas que
recibe el nombre de epitelio germinal, que a su vez se encuentra invaginada por una cubierta
de tejido conectivo colagenoso denominado tunica albuginea. Por debajo se encuentran dos
zonas bien diferenciadas, la zona medular y la zona cortical. La medula ovarica es una zona
vascularizada e inervada que se compone por tejido conectivo laxo. Mientras la corteza ovarica
se caracteriza por la presencia de foliculos, cuerpos liteos y células intersticiales (Espey &
Richards, 2006) (Figura 2).

En el estroma ovarico se encuentran cuatro clases principales de células intersticiales
que se clasifican por sus caracteristicas y posicion en el ovario en: primarias, tecales,
secundarias e hiliares. Las células intersticiales primarias comienzan a aparecer en el ovario
fetal y desaparecen mas tarde. Las células intersticiales tecales son las mas importantes del
ovario y proceden del estroma; migran hacia la membrana basal del foliculo donde se
disponen en bandas para formar después de su diferenciacién (cuando adquieren receptores a

la LH) a las tecas interna y externa (Erickson, 1995). Esta migracién hacia la membrana basal

3



tiene lugar cuando el ovocito esta madurando vy el foliculo contiene 2 6 3 capas de células de
la granulosa (Greenwald & Roy, 1994). Cuando los foliculos no ovulan y entran en atresia, las
células intersticiales tecales se transforman en células intersticiales secundarias formando
grupos de células glandulares esparcidas en el estroma. Conjuntamente estas células
conforman la llamada glandula intersticial (Ham & Cormack, 1983). Finalmente, las células
intersticiales hiliares se localizan en el hilio y son muy similares a las células de Leydig del
testiculo (Erickson, 1995).

La mayoria de los foliculos se encuentran en la periferia de la corteza inmediatamente
por debajo de la tunica albuginea. Los foliculos son la unidad funcional del. La funcién de cada
foliculo es proveer el sistema de soporte necesario para la célula germinal femenina (ovocito).
Las células somaticas contribuyen en varias maneras a cumplir este objetivo, esencial para la
reproduccion y supervivencia de la especies. El foliculo esta conformado por un ovocito, que se
encuentra rodeado por células de la granulosa que se encuentran formando a su vez las
células de la corona radiada, cimulos ooforo, antro folicular, células de la teca interna, tejido
conectivo y teca externa. Figura 1 (Gore-Langton & Armstrong, 1994; Espey & Richards,
2006).

El cuerpo lUteo es una glandula endocrina transitoria formada por células foliculares que
permanecen después de la ovulacidn. Es el resultado de una serie de cambios morfoldgicos y
bioquimicos en las células de la teca interna y la membrana granulosa del foliculo
preovulatorio. Se encuentra asociado al incremento sérico de LH. Su formacion se caracteriza
por la hipertrofia de las células lUteas y el aumento de la vascularizacion (angiogénesis). El
cuerpo luteo es el principal productor de progesterona. Sus principales funciones son la
regulacion del ciclo estral y el mantenimiento de la prefiez. Si la fecundacién no ocurre, el
cuerpo liteo entra en regresion a través de un proceso denominado luteolisis. En roedores la
regresion del cuerpo liteo incluye dos fases, la fase funcional y la estructural. La fase
funcional estd asociada al descenso en la producciéon de progesterona, el cual es seguido por
la fase estructural en la cual las células lateas mueren. La regresidon estructural es
caracterizada por una reduccién tanto en el tamafio como el peso. Finalmente el cuerpo lUteo

se convierte en un grupo de células denominado el corpus albicans (Xueling et al., 2013).
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Figura 1. Estructura del ovario y sus principales componentes anatomico-funcionales. Adaptado
de McGraw Hill. Tomado de Irusta, 2008.

Inervacion Ovarica.

Las funciones de los ovarios son reguladas por las hormonas del eje hipotalamo-
hipdfisis y por el sistema nervioso autonomo (Burden, 1985; Doganay et al., 2009). El ovario
es inervado por una extensa red de nervios del sistema nervioso autdbnomo que provienen de
fibras pre- y postganglionares de tipo simpatico y parasimpatico. En cuyas terminales se
liberan una serie de neurotransmisores al interior del ovario, algunos de los cuales se
consideran reguladores de la esteroidogénesis, el desarrollo folicular temprano y la ovulacion
(Leung & Adashi, 2004). Las fibras preganglionares simpaticas se originan de cuerpos
celulares en el asta intermediolateral del cordon espinal en los segmentos 770 y 711, mientras
que las fibras postganglionares se originan del plexo ovarico y celiaco (Erickson, 1995) (Figura
2).
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Figura 2. 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 A1 al A7); y 2) al nivel de la columna intermediolateral
de la médula espinal y que se conectan con neuronas dopaminérgicas (somas Aii) desde el
hipotalamo (Modificado de Dissen & Ojeda, 1999).

La inervacion simpatica que recibe el ovario de la rata proviene de dos rutas: nervio del
plexo ovarico (NPO) que acompafa a la arteria ovarica y el nervio ovarico superior (NOS) que

viaja junto con el ligamento suspensorio e inerva, vasos sanguineos, células de la glandula



intersticial y células de la teca interna (Gerenday & Halasz, 1997). Mientras que la inervacion
parasimpatica proviene del nervio vago, el cual contiene pépticos como la somatostatinag,
sustancia P, gastrina y el péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Ojeda et al., 1983; Dissen &
Ojeda, 1999). Las neuronas que dan origen al nervio se localizan en: el nlucleo ambiguo; el
nucleo cardio-neumo-entérico; el nucleo dorsal del vago y la parte inferior del nucleo del

fasciculo solitario (Bouchet y Willeret, 1978).

La capacidad de los neurotransmisores contenidos en los nervios ovaricos para
estimular la esteroidogénesis en ovarios de ratas, ha conducido a la hipdtesis de que estos
intervienen en el desarrollo prepuberal del ovario. Estudios semi-cuantitativos que evaluaron
los cambios en la densidad de fibras nerviosas durante el desarrollo postnatal en ovarios de
Macaca mulatta le han aportado credibilidad a esta teoria, ya que mostré un incremento
significativo en la densidad de fibras nerviosas simpaticas y VIP-enérgicas entre el periodo
neonatal y el tiempo esperado hasta la pubertad, aproximadamente de 3 afos. No se
encontraron cambios durante la etapa adulta ni tampoco en el desarrollo de la inervacion
sensorial (Leung & Adashi, 2004).

Sintesis de Esteroides Sexuales.

Los principales 6rganos que llevan a cabo la sintesis de hormonas esteroides:
estrégenos, andrégenos, progestinas, glucocorticoides y mineralcorticoides; son la adrenales,
ovario y testiculos. Solo durante el embarazo, la unidad placenta-feto puede servir como una
fuente de estrégenos (Norman & Litwak, 1997). Las células de la granulosa, células de la teca
y células del cuerpo IUteo, son las principales células productoras de esteroides en el ovario.

Las hormonas esteroideos suelen ser clasificadas de acuerdo a su estructura quimica o
sus acciones fisiologicas. Las principales tres hormonas esteroides sexuales de acuerdo a sus
funciones bioldgicas son progestinas (gestagenos y progestagenos), androgenos y estrogenos,
las cuales son producidas por los foliculos en una o mas etapas del desarrollo (Richards,
1978). La biosintesis de las hormonas esteroides sexuales tiene como principal precursor al

colesterol el cual proviene de tres principales fuentes: 1) lipoproteinas que sitlan en la



circulacion, 2) sintesis de novoy 3) reservas intracelulares en forma de ésteres de colesterol
(Carr & Simpson, 1981).

Con la ruptura del colesterol (unién c-20,22) por la enzima p250ssc o CYP11A resulta
un compuesto de 21 carbonos que recibe el nombre de pregnenolona. La pregnenolona es la
progestina mas importante porque es el principal precursor de todas las hormonas esteroides.
La pregnenolona es convertida a progesterona por la enzima 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/45-58- isomerasa (3B-HSD), la cual es secretada principalmente por las células
del cuerpo luteo durante la fase lUtea.

La enzima limitante en la sintesis de andrégenos es la 17a-hidroxilasa: complejo
enzimatico C-17,20 liasa. La reaccion puede utilizar tanto pregnenolona o progesterona como
sustrato dando como productos: dehidroepiandrosterona (DHEA) o androstenediona. Estas dos
alternativas se denominan como via delta 5 y via delta 4 respectivamente. Androstenediona y
testosterona son transformados a los estrégenos, estrona y estradiol-17B respectivamente por
un complejo enzimatico localizado en la membrana del reticulo endoplasmico liso conocido
como aromatasa. Las células de la granulosa constituyen la mayor fuente de estrégenos
(Richards, 1978) (Figura 3).
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Figura 3. Biosintesis de hormonas esteroides en las células de la teca y de la granulosa ovaricas. Modificado de
Van Voohrs, 1999



Estrogenos

Fisioldgicamente los estrogenos, estradiol y estriol-178 son los mas importantes
esteroides foliculares. Sus nombres se derivan de su papel de inducir la receptividad sexual,
estro, en los mamiferos femeninos pero tienen varias funciones en otros aspectos de la
fisiologia reproductiva femenina (Richards, 1978).

Los estrégenos promueven las caracteristicas sexuales secundarias, estimulan el
crecimiento del endometrio, del Utero y del tejido mamario, regulan el ciclo menstrual,
aceleran el crecimiento del cuerpo, disminuyen la masa muscular, aumentan el metabolismo
de las grasas, intervienen en el mantenimiento de los vasos sanguineos y en el de la piel,
favorecen el crecimiento del vello y de las ufias, disminuyen la resorcion del hueso y aumentan
su formacion. Por otra parte, elevan los niveles de las HDL, los de la antitrombina III y los del
plasmindgeno, mientras disminuyen los de las LDL, reducen la motilidad intestinal incrementan

la HCr y el cortisol e intervienen en las funciones cerebrales (Becerro, 2008).

Andrégenos

Los andrdgenos son esteroides de 17 carbonos. La androstenediona y testosterona son
los precursores de esteroides estrogénicos, estradiol y estriol-17B respectivamente y para su
formacién son sometidas a aromatizacion (Richards, 1978). Los andrégenos inducen el
desarrollo folicular y el crecimiento del tejido tecal e intersticial del ovario y estimulan sintesis
de progesterona. Aunque debido a que los andrdgenos son aromatizados a estrogenos, no es
facil discernir si sus efectos se deben a su accidon o son producidos por los estrégenos.

Los receptores de andrdgenos se localizan en células de la granulosa, estromales,
tecales humanas (Horie et al., 1992) y mas recientemente se ha observado en oocitos de
ratas, cerdos, y ratdn (Szoltys & Slomczynska, 2000; Gill et al., 2004) Se encuentran
altamente expresados en los foliculos preantrales y antrales de primates (Weil et al., 1998;
Hillier et al., 1997); asi como en foliculos antrales tempranos y pequefios de rata (Tetsuka et
al., 1995; Tetsuka & Hillier, 1996).



Progestinas

La pregnenolona es la mas importante de las progestinas producidas por los foliculos
ovaricos ya que es el precursor de todas las hormonas esteroides pero la mas abundante es
progesterona. Durante la ovulacidn, la progesterona interviene en la regulacion de la funcidn
de las células granulosas y en la ruptura del foliculo (Richards, 1978).

La progesterona participa de forma activa en la ovulacién, implantacion vy
mantenimiento de la gestacién. Se ha observado un aumento de progesterona previo al
incremento de gonadotropinas caracteristico de la ovulacion. Los receptores de dicha hormona
se encuentran en las células tecales de los foliculos antrales pequenos y en células de la
granulosa de foliculos preovulatorios expuestos previamente a LH/hCG (Hild-Petito et al.,
1988; Iwai et al., 1991). La progesterona aumenta también la respuesta a FSH en células de la
granulosa (Goff et al., 1979).

Durante la lactancia el desarrollo de la glandula mamaria ocurre hacia el final de la
gestacion cuando los niveles séricos de progesterona son elevados, entre otras hormonas,

estimula a su vez la formacién del alveolo en la glandula mamaria (Kon & Cowie, 1978).

Desarrollo Folicular.

La foliculogénesis es un proceso que comprende el crecimiento del foliculo y las etapas
de su desarrollo, desde que emerge del reservorio de foliculos formado durante la ovogénesis
hasta el momento de la ovulacidn o atresia (regresién o muerte del foliculo); este proceso se
desarrolla en la corteza ovarica. Debido al continuo crecimiento y a la regresion de los
foliculos, la relacion volumen/contenido del ovario, se encuentra en constante cambio
(Thibault at al., 1993).

El desarrollo de los foliculos es complejo y envuelve la integracion de sefales de
multiples sistemas. Entre especies existen diferencias en cuanto al nimero de foliculos
formados durante la ovogénesis. Al nacimiento, el ovario contiene alrededor de 20.000,
160.000, y 1.000.000 foliculos en ratas, ovejas y humanos respectivamente (Thibault et al.,
1993). En la mayoria de los mamiferos antes o luego del nacimiento, la ovogonia es

transformada a ovocitos primarios. La trasformacion de ovogonia a ovocito se encuentra

10



determinada por la interrupcién del proceso de mitosis que llevan a cabo las células
primordiales germinales y la entrada en la fase meidtica: profase, en el cual los ovocitos
guedan arrestados. Después de este proceso, los ovocitos se encuentran rodeados por una
capa Unica de células foliculares aplanadas que reciben el nombre de pregranulosa (Irving-
Rodgers et al., 2000). Los foliculos primordiales, se ubican en la periferia de la corteza ovarica
principalmente, por debajo de la tunica albuginea formando el cimulo de foliculos en reposo y
gue durante la vida reproductiva seran eliminados progresivamente (Peters et al., 1973). Para
que estos foliculos primordiales inicien su crecimiento, es necesaria una compleja interaccion
entre factores estimulatorios e inhibitorios.

Los foliculos dejan el reservorio para transformase en foliculos primarios. Este cambio
lleva consigo modificaciones citologias en el ovocito, en las células foliculares y el tejido
conectivo adyacente. Segun el ovocito incrementa de tamano, la capa de células aplanadas se
transforma en una capa de células cubicas y cilindricas, formando mediante mitosis las células
de la granulosa que posteriormente formaran un epitelio estratificado. Se originan espacios
entre el ovocito y las células de la granulosa que representan el inicio de la zona pellcida, en
los cuales se depositan mucopolisacaridos secretados por la granulosa. La zona pellicida esta
formada por tres glucoproteinas y su adquisicion es una caracteristica del foliculo preantral
primario (Elvin & Matzuk, 1998).

Segun los foliculos aumentan de tamafio, se desplazan progresivamente hacia el interior
de la corteza ovarica. El foliculo primario unilaminar pasa a un estadio preantral,
muntilaminado con dos o mas capas de células de la granulosa rodeando al ovocito, al cabo
de sucesivas divisiones mitdticas de las células de la granulosa, formando el foliculo
secundario o preantral (Hirshfield, 1991). En esta etapa las células de la granulosa se
conforman por una poblacidon homogénea y presentan receptores de alta afinidad para la
hormona foliculo estimulante y hormonas esteroides (Adashi et al., 1993). Al mismo tiempo se
lleva a cabo el desarrollo alrededor del foliculo de una capa de células originada del estroma
que conforma la teca folicular. La capa tecal se diferencia en una teca interna y otra externa.

Mientras el foliculo aumenta en tamafo la zona pelicida termina su formacién. Esta
fase es denominada fase preantral, al final de dicha fase el ovocito detiene su crecimiento y

vuelve a ser competente para realizar la meiosis. Cuando el foliculo alcanza un diametro
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aproximado de 0.2 mm y posee de seis a doce capas de células (en humanos), surgen
espacios irregulares entre las células de la granulosa que se encuentran llenos de un liquido
claro. A medida que el foliculo incrementa su tamano la cantidad de liquido aumenta y los
espacios formados entre las células de la granulosa convergen para formar una sola cavidad.
Se forma, entonces, una cavidad central: el antro folicular, rodeado de células de la granulosa
murales, localizadas en la periferia. Con la formacion la cavidad antral, el foliculo se
transforma en un foliculo terciario o foliculo antral (Thibault at al., 1993).

El foliculo antral se encuentra tapizado por un epitelio estratificado de células
granulosas que presentan un engrosamiento localizado en uno de sus lados llamado células
del cumulus. La aparicion de los receptores de LH en las células de la granulosa ocurre
durante la transicion del foliculo antral hacia el foliculo preovulatorio, debido a la estimulacion
de FSH (Oxberry & Greenwal, 1982). Este paso es fundamental para que el foliculo progrese
hacia el paso final, la ovulacion. Los foliculos preovulatorios son aquellos que han alcanzado
los estadios finales de crecimiento y maduracién del foliculo antral y han adquirido la habilidad
para ovular ante los adecuados niveles de LH o la administracion de hCG (Amsterdam et al.,
1975).

Ovulacion.

La ovulacion es un proceso dinamico que conlleva cambios en la integridad de la
superficie del foliculo, que después de la iniciacion por el pico preovulatorio de LH implica
cascadas de varias vias y la interaccion de distintos tipos de células y compartimentos
celulares. Las funciones principales de estas vias son promover la permeabilidad y aumento
del flujo sanguineo, acelerar la remodelacion de la matriz extracelular que conduce a la
degradacién del apice folicular y la reestructuracion del foliculo a cuerpo liteo, inducir la
expansion dentro del cimulos en las células de la granulosa, modificar la esteroidogénesis en
las células de la granulosa y de la teca hacia secrecidon de progesterona, y para mantener una
presion intrafolicular positiva. La pared folicular finalmente se rompe y el ovocito es expulsado
acompanado de células granulosas (corona radiata) (Carrel & Peterson, 2010).

Cerca de la mitad del ciclo, ocurre un considerable aumento en los niveles de

estrogenos por sobre el umbral, con el fin de estimular por retroalimentacidn positiva, un pico
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de gonadotropinas principalmente de LH y en menor medida de FSH. El pico de LH es el
estimulo dominante para que el foliculo ovule y de origen al cuerpo liteo. Después del pico
preovulatorio de LH, la sintesis de estradiol disminuye mientras que se produce un incremento
en la produccion de progesterona que es estimulado por la misma LH. Desaparecen uniones
estrechas, que mantenian unidas las células de la granulosa y la lamina basal. Siendo el Unico
sitio donde estas uniones no se ven afectadas en las células que forman parte de la corona
radiada. En este fendmeno existe también un componente mecanico por el rapido incremento
en el tamafio del foliculo ovarico, luego del cual el foliculo emerge desde la corteza. Se lleva a
cabo la digestion proteolitica de la pared folicular, asi como la disolucion de la membrana basal
y el tejido tecal asociado a la ovulacion. Las prostaglandinas de la serie E y F (PGE y PGF2a)
son algunos de los componentes involucrados en la degradacién de la pared folicular y la
formacion del cuerpo Iiteo. Se ha demostrado que los niveles de prostaglandinas en el tejido
ovarico incrementa durante los cambios metabdlicos que ocurren en el proceso ovulatorio
(Leonardi et al., 2012; Alison et al., 2012). Luego de la ovulacion, el foliculo ovarico se
transforma en cuerpo lUteo. En este proceso, el ovocito que estaba detenido en profase I,

reasume la meiosis y es ovulado en el estadio de metafase II (Xueling et al., 2013).

Formacion del Cuerpo Luteo.

El cuerpo lUteo se desarrolla de la compresion de las células de la pared del foliculo
ovulatorio, su formacion da inicio antes de la ovulacién pero se hace mas notoria después de
la ruptura del foliculo y se prolonga durante un nimero de dias especifico para cada especie
hasta que el cuerpo luteo esta completamente formado (Espey & Lipner, 1994).

La luteinizacidn es un evento que envuelve la proliferacién, diferenciacion celular y la
remodelacidn tisular. Se compone de dos importantes procesos 1) hipertrofia y diferenciacién
de las células esteroidogénicas de los foliculos a células luteales; y 2) crecimiento rapido de
vasos sanguineos, angiogénesis, y en algunas especias linfogénesis (Espey & Lipner, 1994).
Este fendmeno inicia a través de cambios bioquimicos y morfoldgicos que se llevan a cabo en
las células de la teca interna y en las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios. El

incremento en los niveles séricos de LH desarrolla el proceso de luteinizacion.
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Las células del cuerpo luteo se originan de dos tipos diferentes de células secretoras de
esteroides provenientes del foliculo ovulatorio, las células de la granulosa y las células de la
teca. Asi, el cuerpo liteo se compone de dos tipos de células luteales: células granulosa-
luteinicas y células teca- luteinicas. Las primeras contienen todos los elementos de las células
secretoras de esteroides como numerosas mitocondrias y abundante reticulo endoplasmatico
liso. Por el contrario, las células teca-luteinicas tienen moderada cantidad de mitocondrias pero
abundante reticulo endoplasmatico liso. Ambos tipos celulares constituyen el 50 % del cuerpo
liteo, ya que éste contiene ademas abundantes elementos del tejido conectivo (Espey &
Lipner, 1994; Xueling et al., 2013).

Eje Hipotalamo-Hipodfisis-Ovario.

El hipotalamo y la hipdfisis guarda relaciones anatdmicas y funcionales estrechas, a su
vez, estas estructuras regulan la funcion de diversas glandulas endocrinas, como la tiroides,
las glandulas adrenales y las gdnadas. La hipdfisis se compone de dos areas principales: 1) el
I6bulo anterior o adenohipdfisis, que deriva embrioldgicamente de una invaginacion
ascendente de la cavidad bucal: la bolsa de Rathke, y 2) el I6bulo posterior o neurohipdfisis,
que procede de una invaginacion descendente del piso del tercer ventriculo. La hipdfisis se
comunica con el hipotalamo a través del tallo hipotalamico o hipofisario (Guyton & Hall, 2012).

La GnRH es un decapéptido hipotalamico que regula la secrecién de las hormonas
hipofisarias LH y FSH. La GnRH se libera de forma pulsatil hacia al sistema circulatorio portal
hipotalamo-hipofisario para luego ser transportada a la hipdfisis anterior (Neil et al., 2001;
Griindker et al., 2002). Las hormonas gonadotrdpicas hipofisarias LH, FSH, prolactina y
gonadotropina coriénica humana (hCG) llevan a cabo la regulacién del funcién ovarica. Las
dos primeras proceden de las células basdfilas de la adenohipdfisis y tienen una estructura
glucoproteica, con dos cadenas a y B. La cadena a es comun en ambas, siendo la B especifica
de cada una de ellas. FSH estimula la maduracién del foliculo del ovario mientras LH provoca
la ruptura del foliculo durante la ovulacidon y la formacién del cuerpo luteo (Tresguerres &
Castillo, 1993).
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Figura 4. Representacion esquematica de la interaccién neuroendocrina y endocrina de los componentes del eje
Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario. La GnRH induce la secrecién de las hormonas LH y FSH que a su vez estimulan la
secrecion de hormonas ovaricas de retrocontrol (esteroides sexuales: estrdgenos, progestagenos y andrdgenos; e
inhibina) asi como la maduracién de los foliculos y la ovulacién. Las flechas indican las acciones estimulantes
(+) 6 inhibitorias (-) sobre su 6rgano blanco (Tomado de Sanchez-Criado, 1999).

Los foliculos primordiales y primarios son insensibles a la accion de las gonadotropinas.
Al llegar a la pubertad la FSH ejerce una accion estimulante del desarrollo folicular a la vez que
produce aromatizacion estrogénica y sintesis de inhibina. El incremento en la secrecion de FSH
produce la maduracion de la reserva de foliculos de primarios a secundarios. Los foliculos que

maduran producen estrdgenos, principalmente estradiol. La hormona es trasportada en la
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circulacion hasta la hipdfisis y al hipotalamo. Concentraciones bajas de estradiol mantienen a
las células productoras de FSH y LH en un nivel de baja sensibilidad para la accion de GnRH,
retroalimentacién negativa. Con la maduracién del foliculo aumentan los niveles de estradiol
séricos. Inmediatamente antes de la ovulacion lo niveles de estradiol son altos y aumentan la
sensibilidad del receptor de GnRH en células gonadotropas de la hipdfisis, retroalimentacion
positiva. La LH provoca el proceso de ovulacion y la posterior luteinizacion, por lo que las
células de la granulosa que antes producian estradiol ahora sintetizan principalmente
progesterona. El foliculo se transforma en cuerpo luteo. El estradiol junto con la progesterona
inhibe por retroalimentacién negativa la produccién de FSH y LH en la hipdfisis (Schmidt &
Thews, 1992; Tresguerres & Castillo, 1993) (Figura 4).

Ciclo Estral.

El ciclo estral de la rata dura de 4 a 5 dias, la ovulacién se produce espontaneamente.
Las fases del ciclo son: proestro, estro (al final del cual ocurre la ovulacién), diestro-1 y
diestro-2 (Gorbman et al., 1983; Hebel & Stromberg, 1986; Martin, 1979) (Tabla 1).

Estos cambios de la citologia vaginal se repiten de manera ciclica durante la vida fértil
de la rata hembra y son fiel reflejo de los cambios hormonales que ocurren en cada ciclo
estral. Es importante sefialar que la influencia del fotoperiodo es fundamental para que se
presenten ciclos regulares de cuatro o de cinco dias de duracion (Figura 3). La presencia de un
ciclo estral de mayor duracion es relativamente anormal y reflejaria cambios importantes en el
patron de secrecion de la hormonas a consecuencia de diversos factores (Montes & Luque,
1988).

El ciclo ovarico esta bajo el control del eje hipotalamo-hipdfisis-génada. El crecimiento
folicular ocurre por la estimulaciéon de FSH, los foliculos ovaricos a su vez secretan estrogenos
que tiene efecto de retroalimentacion positiva sobre la secrecion de LH por la adenohipdfisis,
alcanzandose un poco de LH al final del Proestro, disparando asi la ovulacion. Los estrogenos
también estimulan el epitelio vaginal y la queratinizaciéon del mismo. En el Utero inducen
hiperemia y acumulacién de fluido. Tras el estro, los foliculos que han liberado 6vulos se

trasforman en cuerpos liteos durante la fase del diestro. El cuerpo lUteo secreta progesterona
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y en menor grado estrégenos. La progesterona induce la mucificacion del epitelio vaginal. En
el Utero se inicia en diestro la degeneracion epitelio, si no ha habido fertilizacién del ovulo. Al
final de la fase del diestro, vuelve a comenzar la maduracién de otros foliculos ovaricos y a
regenerar los epitelios vaginal y uterino (Gorbman et al., 1983; Hebel & Stromberg, 1986;
Martin, 1979) (Figura 5).

Tabla 1. Resumen de los cambios a nivel de ovario, Utero, epitelio vaginal y conducta en las distintas fases
del ciclo estral de la rata. (Tomado de De la Cruz & Pasaro, 1998)
Fase Ovario Utero Vagina Conducta y Duracién
L Maxima distencion. EP itelio grueso. Capa de . .
Estro Maduracion de Inicio de celulas cornificadas en la | Receptividad maxima.
foliculos. s superficie. Frotis vaginal Lordosis. Copulacion.
., degeneracion del . A
Ovulacion. - . con abundancia en células | 25 a 27 horas.
epitelio uterino.
escamosas.
Alquna Descamacion del epitelio
de er?eracic')n cornificado. Epitelio
) Formacion de 9 delgado. Invasion de No hay receptividad.
Diestro-1 , vacuolar pero ; - -
cuerpos luteos. también leucocitos. Frotis vaginal 6 a 8 horas.
i con abundancia de células
regeneracion. i
escamosas Y leucocitos
Crecimiento de Epitelio delgado.
Diestro-2 cuerpos luteos. Regeneracién del Regeneracion del epitelio. |\ '\ receptividad.
Foliculos de o . Frotis vaginal con
, ~ epitelio uterino. . , 55 a 57 horas.
varios tamanos. abundancia de leucocitos y
células epiteliales
Crecimiento
rapido de Utero distendido Epitelio grueso. Células |z ;) receptivo a la
foliculos. - epiteliales superficiales. i .
Proestro D - con fluido . . copulacion hacia el
egeneracion Frotis vaginal con .
aumentando su : ! final del Proestro.
de los cuerpos o abundancia de células
. i tamano. - 12 a 14 horas.
luteos del ciclo epiteliales.
previo.
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Figura 5. Perfiles de la secrecion de las principales hormonas adenohipofisarias y ovaricas durante el

ciclo estral de 4 dias en la rata adulta (Tomado de Smith et al., 1975).

18



Sistema Dopaminérgico.

En el sistema nervioso central (SNC) la distribucidon de neuronas dopaminérgicas es
abundante, sin embargo también se encuentran en el sistema nerviosos periférico (SNP). De
acuerdo a los criterios anatomicos actuales se distinguen los siguientes sistemas de neuronas
dopaminérgicas que de acuerdo a la clasificacion de Bjocklound & Lundvall (1984)
corresponden a los grupos Agal Ai7 (Tabla 2). A su vez, estos grupos de somas
dopaminérgicos por la longitud de sus proyecciones pueden dividirse en (Lundvall, 1979;
Alonso-Solis, 1992):

e Vias Largas: incluyen a: Sistema Nigroestriatal y Sistema Mesocortical, sus funciones se
encuentran asociadas al control y la iniciacion del movimiento voluntario. Sistema
Mesolimbico, que participa en el control de las emociones y diversas conductas. Sistema

Diencefaloespinal, sus funciones se relacionan con las sefiales del movimiento involuntario.

e Vias Cortas e Intermedias: incluyen a Sistema Tuberohipofisario y Sistema
Tuberoinfundibular, sus funcidon se relacionan fundamentalmente con el control de la
secrecion de prolactina. Sistema Incertohipotalamico, entre sus funciones se ha destacado
su participacion en la regulacién de la secrecion de la GnRH y la mediacidon de la conducta

sexual. Sistema Periventricular, sus funciones se relacionan con la actividad motora.

e Vias Ultracortas: Incluyen a: Sistema de Células Amacrinas de la capa nuclear interna de la
retina, relacionadas con el proceso de la informacion visual y, Sistema Periglomerular del

bulbo olfatorio que participa en la transduccidn de las sefiales olfativas

Las neuronas dopaminérgicas varian de forma y tamafio segun la region del SNC y del
SNP (Tohyama & Takatsuji, 1998) (Tabla 2).

Las catecolaminas son monoaminas, estan formados por un nucleo catecol (un anillo de
benceno con dos hidroxilos) y una cadena de etilamina o alguno de sus derivados. Las
catecolaminas dopamina, adrenalina y noradrenalina actan como mensajeros quimicos en el
Sistema Nervioso de los mamiferos. Los principales sitios de produccidon de catecolaminas son
el cerebro, la médula adrenal y las neuronas simpaticas (Bahena et al., 2000; Peaston &
Weinkove, 2004).
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Tabla 2. Principales sistemas dopaminérgicos descritos en el cerebro de la rata (Tohyama &
Takatsuji, 1998).

o Sistema Mesoestriatal. Sus somas se originan en la sustancia nigra (A¢), area tegmental
ventral (A1o), nucleo retrorubral (As) y proyectan hacia el area estriatal.

o Sistema Mesolimbicortical. Sus somas se originan en el area tegmental ventral, sustancia
nigra, nucleo retrorubral y proyectan hacia las areas limbica y cortical.

e Sistema Diencefaloespinal. Sus somas se originan en el hipotalamo posterior dorsal, zona
incerta, talamo caudal (A11) y proyectan al médula espinal.

e Sistema Periventricular, Sus somas se originan en el area mesencefalica periaqueductal y
periventricular del tadlamo caudal (Ai1). Sus proyecciones se dirigen hacia la zona gris
periaqueductal, tdlamo medial e hipotalamo.

e Sistema Incertohipotalamico. Sus somas se originan en la zona incerta y en el hipotdlamo
periventricular (A2, Ai3, Ai4). Sus proyecciones se dirigen a la zona incerta, ala region
predptica medial , al hipotalamo anterior y periventricular.

e Sistema Tuberohipofiseal. Sus somas se originan en los nucleos arcuato y periventricular del
hipotalamo (A12, Ais) Yy se proyectan hacia la eminencia media, pars nervosa y pars
intermedia de la hipdfisis.

e MNeuronas Dopaminérgicas Periglomerulares. Sus somas se localizan principalmente en el
bulbo olfatorio (Ais) y sus proyecciones llegan a los procesos dendriticos dentro del
glomérulo olfatorio.

e Sistema Dopaminérgico Retinal. Sus somas se encuentran principalmente en la capa nuclear
de la retinay proyectan localmente al nivel de las dendritas en la retina.

La dopamina es un neurotransmisor catecolaminérgico que participa en la regulacién de
diversas funciones como la conducta motora, la emotividad y la afectividad asi como en la
comunicacién neuroendocrina. Es sintetizada a partir del aminoacido L-tirosina y se ha
identificado como enzima limitante para su produccién a la tirosina hidroxilasa. Técnicas de
clonacion molecular han permitido detectar cinco tipos de receptores dopaminérgicos, los
cuales se encuentran acoplados a proteinas G, se dividen en dos familias farmacoldgicas
denominadas DA1 y DA2. Los receptores de la familia DA1 (subtipos DA1 y DA5) estan
acoplados a proteinas Gs y estimulan la formacion de AMPc como principal mecanismo de

transduccion de sefales. Los subtipos pertenecientes a la familia DA2 (DA2, DA3 y DA4)
inhiben la formacion de AMPc, activan canales de K* y reducen la entrada de iones de Ca?* a

través de canales dependientes del voltaje, efectos mediados también por proteinas G (Gai y
Gao). Varias enfermedades neuroldgicas humanas, incluyendo la enfermedad de Parkinson y

la esquizofrenia, se cree que son manifestaciones de desequilibrios entre los receptores de
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dopamina y la dopamina (Mayerhofer et al., 1999; Bahena et al., 2000; Banihashemi & Albert.,
2002).

Los receptores DA1 son cadenas de 446 residuos de aminoacidos y especificamente el
subtipo DA1 es el receptor dopaminérgico mas abundante en el SNC (Jackson & Westlind,
1994; Weiner & Molinoff, 1989; Missale et al., 1998). Principalmente se encuentran en el
tuberculo olfatorio, el neoestriado, el nucleo accumbens, las islas de Calleja, la amigdala, el
nucleo subtalamico, la substancia negra y el cerebelo. Niveles moderados han sido detectados
en la corteza cerebral el talamo y el globo palido (Jackson &. Westlind, 1994).

El receptor DA2 tiene 2 formas generadas por procesamiento alternativo (“splicing”) del
RNAm. La forma corta (DA2S) esta formada por 414 aminoacidos en el humano y 415 en la
rata, mientras que la forma larga (DA2L) tiene 443 y 444 aminoacidos respectivamente. El
receptor DA2 ha sido detectado en alta densidad en el neoestriado, el tubérculo olfatorio, el
nucleo accumbens, las islas de Calleja y el area tegmental ventral. Se encuentra también en
moderadas cantidades en la sustancia negra reticulada, y la substancia negra compacta, la
corteza cerebral, el globo palido, la amigdala, el talamo y el hipotalamo (Mansour et al., 1990;
Jackson & Westlind, 1994). Los receptores DA2 han sido descritos también en células
endoteliales (Basic et al., 1991), linfocitos (Basu & Dasgupta, 2000) y en plaquetas (Emerson
et al., 1999) y hasta existen evidencias que senalan que existe un sistema de senalizacion a
través de la dopamina en el sistema circulatorio humano a través de las células inmunitarias
(Mckenna et al., 2002).

Se ha observado que la dopamina disminuye el crecimiento de varios tipos de tumores
malignos en ratones y dicho efecto se atribuyd a la inhibicion de la proliferacion de células
tumorales o a la estimulacion de la inmunidad (Wick, 1978; 1981). Posteriormente se
demostro la presencia de receptores dopaminérgicos en las células endoteliales (Bacic et al.,
1991). Incluso, se ha observado que ciertos tipos de tumores son mas activos cuando pierden
la actividad dopaminérgica medida en las células endoteliales de los vasos sanguineos que los
nutren (Basu et al., 1995). En un estudio sobre ratones singénicos con cancer de ovario, el
cual fue inducido al inyectar intraperitonealmente células tumorales ovaricas secretoras de
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), resulta en un descenso de la angiogénesis

al inyectar dopamina (Basu et al., 2001). Del mismo modo, mediante estudios con agonistas y
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antagonistas dopaminérgicos, se pudo observar que el efecto anti-angiogénico de la dopamina
se realiza a través de la activacion del receptor DA2 y no a través de la modulacion de otros
receptores de la misma familia.

En el ovario humano se ha detectado la presencia de altos niveles de dopamina y de
receptores DA1 en el cuerpo luteo. El repertorio de receptores de dopamina presentes
especificamente en las células de la granulosa ha sido descrito (Rey-Ares et al., 2007). Todos
los receptores de dopamina estan presentes a excepcion el DA3, siendo el DA2 el de mayor
expresion. Se ha observado la presencia de tirosina hidroxilasa en los ovocitos de Macaca
mulatta, por lo que se ha postulado que la dopamina sea utilizada como precursor para la
posterior sintesis de noradrenalina en los ovocitos (Gay et al., 2004). Se ha identificado la
presencia receptores dopaminérgicos en el tejido ovarico de la rata (Mayerhofer et al., 2000;
Gay et al.,, 2004) pero su papel funcional aun no ha sido esclarecido pero podria estar
regulando las funciones ovaricas.

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 cardiovasculares (Amneta
et al.,, 2002) y es factible que en los ovarios desempefie funciones semejantes. Existe un
creciente interés por dilucidar las causas de diferentes sindromes y patologias ovaricas que
producen infertilidad o cuadros de anovulacidon crénica, como la de tipo hiperandrogénico
(sindrome del ovario poliquistico), aquellas causadas por desordenes periféricos y las que se
deben a disfunciones del eje SNC-hipotalamo-hipodfisis (Yen, 1999a; 1999b; 1999c). Si bien
una parte de estos trastornos de la funcidon reproductiva de la mujer son ocasionados por
deficiencia en los mecanismos de emisidon o recepcidon de senales humorales, otros podrian
ser explicados por alteraciones en las senales nerviosas de ingreso y salida por los ovarios,

aunqgue esto ultimo no ha sido demostrado (Parra et al., 2007; Speroff et al., 1999).

Propiedades Farmacologicas de Sulpiride.

Existe una gran variedad de farmacos antagonistas dopaminérgicos, que interacttan de
manera selectiva, sobre un tipo o subtipo de receptor especifico. El sulpiride, (RS)-N-[(1-

etilpirrolidin-2-il)-metil]-2-metoxi-5-sulfamoilbenzamida, es un neuroléptico perteneciente al
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grupo de las benzamidas que no produce efectos secundarios extrapiramidales en los seres
humanos ni catalepsia en los animales experimentales (Figura 6). Actla como antagonista del
sistema dopaminérgico inhibiendo especificamente los receptores DA2 aunque muestra
igualmente una alta afinidad por los receptores DA3 (Martin et al., 1996).

El efecto preferente del sulpiride sobre estructuras limbicas (relacionado con la accién
antipsicotica de los neurolépticos), junto con su escasa actividad en areas nigroestriadas
(relacionada con los efectos extrapiramidales), podria estar favoreciendo una accién
antipsicotica especifica sin acompafarse de los importantes efectos extrapiramidales
provocados por otros neurolépticos tipicos como el haloperidol. Por otro lado, a diferencia de
otros neurolépticos como la clozapina o el haloperidol, el sulpiride no interactia
significativamente con receptores de otros neurotransmisores, por lo que su perfil atipico no
parece relacionarse con el bloqueo serotoninérgico, muscarinico o alfa-adrenérgico (Palomo,
1991).
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N-((1-Etil-2-pirrolidinil)metil )-2-metoxi-5- sulfamoilbenzamida

Figura 6. Formula, estructura y nombre quimico del antagonista del receptor a dopamina DA2, sulpiride.
M:: Masa molecular. Modificado de Council of Europe, 2004.

El sulpiride se presenta como un polvo cristalino blanco o casi blanco, practicamente
insoluble en agua, poco soluble en metanol, ligeramente soluble en alcohol y en cloruro de

metileno. Se disuelve en soluciones de acidos minerales e hidroxidos alcalinos.
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Asimetria Ovarica.

Los ovarios de las aves son asimétricos, el ovario izquierdo es el Unico que ovula y
secreta estradiol mientras que el ovario derecho se encuentra atrofiado. Al extirpar el ovario
ovulante quirtrgicamente, el ovario remanente no se desarrolla como tal sino que crece como
un testiculo y secreta testosterona (Alvarez et al., 2009; Genoveva & Moran, 2011).

En mamiferos poliovulantes, se han observado diferencias en la capacidad ovulatoria del
ovario izquierdo y derecho. En murciélagos la asimetria es mas notoria, siendo mas frecuente
que el ovario derecho sea el mas dominante (Wimsatt, 1979).

En ratas el ovario izquierdo ovula dos ovocitos mas comparado con el ovario derecho
(Dominguez et al., 2003).El ovario izquierdo tiene un capacidad mayor para secretar
progesterona (Barco et al., 2003; Flores et al., 2005) vy testosterona en respuesta a una
hemicastracién (Flores et al., 2006).

En ratas hembras la cantidad de GnRH la cual se encuentra en el hipotdlamo es mayor
en el lado derecho respecto al izquierdo (Gerendai et al., 1978). La lesion de hipotalamo
anterior sobre el lado derecho inhibe el desarrollo de la hipertrofia compensadora del ovario
después de una hemiovariectomia (Fukuda et al., 1984). De manera similar, la lesién derecha
del area predptica da como resultado la disminucién del nimero de ovocitos liberados (Moran
et al., 1994) vy un implante de atropina en el hipotdlamo anterior derecho bloquea por
completo la ovulacion (Cruz et al, 1989).

El uso de técnicas de rastreo transneural ha permitido identificar la existencia de un camino
multisinaptico entre el cerebro y los ovarios de ratas. EI marcaje de neuronas relacionadas con
ambos ovarios fue detectado en el nucleo del tracto solitario, en el nicleo dorsal del vago, en
el grupo celular As noradrenérgico, en el magnus del rafe y en el nicleo paraventricular
hipotaldmico. Cuando la inyeccion del virus de pseudorabia se realiza en el ovario izquierdo se
observa que el patrén de marcaje es diferente al observado para el ovario derecho, abarcando
también el nucleo caudal del Rafe (Gerendai et al., 2005; Gerendai et al., 1998; Toth et al.,
2007). Klein and Burden (1988) no encontraron diferencias en el nimero de neuronas entre el
lado derecho o izquierdo del ganglio celiaco superior (origen de la mayoria de las fibras

ostsinapticas del ovario) de ratas adultas pero estudios reciente indican lateralizacion en la
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inervacion. La inyeccién del trazador retrogrado (True Blue) dentro del ovario derecho o
izquierdo pone de manifiesto que estas conexiones se producen de manera asimétrica,
mientras que el ovario izquierdo proyecta de manera ipsi- y contralateral, el ovario derecho
Unicamente mantiene conexiones ipsilaterales. (Moran et al., 2005). La asimetria en la
inervacion entre el ovario izquierdo y derecho se ha estudiado por la denervacion de las fibras

nerviosas que llegan al ovario.

Hemiovariectomia.

La hemiovariectomia (ovariectomia unilateral) es un modelo experimental usado para
analizar la existencia de asimetrias funcionales y fisioldgicas entre los ovarios, incluyendo la
habilidad de secrecion de hormonas por cada ovario. La hemiovariectomia resulta en el
incremento de peso en el ovario que permanece /n situ que es atribuido a la hipertrofia del
ovario remante asi como la restauracion de la ovulacidon completa conocida como ovulacion
compensadora (Dominguez et al., 2003; Morales et al., 2007). En ratas adultas hemicastradas,
cuando el ovario derecho permanece /n sitt 27/32 animales ovula en el dia del estro esperado
mientras que en el ovario izquierdo /n situ sélo 16/38 lo hacen. La vagotomia unilateral y
contralateral restaura la ovulacién en el ovario izquierdo (Chavez et al., 1987).

La ovariectomia izquierda en ratas a las 13:00 horas del dia del estro no causa cambios
en la concentracién de progesterona. Mientras tanto, la concentracidn sérica de testosterona
incrementa y las concentraciones de estradiol disminuyen significativamente. Por otra parte, la
ovariectomia derecha no muestra cambio en los niveles de progesterona, testosterona y
estradiol séricos. La inyeccidon de sulfato de atropina a ratas con ovariectomia izquierdo da
como resultado el incremento en los niveles de progesterona, una significativa reduccién en
los niveles séricos de testosterona y a una reduccidon no significativa en los niveles de
estradiol. Ratas con ovariectomia derecha, o con blogueo colinérgico, no mostraron cambios
en la concentracion de progesterona y un incremento significativo en los niveles de
testosterona y estradiol. Una adrenalectomia a ratas a las que se extirpd el ovario izquierdo
mostré una diminucién en los niveles de progesterona y testosterona, sin cambios en la

concentracion de estradiol. Veinticuatro horas después de la cirugia, los animales
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adrenalectomizados con ovario izquierdo /n situ tuvieron un concentracion mas alta de
estradiol comparado con aquellas ratas con ovario derecho in situ (Barco et al., 2003;
Dominguez et al., 2003)

Cuando la hemiovariectomia se realiza en ratas de 20 dias de edad, el porcentaje de
ovulacion compensadora por el ovario izquierdo fue mayor que la del derecho. La destruccion
de la inervacion sensorial por administracion de capsaicina resulta en el incremento de la
ovulacion compensadora en el ovario derecho y la disminucién por el izquierdo. Estos
resultados sugieren que la respuesta compensadora del ovario depende del ovario que
permanece /n situ (Apolonio et al., 2000). Ademas dichos resultados acerca de la inervacion
ovarica demuestra que el papel del ovario derecho o izquierdo son afectadas por distintas vias

(Dominguez et al., 2003).

Hipertrofia Compensadora y Ovulacion Compensadora del Ovario.

En la rata al remover un ovario da como resultado el incremento en el peso (hipertrofia
compensadora: HCO) y el nimero de ovocitos liberados por el ovario que permanece /in situ
(ovulacion compensadora: OC). La hemiovariectomia causa la HCO remanente la cual resulta
en el incremento de la poblacién folicular y la disminucién de atresia folicular. La HCO es
resultado de la caida inicial en los niveles periféricos de estrégenos seguido por un incremento
en la liberacion de gonadotropinas las cuales restauran los niveles de estrdégenos al nivel
anterior a la operacidn (Benson et al., 1969).

Las funciones compensadoras del ovario pueden ser explicadas como el resultado de un
desbalance funcional en el eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario causado por la ausencia de una de
las gdnadas productora de hormonas esteroides. Donde la hipdfisis libera una mayor cantidad
de FSH y LH (Butcher, 1977) las cuales estimulan al ovario remanente e inducen el
crecimiento folicular, disminuyen el porcentaje de atresia folicular y generan la liberacién de
un mayor nimero de ovocitos (Peppler & Greenwald, 1979).

Después de wuna hemiovariectomia temporalmente se reducen el efecto de
retroalimentacion negativa llevada a cabo por inhibina por lo cual la hipdfisis aumenta la

liberacion de FSH lo que conlleva al reclutamiento de foliculos pequefios (King et al., 1995).
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Algunos autores sefialan que tanto la FSH como la LH se incrementan cuatro horas posteriores
a la cirugia (De Greef el al., 1975; Ackland et al., 1990) mientras que otros mencionan que la
elevacién es mayor para FSH que para la LH, cinco horas post-cirugia (Welschen & Dullaart,
1974).

La concentracion de progesterona en la rata adulta hemiovariectomizada, resulta en
una mayor concentracién de la hormona dos horas después de la cirugia, mientras que la
concentracion de estradiol en el metaestro disminuye una hora después, con un aumento
significativo a las veintiddés horas post-operacién, lo que sugiera que la concentracion de
progesterona depende del tiempo trascurrido entre la cirugia y la autopsia (Butcher, 1977).
Contradictoriamente en otro estudio no se observaron cambios en la concentracion de
progesterona nueve dias después de la hemiovariectomia sin embargo, en este estudio no se
considerd la etapa del ciclo estral en la que se realizd la cirugia (Gerandai et al., 1995).

Los mecanismos que desarrollan la HCO y OC en ratas hemicastradas han sido
analizadas a través de cambios en la secrecidn de gonadotropinas por la hipdfisis y de
hormonas esteroides ovaricas. Muchos de los resultados obtenidos de ratas
hemiovariectomizadas no pueden ser completamente explicados en términos puramente
endocrinoldgicos. Por ejemplo, la concentracion de FSH en plasma de ratas ciclicas se
incrementa durante las primeras 6-12 horas después de una hemiovariectomia cuando se
realiza a las 8:00 h del dial de diestro-2 comparado con los valores control, sin embargo,
cuando la cirugia se realiza a las después de las 17:00 horas del diestro-2 la OC no ocurre al
siguiente estro (Otani & Sasamoto, 1982).

En otro estudio se compararon los efectos de una ovariectomia izquierda contra la
derecha, se encontré que el nimero de animales ovulantes disminuye cuando el ovario
izquierdo permanece /n situ pero es normal en ratas con el ovario derecho /in situy la seccion
de ambos nervios vago en ratas con hemiovariectomia derecha reduce la HCO. En cambio, la
seccion del nervio vago izquierdo solo induce efectos que depende del ovario que permanece
/n situ. Cuando el ovario izquierdo es el que permanece in situ, el porcentaje de animales
ovulantes, HCO y numero de ovocitos liberados incrementan después de la vagotomia
izquierda. Mientas que el mismo procedimiento en ratas con ovario derecho /n situ disminuye

los mismos parametros (Chavez et al., 1987).
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Por otra parte, la denervacion del NOS en ratas con hemiovariectomia afecta la HCO y
tasa de animales ovulantes, efectos que dependen del dia del ciclo y del ovario remante. En
animales con ovario izquierdo /n situ, la denervacion del NOS no afecta la tasa de animales
ovulantes pero el numero de ovocitos liberados es menor al control y la HCO aumenta solo en
los animales a los que se realizd la denervacién en proestro. En este mismo modelo, cuando el
ovario derecho es el que permanece /n situ, la denervacién del NOS derecho disminuye la tasa
de animales ovulantes y las ratas ovulan soélo un ovocito, pero la HCO aumenta cuando la

seccion del NOS se realiza en los dias del diestro-2 y proestro (Chavez & Dominguez, 1994.)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La noradrenalina es la principal catecolamina detectada en el tejido ovarico y de
acuerdo a la informacion anterior, modula el crecimiento folicular, el desarrollo de la HCO y las
funciones del cuerpo lUteo. Sin embrago, se ha demostrado la presencia de dopamina y sus
receptores en diferentes tejidos del ovario (Mayerhofer et al, 2000; Gay et al, 2004; King et al,
2005; Rey-Ares et al, 2007), pero su papel funcional en el tejido gonadal aun debe ser
esclarecido.

Se ha evaluado los efectos fisioldgicos de las catecolaminas ovaricas, mediante el
uso de antagonistas de sus receptores en los diferentes dias del ciclo estral a distintas horas.
En estos estudios, se ha demostrado que el bloqueo farmacoldgico de receptores a dopamina
resulta en la ausencia de ovulaciéon, que depende del dia del ciclo estral y la hora en el que se
realizd (Dominguez et al 1987, Venegas et al., 2015), ademas de interrumpir el desarrollo
folicular e incrementar la atresia folicular (Ramirez-Avila, 2001; Pastelin-Rojas, 2003).

Por otra parte existe evidencia de asimetrias entre los ovarios, en ratas el ovario
izquierdo ovula mas ovocitos comparado con la génada contralateral. La inervacion que llega
al ovario se encuentra lateralizada, el nimero de fibras nerviosas que recibe el ovario derecho
es mayor que las del izquierdo (Klein & Burden, 1988). Sin embargo, no existe informacion

acerca de asimetrias en el sistema dopaminérgico entre el ovario izquierdo y derecho.
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO

No hay suficientes evidencias 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 génada se han enfocado en los sistemas noradrenérgicos y
peptidérgicos (Aguado, 2002; Ahmed et al., 1986; Ben-Jonathan et al., 1982; Dees 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., 1984a; Curry et al., 1984b; Lara,
1990).

Por lo anterior, el presente trabajo pretende analizar el papel funcional de la dopamina
presente intrinsecamente en los ovarios y que pudiera estar relacionada con los mecanismos
gue controlan el desarrollo folicular y la ovulacién de la rata adulta. El propdsito del presente
trabajo fue analizar como se adapta el sistema dopaminérgico del ovario derecho o izquierdo
ante la ausencia de la gonada contralateral y como responde el ovario remanente cuando se

bloguea especificamente el receptor DA2 en el modelo del animal hemicastrado.

HIPOTESIS

El antagonismo sobre el receptor DA2 en el ovario remanente de la rata adulta
hemicastrada realizado en los diferentes dias del ciclo estral inducira cambios en el ciclo estral
y en la ovulacién espontanea, que dependeran de la fase del ciclo estral en que se realiza el

blogueo farmacoldgico y del ovario remanente.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de los receptores DA2 del ovario remanente de ratas adultas
hemicastradas, inducido por la administracion de sulpiride en la bursa ovarica derecha o
izquierda en los diferentes dias del ciclo estral sobre la ovulacion.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar los efectos de la microinyeccion de dosis Unica de sulpiride, en los diferentes
dias del ciclo estral, dentro de la bursa ovarica de ratas hemicastradas adultas con ciclos
estrales regulares de cuatro dias de duracion (diestro-1, diestro-2, proestro y estro) sobre la

ovulacion compensadora e hipertrofia compensadora del ovario derecho o del izquierdo in situ.

2) Comparar el grado de ovulaciéon compensadora entre los animales que recibieron la
microinyeccidén de dosis Unica de sulpiride, en los diferentes dias del ciclo estral, dentro de la

bursa ovarica derecha respecto a los que la recibieron en la izquierda.

3) Comparar el grado de hipertrofia compensadora del ovario entre los animales que
recibieron la microinyeccién de una dosis Unica de sulpiride, en los diferentes dias del ciclo

estral, dentro de la bursa ovarica derecha respecto a los que la recibieron en la izquierda.

METODOS GENERALES

Se utilizaron 84 ratas hembras adultas de la cepa CII-ZV, con edades de 90-120 dias y
con peso corporal de 200-250 g, mantenidas en condiciones de iluminacidon controlada (14 h
luz / 10 h oscuridad; luces de las 05:00 a las 19:00 h) y con libre acceso al agua y al alimento
balanceado.

Con el fin de controlar las fases del ciclo reproductor, se realizaron los registros del ciclo
estral por medio de frotis vaginales que se tomaron diariamente entre las 09:00 y las 10:00 h.
Una vez que los animales presentaron tres ciclos consecutivos de cuatro dias de duracién
(diestro-1, diestro-2, proestro y estro: animales ciclicos) en la mafiana del dia del estro, estos

animales fueron hemicastrados del ovario derecho o del izquierdo.

Técnica de la Hemicastracion.

Entre las 09:00 y 10:00h del dia del estro, se formaron dos grupos de animales con
hemicastracién derecha e izquierda. La técnica consistié en sedar a los animales con éter
etilico y una vez “adormecidos”, los animales se colocaron sobre una tabla de diseccién; se

rasuraron del costado derecho o izquierdo retirando el pelo de la zona intercostal, desde la
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region de las costillas inferiores hasta la regidon pélvica donde se pliega la pata derecha o
izquierda. En seguida, se limpid la piel con solucion antiséptica de clorhexidina 2% y luego se
sometieron a una laparotomia que consistié en una incisién sagital de aproximadamente 1 cm
de piel y 0.5 cm del musculo abdominal. Posteriormente con ayuda de una pinza de punta
fina, se exteriorizaron segun el caso, el ovario derecho o el izquierdo que fue removido.

En el ovario extirpado se disecd el oviducto y se contd el nimero de ovocitos liberados;
el ovario fue pesado en balanza de precision y su peso expresado en miligramos/100 gramos
de peso corporal.

A al dia siguiente de la hemiovariectomia se reanudaron los registros de frotis vaginales.
Todos los animales hemicastrados que cumplieron al menos tres ciclos estrales consecutivos
de cuatro dias fueron asignados a los siguientes grupos experimentales:

1) Grupo Control: animales ciclicos hemicastrados que se sacrificaron en la manana del
estro vaginal después de cuatro ciclos estrales completos luego de la
hemicastracion.

2) Grupos Testigo: animales ciclicos hemicastrados que a las 13:00 h del dia del estro,
diestro-1, diestro-2 o proestro fueron sometidos a la laparotomia unilateral para
realizar la microinyeccion de solucidon de acido ascorbico 0.1% (ver lineas mas
abajo).

3) Grupos con Sulpiride: animales ciclicos hemicastrados que a las 13:00 h del dia del
estro, diestro-1, diestro-2 o proestro fueron sometidos a la laparotomia unilateral
para realizar la microinyeccion de solucion sulpiride en acido ascérbico 0.1% (ver

lineas mas abajo).

Técnica de la Microinyeccion dentro de la Bursa Ovarica.

Grupos de ratas ciclicas hemicastradas del ovario derecho o izquierdo se distribuyeron
en dos grupos generales de animales hemiovariectomizados y a las 13:00 h de uno de los
diferentes dias del ciclo estral fueron sedados con éter etilico.

De modo semejante a la técnica de hemicastracion, el ovario remanente fue

exteriorizado y sometido a la microinyeccion de sulpiride de la siguiente forma:
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Se localizd la bursa ovarica y se inyectaron 200 pg de sulpiride (disuelto en acido
ascorbico 0.1%) dentro de la bursa derecha o izquierda con una jeringa Hamilton. La
microinyeccién se realizd con una bomba de perfusién nanomolar hasta infiltrar 20 pL de
solucion (2.12 uL/seg), seguida de 20 segundos de reposo antes de retirar de la bursa la aguja
del microinyector. Los grupos testigo fueron sometidos al mismo procedimiento y recibieron 20
ML de acido ascorbico 0.1% en solucidon salina isoténica (0.9%). Una vez realizada la
microinyeccion, se limpid el campo quirirgico con solucion antiséptica de clorhexidina 2% vy se
devolvio el 6rgano a la cavidad peritoneal. Las heridas fueron suturadas con seda quirudrgica
#00 y finalmente se colocd sobre la herida una gota de azul piotanico como cicatrizante.

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion entre las 09:00-10:00 h de la
mafana del primer estro vaginal observado.

A la autopsia, se diseco el ovario remanente y el oviducto. El oviducto fue inspeccionado
para realizar el conteo directo de los ovocitos liberados y el ovario procesado para su analisis

histoldgico de acuerdo al método de Luna (1975) (no incluido en el andlisis de resultados).

Anaélisis de la Ovulacion Compensadora (OC).
Para analizar el grado de OC en los animales hemicastrados sometidos a la
microinyeccion del sulpiride, los datos del nimero de ovocitos liberados (NOL) por el ovario

extirpado y del remanente se incorporaron en la siguiente formula:

OC= NOL por el Ovario Remanente (in situ) - NOL por el Ovario Extirpado

NOL por el Ovario Extirpado X 100

Anadlisis de la Hipertrofia Compensadora del Ovario (HCO).
Para analizar el grado de HCO en los animales hemicastrados sometidos a la
microinyeccién del sulpiride, los datos del peso relativo (100 g/kg de peso corporal) del ovario

extirpado y del remanente se incorporaron en la siguiente formula:

HCO= Peso Relativo del Ovario Remanente (in situ) - Peso Relativo del Ovario Extirpado

Peso Relativo del Ovario Extirpado X 100
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Analisis Estadistico.

Los resultados del conteo del nimero de ovocitos liberados, del total de dias
transcurridos desde la hemicastracion hasta la autopsia, de los porcentajes de OC y de HCO
fueron analizados por la prueba de Kruskall-Wallis, sequida de la prueba de comparaciones
multiples de Dunn; en aquellos en que se compararon pares de medias, se utilizd la U de
Mann-Whitney. Los pesos corporales y de los ovarios fueron analizados por Andlisis de
Varianza Mlltiple seguido de la prueba de Tukey. En todos los casos se considero
estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya probabilidad sea menor o igual al
0.05.

RESULTADOS

Independientemente del ovario extirpado, el nimero total de dias transcurridos desde el
momento de la hemicastracion hasta el dia de la autopsia fue semejante entre los grupos
hemiovariectomizados (HX) del ovario izquierdo (OI) o del derecho (OD) (HX-OI: 19.4+0.7
dias vs HX-OD: 20.9+0.9 dias; ns). El promedio de dias transcurridos en todos los animales del
presente trabajo fue de 20.2+0.6 dias.

No se encontraron diferencias significativas en el peso corporal promedio de los

animales utilizados en el estudio al momento de la HX ni en el momento de la autopsia (Tabla

1).

Tabla 1. Gramos del promedio peso corporal+e.e.m. de los animales con ciclos estrales regulares de cuatro
dias de duracién sometidos a la hemiovariectomia (HX) y que se sacrificaron en la manana del estro vaginal
observado entre las 09:00 y 10:00 h luego de recibir una microinyeccion de sulpiride o su vehiculo.

HX Peso Corporal el Dia de la HX (g) Peso Corporal el Dia de la Autopsia (g)
Ovario Izquierdo (N=42) 250.7£3.9 262.614.1
Ovario Derecho (N=42) 258.3+£3.9 266.4+3.7

Ovulacion Espontanea del Ovario Extirpado.

En los 42 animales a los que se les extirpd el ovario izquierdo (OI) en la manana del
estro luego que presentaron tres ciclos estrales consecutivos de cuatro dias, el OI ovuld un

promedio 6.3+0.3 ovocitos. En el otro grupo de 42 animales ciclicos, el ovario derecho (OD)
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extirpado en la mafana del estro ovuld 7.2+0.3. El analisis estadistico mostrd que el OD de un
animal ciclico intacto ovula mas que el OI (Tabla 2).

Se encontraron diferencias significativas tanto en el peso absoluto como en el peso
relativo entre los ovarios extirpados de los 84 animales; el ovario derecho pesd menos en
comparacion al izquierdo (Peso Absoluto: OI: 33.6+£0.9 mg vs OD: 30.8+0.9 mg; p<0.04,
prueba t de Student) (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de ovocitos liberadosze.e.m. de los animales con ciclos estrales regulares de cuatro dias de
duracion sometidos a la hemiovariectomia. Estos animales fueron destinados a los diferentes experimentos
para recibir una microinyeccién de sulpiride o su vehiculo.

Hemiovariectomia Numero de Ovocitos Liberados | Peso Relativo del Ovario Extirpado (mg/100 g)
Ovario Izquierdo (N=42) 6.3+0.3 13.2+0.3
Ovario Derecho (N=42) 7.2+£0.3* 12.2+0.3**

* p< 0.02 comparado con el ovario izquierdo (U de Mann-Whitney)
** p< 0.03 comparado con el ovario izquierdo (t de Student)

Ovulacion Espontanea del Ovario in situ Luego de la Microinyeccion de Sulpiride.

De modo general, al comparar con sus respectivos grupos testigo, no se encontraron
diferencias significativas en el nimero de ovocitos liberados en los grupos con OI /n situ que
recibieron la microinyeccién con sulpiride a las 13:00 h en los diferentes dias del ciclo estral y
que se sacrificaron en la mafiana del estro observado (OI /n situ. Sulpiride: 14.7+0.7 ovocitos
vs Testigo: 15.7£0.8 ovocitos, ns). Sin embargo, en los grupos con OD in situ y que
recibieron una microinyeccidon de sulpiride ovularon menos en relacién a su vehiculo (OD /in
situ: Sulpiride: 13.2+0.9 ovocitos vs Vehiculo: 16.6+0.7 ovocitos; p<0.008, U Mann-Whitney )
(Tabla 3).

Al analizar la ovulacion espontanea del ovario que permanece /n situ respecto al dia del
ciclo en que se realizd la microinyeccién de sulpiride, se observd una tendencia a la
disminucion en el nimero de ovocitos liberados en los grupos tratados en el dia del diestro-1
respecto a sus grupos testigo (Sulpiride: 12.1+0.7 ovocitos vs Testigo: 17.4+1.1 ovocitos;
p<0.02, U de Mann-Whitney), diferencia que es significativa Unicamente cuando el OD es el

que permanece /n situ. De igual forma, solo en los grupos tratados con sulpiride en el diestro-
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1 la presencia del estro vaginal se retrasod significativamente, independientemente del ovario

que permanece /n situ (Tabla 3).

Tabla 3. Media del nimero de ovocitos liberadoste.e.m. y media de los dias de duracion del ciclo estral+e.e.m.
de las ratas hemiovariectomizadas que al recuperar un patrén regular de ciclicidad vaginal fueron sometidos a
una microinyeccion dentro de la bursa ovarica.

Numero de Ovocitos Liberados | Duracion del Ciclo Estral (dias)
Ovario In Situ Grupo Experimental - — - —
Vehiculo Sulpiride Vehiculo Sulpiride
MIB en Estro 17.0+2.2 16.5+1.9 4.0+£0.0 4.0+0.0
MIB en Diestro-1 14.7£1.0 13.5+1.3 4.0+0.0 5.0+0.0%*
Izquierdo MIB en Diestro-2 14.5+2.3 14.3+£0.9 4.0+0.0 4.0+0.0
MIB en Proestro 16.5+0.5 14.5£1.6 4.0£0.0 4.0£0.0
Control 14.5+0.7 4.0+0.0
MIB en Estro 14.8+0.5 14.8+1.1 4.0+0.0 4.0+0.0
MIB en Diestro-1 18.5+1.1 12.2+1.49 4.0+0.0 5.0+£0.0%*
Derecho MIB en Diestro-2 16.2+1.1 12.0+0.8 4.0+0.0 4.0+0.0
MIB en Proestro 16.7£1.1 13.8+3.1 4.0+£0.0 4.0+0.0
Control 15.1£0.9 4.0+0.0

0 p<0.03 vs Vehiculo; U de Mann-Whitney; * p<0.0001 vs todos; Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba
de comparaciones mdltiples de Dunn.

Al analizar la ovulacién espontanea del OD /n situ con relacion a la fase del ciclo ovarico,
en los grupos tratados con sulpiride en los dias de diestro, existié una clara tendencia a la
disminucion en el nimero de ovocitos liberados respecto a sus grupos testigo (Sulpiride:
12.2+1.4 vs. Testigo: 18.5+1.1, p<0.03; U de Mann-Whitney), lo que no ocurrié en el grupo
con OI /n situ (Sulpiride: 13.5+1.3 vs. Testigo: 14.7£1.0, ns).

Ovulacion Compensadora (OC) del Ovario in situ.

No se encontraron diferencias significativas en el grado de OC del OI /n situ respecto al
testigo en el grupo de animales en los que se realiz6 la microinyeccidn de sulpiride a las 13:00
h en los diferentes dias del ciclo estral (OI /n situ: Sulpiride: 131.2+11.6 % vs Testigo:
148.9£12.9 %, ns).

En cambio, en el grupo donde la microinyeccion del antagonista dopaminérgico se

realizd en el OD /n situ se observo una caida en el grado de OC en referencia al testigo (OD in
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situ: Sulpiride: 88.9+9.5 % vs. Vehiculo: 129.8+9.1 %, p<0.02, U de Mann-Whitney) (Grafica
1).

Porcentaje de Ovulacion Compensadora del Ovario in Situ
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Grafica 1. Porcentaje ovulacion compensadora del ovario /in situte.e.m de las ratas
hemiovariectomizadas con un patron regular de ciclicidad vaginal que fueron sometidas a una
microinyeccién dentro de la bursa ovarica.

*p<0.03 comparado con todos los grupos; Prueba de U de Mann-Whitney.

Al analizar la OC del OD /n situ con relaciéon a la fase del ciclo ovarico, en los grupos
tratados con sulpiride en los dias de diestro, nuevamente se aprecioé una clara tendencia a la
disminucion en grado de OC respecto a sus grupos testigo (Sulpiride: 68.4+9.9 vs. Testigo:
141.2+15.2, p<0.002; U de Mann-Whitney), lo que no ocurrié cuando en grupo de animales
con OI /n situ (Sulpiride: 131.8+18.7 vs. Testigo: 116.9+£11.9, ns).

Al analizar la OC del OD con relacion al dia del ciclo en que se realizd la microinyeccion
de sulpiride, solo el grupo tratado con el antagonista en el dia del diestro-1 mostré tendencia a

la disminucién en el grado de OC respecto a su testigo (Tabla 4).

Porcentaje de Ovulacion Compensadora en los diferentes dias del ciclo estral
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Grafica 3. Porcentaje ovulacion compensadora del ovario in situte.e.m de las ratas
hemiovariectomizadas con un patron regular de ciclicidad vaginal en los diferentes dias del ciclo en los
que fueron sometidas a una microinyeccion dentro de la bursa ovarica.

Diestro-1: *p<0.03 comparado con su grupo con vehiculo (U de Mann-Whitney).
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Tabla 4. Porcentaje de ovulacion compesandorate.e.m de las ratas hemiovariectomizadas que al recuperar
un patrén regular de ciclicidad vaginal fueron sometidos a una microinyeccién dentro de la bursa a las 13:00
h del Estro, Diestro-1, Diestro-2 o Proestro.

Ovario In Situ

Grupo Experimental

Ovulacion Compensadora (porcentaje)

Vehiculo Sulpiride
MIB en Estro 169.7+34.9 162.0+30.6
MIB en Diestro-1 134.0+16.5 106.4+20.4
Izquierdo MIB en Diestro-2 129.7£13.5 126.1+13.5
MIB en Proestro 162.0+£8.0 130.5+24.6
Control 149.5+27.1
MIB en Estro 104.5+6.7 104.7+£15.3
MIB en Diestro-1 156.7+26.2 70.0+18.1°
Derecho MIB en Diestro-2 125.7+15.3 66.7£11.2
MIB en Proestro 132.5+15.5 122.3+42.4
Control 164.3+£26.6

0 p<0.03 comparado con el vehiculo; U de Mann-Whitney.

Hipertrofia Compensadora del Ovario (HCO) in situ.

El analisis del peso de los ovarios que permanecieron /n situ, se observaron algunas

diferencias significativas en el desarrollo hipertréfico en la génada remanente. Aparentemente,

la microinyeccién del sulpiride en el dia del estro indujo un incremento significativo en el peso

del ovario, sin observarse cambios significativos en los grupos tratados en los otros dias del

ciclo estral (Tabla 5).

Sin tomar en cuenta el dia del ciclo en que se realizd la microinyeccion del sulpiride, el

analisis del grado de HCO en los animales de los diferentes grupos, sélo cuando el OD

permanece /n situ ocurrié un incremento significativo en el grado de HCO respecto a su grupo

testigo y a los grupos con OI /n situ (Grafica 2).
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Tabla 5. Pesos relativos del ovario /n situte.e.m de las ratas hemiovariectomizadas con un patron regular de

ciclicidad vaginal que fueron sometidas a una microinyeccién dentro de la bursa a las 13:00 h del Estro, Diestro-1,
Diestro-2 o Proestro.

Peso relativo (mg/100g)
Ovario In Situ Grupo Experimental
Vehiculo Sulpiride

MIB en Estro 20.4+0.6 20.6x1.9
MIB en Diestro-1 21.1+1.4 17.5+0.9
Izquierdo MIB en Diestro-2 20.2+2.4 23.5%0.7
MIB en Proestro 21.3+1.5 21.0+2.4

Control 17.8+0.9
MIB en Estro 16.6+0.4 23.94+0.8 *
MIB en Diestro-1 18.4+0.6 22.4+1.6
Derecho MIB en Diestro-2 20.2+0.7 22.7£1.6
MIB en Proestro 21.7+0.8 20.8+0.2

Control 16.9+0.8

*p<0.02 respeto a su grupo vehiculo (Analisis de varianza seguida de la prueba de comparaciones multiples de
Tukey-Kramer).

Porcentaje de Hipetrofia Compensadora del Ovario in Situ
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Grdfica 2. Porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario /in situte.e.m de las ratas
hemiovariectomizadas con un patron regular de ciclicidad vaginal que fueron sometidas a
una microinyeccion dentro de la bursa ovarica.

*p<0.01 comparado con su grupo vehiculo; Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de comparaciones multiples de Dunn; *p<.0001 comparado con el grupo control,
prueba de U Mann-Whitney)
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En el grupo de animales en los que se llevd a cabo la microinyeccién del antagonista no
se encontraron diferencias significativas en el grado de HCO cuando el OI permanece in situ
respecto al testigo (Sulpiride: 56.4+£6.4 % vs Testigo: 57.4+5.5 %, ns). En contraste, cuando
la microinyeccion del antagonista dopaminérgico se realizd en el OD in situ, se incrementd
significativamente en el grado de HCO respecto a su testigo (Sulpiride: 78.4+4.8 % vs
Vehiculo: 57.6+4.7 %, p<0.003, U de Mann-Whitney).

Si se toma en cuenta el dia del ciclo en que se realizd la microinyeccidn del sulpiride, el
analisis estadistico revel6 la existencia de diferencias entre los grupos tratados con el
antagonista. Sin embargo, solo en el grupo tratado en el diestro-1, se observd un incremento
relativo en el grado de HCO cuando el OD permanece /in situ respecto al testigo y al mismo

grupo con el OI /n situ (Tabla 6 y Grafica 3).

Tabla 6. Porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario /n situte.e.m de las ratas hemiovariectomizadas con un
patrén regular de ciclicidad vagina que fueron sometidas a una microinyeccion dentro de la bursa ovarica a las
13:00 h del Estro, Diestro-1, Diestro-2 o Proestro.

Hipertrofia Compensadora (porcentaje)
Ovario In Situ Grupo Experimental
Vehiculo Sulpiride
MIB en Estro 54.7+4.5 56.2+8.2
MIB en Diestro-1 60.5+£10.4 32.5+7.2
Izquierdo MIB en Diestro-2 53.0+17.9 78.2+5.6
MIB en Proestro 61.5+£11.5 59.0+17.7
Control 59.7+13.1
MIB en Estro 36.0+£3.0%* 95.7+6.7
MIB en Diestro-1 50.7+4.8 83.5+£12.93
Derecho MIB en Diestro-2 65.2+6.4 86.0+£12.8
MIB en Proestro 77.7£6.9 70.5+1.7
Control 36.7+5.4

*p<0.004 comparada a su grupo con microinyeccion de sulpiride; prueba de Kruskal Wallis y p<0.03 comparada con
el grupo tratado en mismo dia del ciclo con ovario derecho /in situ (U de Mann-Whitney)

0 p<0.03 comparado con el grupo tratado en mismo dia del ciclo con ovario izquierdo /n situ y su grupo con
vehiculo (U de Mann-Whitney).
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Porcentaje de Hipertrofia Compensadora del Ovario en los diferentes dias del ciclo estral
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Grdfica 3. Porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario /n situte.e.m de las ratas

hemiovariectomizadas con un patron regular de ciclicidad vaginal en los diferentes dias

del ciclo en los que fueron sometidas a una microinyeccién dentro de la bursa ovarica.
Estro:* p<0.01 su grupo con vehiculo (Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de comparaciones multiples de Dunn) y p<0.03 comparado con el grupo en
mismo dia del ciclo con ovario izquierdo /n situ (U de Mann-Whitney).
Diestro-1:* p<0.03 comparado con el grupo tratado en mismo dia del ciclo con
ovario izquierdo J/n situ (Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn) y su grupo con vehiculo (U de Mann-Whitney).
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DISCUSION DE RESULTADOS

En la rata adulta la capacidad ovulatoria es asimétrica, es decir un ovario ovula mas que
el otro (Dominguez et al., 2003), en nuestros resultados se encontrd que el ovario derecho
ovula casi un ovocito mas en relacion al izquierdo, hecho que se correlaciona directamente con
la disminucidon en el peso de la gonada derecha respecto a la izquierda. Al momento de la
ovulacion el ovario derecho pierde mas masa y volumen al ovular mas reflejandose en un
menor peso al compararlo con el ovario contralateral.

Independientemente de la gdnada extirpada, en los grupos de ratas con microinyeccién
de sulpiride en el ovario izquierdo o derecho en el dia del diestro-1, la presencia del estro
vaginal se retrasé 24 horas en todos los animales pero el 100% de los animales ovul6 en la
mafana del primer estro observado luego de la microinyeccion del antagonista. Resultados
recientes de nuestro laboratorio, muestran consistentemente que en el animal entero, el
bloqueo de los receptores dopaminérgicos por microinyeccion bilateral de diferentes
antagonistas dopaminérgicos (haloperidol, EEDQ, SCH23390 o sulpiride) durante el diestro-1
afecta significativamente la ovulacién espontanea (Venegas et al., 2015). Lo que nos permite
sugerir que la dopamina y sus receptores durante el diestro-1 son indispensables para que los
mecanismos que conducen a la ovulacién espontanea acompafados de la presencia del estro
vaginal se desarrollen de manera normal.

Si la dopamina ovarica actuara como un modulador de las acciones de otros
neurotransmisores, tal y como lo hacen la noradrenalina y el VIP (Dissen et al 1993; Hsueh et
al., 1984; Mayerhofer et al., 1997; Ojeda et al., 1989), y de las hormonas clasicas que
participan en los mecanismos que regulan las funciones ovaricas (Adashi & Hsueh, 1981;
Aguado et al., 1982; Dyer & Erickson, 1985), ello explicaria los cambios sobre la respuesta
ovulatoria y sus efectos sobre el desarrollo folicular observados en los estudios del bloqueo
sistémico de sus receptores. Sin embargo, no hay estudios que confirmen la presencia de
dopamina en terminales sinapticas, tanto aquellas de origen extrinseco (Lara et al., 2002;
Lawrence & Burden; 1980; Ojeda & Aguado, 1985; Ojeda & Skinner, 2006) como la
proveniente de neuronas ovaricas intrinsecas (D’Albora et al., 2000; D’Albora et al., 2002;

Dees et al., 2006) y de las que aun desconocemos su papel funcional en los ovarios.
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En términos generales, se observd que la ovulacidon compensadora del ovario derecho
disminuyd significativamente en los animales tratados con el antagonista de los receptores
DA2 sin afectar la del ovario izquierdo. Estos resultados nos permiten sugerir que el ovario
derecho de la rata queda afectado pese a que en el animal entero, el ovario derecho ovula
mas que el izquierdo.

Por otra parte, al analizar de modo general nuestros datos, el grado de hipertrofia
compensadora del ovario derecho es significativamente mayor que la del izquierdo. Es decir, el
ovario derecho desarrolla menor ovulacion compensadora pero incrementa significativamente
su peso. En diversos estudios, se mostrado que los ovarios de la rata estan inervados de
manera asimétrica (Gerendai et al., 1995, Gerendai et al., 1998, Thot et al., 2007); ademas,
hemos observado que la incorporacidon del trazador en neuronas T7rue Blue en el ganglio
celiaco es significativamente mayor cuando se inyectd en la bursa del ovario izquierdo
comparado con lo que ocurri6 con la inyeccidn del trazador en la del ovario derecho (Moran et
al., 2005; Moran et al 2009). Aparentemente, las conexiones estan distribuidas de manera
asimétrica: en el ovario izquierdo, se proyectan de manera ipsi- y contralateral pero en el
ovario derecho son Unicamente conexiones ipsilaterales (Moran et al., 2005). Se sabe que el
numero de fibras nerviosas que recibe el ovario derecho es mayor que las del izquierdo (Klein
& Burden, 1988). Sin embargo, Toth y colaboradores (2007) demostraron que el ovario
izquierdo manda mas informacién neural al SNC que el ovario derecho (Toth et al., 2007).

La inervaciéon ovarica del sistema auténomo influye en el desarrollo de la hipertrofia
compensadora del ovario y de la ovulacidn compensadora del ovario remante. Chavez y
colaboradores (1987) mostraron que existen diferencias por la denervacidon por seccion del
nervio vago en ratas ciclicas enteras respecto a aquellas que son hemiovariectomizadas; en
animales enteros, la seccion del nervio vago izquierdo resulta en la disminucion en la tasa de
animales ovulantes respecto al grupo sham, mientras que la seccidén del nervio vago derecho
no modifica la tasa de animales ovulantes. La seccidon de ambos nervios vago en ratas con
hemiovariectomia derecha (ovario izquierdo /7 sitt) redujo el grado de hipertrofia
compensadora. En el mismo trabajo, se describid que la seccion del nervio vago izquierdo
induce diferentes efectos que dependen del ovario que permanece /in situ: la vagotomia

izquierda realizada a ratas hemicastradas del ovario derecho (OI in situ) resulta en el
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incremento de la tasa de ovulacion, de la hipertrofia compensadora del ovario y del nUmero de
ovocitos liberados, mientras que el mismo procedimiento para el ratas con ovariectomia
izquierda (OD in situ) resulta en la diminucién de los mismos parametros (Chavez et al.,
1987). Estos resultados permiten sugerir que los ovarios se rigen de manera asimétrica y los
datos del presente trabajo parecen indicar que el sistema dopaminérgico de ovario actia de
igual manera, regulando el desarrollo de la hipertrofia compensadora y la ovulacion
compensadora del ovario derecho /n sitv de manera diferente a lo que hace en el ovario
izquierdo /n situ.

Si se toma en cuenta el dia del ciclo en que se realizd la microinyeccién del sulpiride,
nuevamente los cambios mas significativos ocurren en los grupos de animales tratados a las
13:00 h del dia del diestro-1, donde se aprecid una disminucién en la ovulacion compensadora
y un aumento en la hipertrofia compensadora del ovario derecho con microinyeccion del
antagonista dopaminérgico comparada con los demas grupos experimentales. En trabajos
recientes, el andlisis del papel funcional de los receptores dopaminérgicos en los ovarios de
ratas enteras adultas han mostrado de modo consistente, que este dia del ciclo estral es
particularmente critico para el desarrollo de los eventos enddcrinos y neuroendocrinos que
conducen a la ovulaciéon espontanea, ya que el bloqueo selectivo y genérico de los receptores
a la dopamina en ambos ovarios resulta en la falla ovulatoria (Venegas et al., 2012; 2013;
2014). Por lo tanto, en el diestro-1 la dopamina y la interaccidn con los receptores de tipo DA2
regula el desarrollo de la hipertrofia compensadora y la ovulacién compensadora del ovario /in
Situ de manera asimétrica.

Finalmente, en el presente estudio es pertinente considerar la posibilidad de haber
empleado una dosis subumbral de sulpiride que no haya sido suficiente para mostrar con
mayor claridad la influencia del receptor DA2 sobre la ovulacidn compensadora y la hipertrofia
compensadora del ovario. Llama nuestra atencidon que los efectos de la dosis utilizada del
sulpiride en el dia del estro son perceptibles en el grado de hipertrofia compensadora del
ovario derecho pero no asi en su ovulacion compensadora, como lo observado en los grupos
tratados con el antagonista en el diestro-1. La dosis empleada corresponde a lo observado al
elaborar la curva dosis-respuesta en ratas ciclica enteras (datos no mostrados). El desarrollo

de la hipertrofia compensadora del ovario supone el concomitante incremento en la masa
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ovarica y con ello el incremento de receptores a dopamina, lo que nos lleva a plantear la

posibilidad de que la dosis de sulpiride empleada en el presente trabajo haya sido insuficiente

para bloquear la totalidad de los receptores tipo DA2.

1)

2)

3)

CONCLUSIONES

Existe una asimetria en la capacidad ovulatoria de cada ovario de la rata adulta: el
ovario derecho ovula mas que el izquierdo y se correlaciona directamente con el
incremento en el peso de la gdnada izquierda respecto a la derecha.

En diestro-1, la participacion del sistema dopaminérgico en ambos ovarios es crucial
para que se presente el estro vaginal y la ovulacién espontanea en la mafana del estro
esperado ademas de que ejerceria un papel relevante en los mecanismos que permiten
el desarrollo de la ovulacién compensadora solo cuando el ovario derecho permanece in
situ.

En los dias del estro y del diestro-1, la dopamina ejerce un papel importante en los
mecanismos que permiten el desarrollo de la hipertrofia compensadora solo cuando el

ovario derecho permanece in situ.
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Perspectivas de Trabajo Experimental.

El modelo del animal hemiovariectomizado posee atributos muy interesantes para
analizar los mecanismos neurales, endocrinos y neuroendocrinos que se despliegan cuando
una de las gonadas esta ausente. Por otra parte, analizar el papel funcional de la dopamina
como sefal local en los tejidos ovaricos es algo de lo que se conoce poco.

Los resultados del presente trabajo de tesis profesional nos permiten plantear la
inquietud de analizar con mayor detalle el papel del sistema dopaminérgico del ovario
aplicando antagonistas selectivos en otras horas de los diferentes dias del ciclo estral y sus
efectos sobre la secrecion de esteroides sexuales, de gonadotropinas u otras sefiales
endocrinas con el fin de esclarecer el papel funcional de este sistema de senalizacion presente
en el ovario rata. Queda por analizar la respuesta del ovario remanente al incrementar la dosis
del antagonista usado en este trabajo sobre el desarrollo de la HCO y OC, asi como sus
efectos sobre el desarrollo folicular, sintesis y expresion funcional de tirosina hidroxilasa y de
la proteina DARPP-32 en el ovario remanente. Por otra parte, es también interesante evaluar
el efecto de la microinyeccion del sulpiride en una sola génada en el animal entero y

compararlo con lo que ocurriria en el animal hemiovariectomizado.
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