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estral y la ovulacion en la rata adulta

GONZALEZ, Karla *+, MORAN, José Luis, HANDAL, Anabella y REYNOSO, Alejandro”

Departamento de Biologia y Toxicologia de la Reproduccion, Instituto de Ciencias
“Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia / Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Recibido Febrero 25, 2016; Aceptado Junio 05, 2016

Resumen

Se compararon los efectos de la microinyeccion (MI) de dos
antagonistas dopaminérgicos (AD’s): haloperidol (HLP) o N-
etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ) dentro de
las bursas ovaricas sobre la duracion del ciclo estral (CE) hasta
el siguiente estro vaginal (EV) y el nimero de ovocitos
liberados (cuota ovulatoria: CO) en ratas hembra con CE
regular. A las 13:00h de uno de cada dia del CE, animales con
CE regular recibieron una MI con 100 pg de HLP o EEDQ. Los
grupos control recibieron M1 con NaCl 0.09% o etanol-agua
1:1, respectivamente. Se midié la duracién del CE y la CO
hasta la mafiana del siguiente EV. El CE en los grupos control
no se modificd (CE: 4.610.4 dias; n=32) pero la Ml de los AD"s
lo prolong6 (6.940.6 dias vs. 4.6+0.4 dias; *p<0.01). La Ml con
HLP en los dias de diestro, prolongd el CE hasta 11.0+0.7 dias
respecto al grupo control (*p<0.001). EI EEDQ redujo la CO
comparado con el HLP (HLP: 10.5+0.6 ovocitos vs. EEDQ:
8.6+0.5 ovocitos; *p<0.02). El bloqueo de los receptores a
dopamina (RDA) inducido por HLP interrumpid las sefiales que
controlan el CE pero no afect6 la CO; en cambio, la Ml con
EEDQ disminuy6 la CO pero no alter6 la duracion del CE. Los
resultados muestran que los RDA del ovario participan en el
control de la funcion ovérica y del CE (* Prueba de U de Mann-
Whitney).

Haloperidol, EEDQ, Receptores a Dopamina, Ciclo Estral,
Ovulacion, Rata Hembra

Abstract

To compare the effects of microinjection (MI) for two
dopaminergic antagonists (DA’s): N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-
dihidroquinolina (EEDQ) or haloperidol (HLP) inside of
ovarian burses on estral cycle (EC) lengthy to next vaginal
estrous (VE) and ova shed (ovulatory quote; OQ) in female rats
that exhibits regular EC. At 13:00h on one each day of EC,
regular EC animals received a MI of 100 pg with HLP or
EEDQ. Control groups received MI of NaCl 0.09% or ethanol-
water 1:1 respectively. We valued EC lengthy and OC to next
VE morning. The EC lengthy in control groups were not
modified (EC lengthy: 4.6+0.4 days; n=32) but the DA’s Ml
prolonged its duration (6.9+0.6 days vs. 4.6+0.4 days;
*p<0.01). The HLP MI performed on diestrous days, prolonged
EC duration since 11.0+0.7 days compared with control groups
(*p<0.001). EEDQ reduced the OQ compared to HLP group
(HLP: 10.5£0.6 oocytes vs. EEDQ: 8.6+0.5 oocytes; *p<0.02).
The pharmacological blocking of dopamine receptors induced
by HLP, disrupts control signaling of EC but not modifies CO;
opposing, EEDQ MI diminished OQ but not modifies EC
lengthy. Those results shown that ovarian dopaminergic
receptors participate on ovarian function and EC control (* U of
Mann-Whitney test).

Haloperidol, EEDQ, Dopamine Receptors, Estral Cycle,
Ovulation, Female Rat
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Introduccion

Dominguez y colaboradores (1987) evaluaron
los efectos de un antagonista dopaminérgico en
diferentes fases del ciclo estral sobre la
ovulacion y la distribucion de la poblacion
folicular de los ovarios de la rata adulta.

En este experimento se utilizaron ratas
con ciclos regulares de cuatro dias que fueron
inyectadas con haloperidol (2.5 mg/kg de peso;
i.m.), a las 13:00 horas del dia estro, diestro-1,
diestro-2 'y proestro. Los animales se
sacrificaron en el dia del estro esperado.

El haloperidol bloqueo la ovulacion
cuando se administrd en el estro y diestro-1
pero fue menos efectivo cuando se administro
en el diestro-2 y en el proestro; la poblacion
folicular mostré alteraciones en el crecimiento
de los foliculos ovaricos que dependieron del
momento del bloqueo farmacoldgico del
sistema dopaminérgico.

Estos resultados permitieron sugerir que
la informacion dopaminérgica en la primera
mitad del ciclo estral es fundamental para que
la secuencia de eventos neuroendocrinos y
endocrinos que culminan con la ovulacion se
Ileve a cabo de manera normal.

Recientemente hemos re-evaluado la
participacion de la dopamina en la regulacion
del ciclo estral y la ovulacion espontanea de la
rata.

Venegas Yy colaboradores (2015),
mostraron la existencia virtual de un sistema
dopaminérgico local en el ovario de la rata
adulta que participa de modo critico en la
regulacién del ciclo estral y la ovulacion
espontanea, con papeles variables a lo largo del
ciclo estral e incluso de acuerdo a la hora del
dia en que se analiza su funcion.
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Sus resultados son altamente
concordantes con las observaciones previas
(Dominguez et al, 1987) y muestran claros
efectos que antagonismo local en el ovario de
los receptores a la dopamina incide
directamente sobre el ciclo estral, es decir, la
secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas
por una via de comunicacion que no es
exclusivamente hormonal.

A partir de los resultados de este trabajo,
podemos pensar que es muy probable que
existan sefiales nerviosas que se generan desde
el ovario y que alcanzan sitios al nivel central
que coordinan y controlan el ciclo estral con la
ovulacion.

En relacién a esto ultimo, se sabe que el
ovario recibe fibras nerviosas que ingresan por la
medula y se distribuyen hacia la corteza hasta
alcanzar el estroma ovaérico y la teca folicular
(Burden, 1985). Esta inervacion proviene del
plexo ovérico y del nervio ovarico superior
(Lawrence & Burden, 1980).

Este Gltimo esté 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 ovérico y contactan con células
intersticiales que indirectamente se relacionan
con las células del cuerpo luteo (Erickson et al,
1985; Erickson, 1995). 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 mayoria de las fibras que inervan los
ovarios y que viajan por el nervio ovarico
superior provienen de las neuronas simpaticas
post-ganglionares ubicadas en el ganglio celiaco
(Klein & Burden, 1988).
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La noradrenalina se encuentra en altas
concentraciones en el tejido ovarico donde se le
atribuyen efectos moduladores en el crecimiento
folicular y las funciones del cuerpo luteo (Dissen
et al 1993; Hsueh et al., 1984; Mayerhofer et
al., 1997; Ojeda et al., 1989). Sin embargo,
también se ha demostrado la presencia de
dopamina y sus receptores en diferentes tejidos
del ovario (Gay et al, 2004; King et al, 2005;
Mayerhofer et al, 2000; Rey-Ares et al, 2007),
pero su papel funcional en el tejido gonadal ain
debe ser esclarecido.

El haloperidol es una butirofenona y
antagonista con los receptores dopaminérgicos,
es ampliamente utilizado en la terapia de
pacientes con esquizofrenia aguda y cronica
(Litter, 1988); por sus acciones neurolépticas,
tranquilizantes y antipsicoticas también es
efectivo en el tratamiento de pacientes con
problemas conductuales severos como la
hiperexcitabilidad explosiva y la hiperactividad,
asi como en aquellos casos clinicos
caracterizados por actividad motora excesiva
acompafiada de desérdenes conductuales como:
impulsividad, déficit de atencion, agresividad,
explosividad labil e intolerancia a la frustracion
(Kudo & Ishizaki, 1999). Los andlisis
farmacocinéticos del haloperidol lo ubican
como un antagonista muy potente de los
receptores dopaminérgicos DALl y DA2. Se ha
mostrado que el haloperidol interactia tanto
con los receptores de los subtipos DAL (con
una potencia relativa en el orden de uM) como
con los del subtipo DA2 (con una potencia
relativa en el orden de nM) (Cooper, et al
1996).

El haloperidol atraviesa la barrera
hematoencefalica e interactda con los dos tipos
de receptores dopaminérgicos, por lo que se han
podido estudiar sus efectos fisiologicos,
bioquimicos y farmacoldgicos involucrados con
las vias dopaminérgicas a nivel central y
periférico.
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En el sistema central actia en los
receptores DAl y DA2 produciendo
disminucion en la actividad motora y con dosis
elevadas provoca un estado de inmovilidad y
catalepsia (Litter, 1988). A nivel periférico, la
estimulacion de los receptores DAL produce
vasodilatacion renal, mesentérica y coronaria,
en tanto que la estimulacion de los DA2
determina la reduccion de las descargas de
noradrenalina (Cavero et al, 1982).

En humanos, se conocen con detalle los
parametros farmacocinéticos béasicos y la
disposicion metabdlica del haloperidol luego de
la  administracion  oral, intravenosa 0
intramuscular del haloperidol, asi como
aquellos relacionados con su degradacion y
eliminacion. Se sabe que las enzimas
involucradas en la biotransformacién del
haloperidol incluyen a la Citocromo P450
(CYP), la Carbonil reductasa y la Uridin
difosfato glucosa glucuronosiltransferasa (Kudo
& Ishizaki, 1999).

Por lo anterior, el haloperidol es un
farmaco  adecuado para los  estudios
experimentales que buscan analizar el papel
funcional de la dopamina y sus receptores.
Algunos antecedentes sefialados en parrafos
anteriores (Dominguez et al, 1987; Moran &
Dominguez, 1995; Vengas, et al, 2015),
permiten sugerir su uso en dosis fisioldgicas
adecuadas y con fundamento en los estudios del
binding y de la farmacocinética de sus
receptores (Kudo & Ishizaki, 1999; Uchida et
al, 2007), ya que aparentemente afecta de modo
claro la respuesta de los drganos donde la
dopamina ejerce sus acciones biologicas.

Hemos observado que la administracion
subcutanea de una dosis Unica de haloperidol en
la primera (Ramirez-Avila, 2001) o en la
segunda mitad del ciclo estral (Pastelin-Rojas,
2003) interrumpe el ciclo e inhibe de modo claro
la secrecion de gonadotropinas y de estrogenos.
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Ademas, independientemente del Con base en estudios farmacolégicos, se

momento del ciclo estral en que se realizo el
bloqueo de los receptores dopaminérgicos, el
desarrollo folicular se ve interrumpido y los
indices de atresia se incrementan casi de manera
absoluta en los animales.

Si bien estos efectos del haloperidol
administrado subcutaneamente pudieron ser
explicados por la interrupcion de la secrecion de
gonadotropinas, el reemplazo hormonal fue
ineficaz para restablecer de la funcion ovarica
(Vargas-Torres, 2002), lo que nos permite
suponer que el bloqueo farmacol6gico de la
inervacion dopaminérgica de los ovarios pudiera
involucrar de manera directa los mecanismos
que controlan la funcion ovarica.

En otros estudios, el implante unilateral
con haloperidol a las 13:00 h en uno de los
diferentes dias del ciclo estral dentro del
hipotdlamo anterior disminuyé la tasa de
ovulacion en animales tratados en estro o
diestro-1, lo que no ocurrié cuando los
implantes se realizaron en diestro 2 o proestro
los animales ovularon (Moran & Dominguez,
1995). Estos resultados permitieron sugerir que
existe un sistema dopaminérgico en el
hipotdlamo anterior que participa en el control
de la owvulacion y, ademas que esta
participacion estd lateralizada (Moran &
Dominguez, 1997). La N- Etoxicarbonil- 2
Etoxi - 1,2 - Dihidro Quinolina (EEDQ) es
utilizado como agente acoplante en la sintesis
de péptidos (Referencia 3478; Merck Index,
1976), sin embrago por sus propiedades
farmacoldgicas se utiliza en investigacion como
antagonista de diversos neurotransmisores. Su
formula empirica es CisHi17NOs, su peso
molecular es de 247.29g/mol; soluble en
dimetilsulfoxido y etanol-agua 1:1. En el SNC,
posee actividad depresiva por lo que se utiliza
como analgésico y tranquilizante en animales
de experimentacion.
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describe como una neurotoxina dopaminérgica
y antagonista especifico que se une de manera
irreversible a receptores monoaminergicos
como los adrenérgicos, dopaminérgicos (DA1),
muscarinicos y posiblemente serotoninérgicos
(Gozlan et al, 1994; Martel et al, 1969;
Weissman & Muren, 1971).

Lévesque & Di Paolo (1988) mostraron
que en la rata ovariectomizada tratada con
estradiol, la  densidad de receptores
dopaminérgicos en los cuerpos estriados se
incrementa de manera significativa, mientras
que la densidad del receptor DA-2 en la
adenohipofisis no se modifica. En este modelo,
la administracién periférica de EEDQ produjo
un decremento del 80% en la densidad de
receptores DA-1 y DA-2 en el estriado, con una
posterior recuperaciéon de la repoblacién en el
receptor DA-1 pero no del DA-2 en esta
estructura cerebral. Por otra parte, tras el
tratamiento con EEDQ, ocurrié un decremento
del 50% de los receptores DA-2 en la
adenohipofisis. Estos resultados permitieron
sugerir que el EEDQ puede producir efectos
diferenciales cuando se une de modo
irreversible al receptor DA-1 respecto a lo que
ocurre cuando bloquea al receptor DA-2. En
este trabajo se puso de manifiesto que la sola
administracion de EEDQ en ratas sin
tratamiento con estradiol no se modificaron las
concentraciones plasmaticas de prolactina; en
cambio, en animales que recibieron el estimulo
esteroidogénico y que fueron tratadas con
EEDQ, las concentraciones plasmaticas de
prolactina se incrementan respecto a animales
tratados con estradiol que no recibieron EEDQ.
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Resultados de nuestro laboratorio, han
mostrado que la microinyeccion intracerebral
con EEDQ a las 13:00 h en el hipotalamo
anterior de ratas adultas con ciclos regulares de
cuatro dias de duracion indujo cambios en el
patron de la ciclicidad vaginal dentro de los
cuatro ciclos estrales que siguen a la
microinyeccion de la neurotoxina, se prolongd
significativamente la duracion del primer ciclo
estral, o que permitié sugerir que las sefiales
dopaminérgicas centrales participan en la
regulacion del ciclo estral al afectar la secrecion
de gonadotropinas y de esteroides ovaricos
(Meléndez et al, 2002).

Todos estos antecedentes muestran
algunos efectos del blogueo sistémico de los
receptores dopaminérgicos sobre el
funcionamiento del eje hipotalamo-hipéfisis-
ovario y ponen de manifiesto el papel critico
que desempefia la dopamina en la funcion
reproductiva de la hembra, en relacion con las
vias de comunicacién  neuroendocrinas,
endocrinas 'y aparentemente, neurocrinas
(Dominguez et al, 1987; Moran & Dominguez,
1995). Sin embargo, no existen evidencias
claras de que el ovario utilice a la dopamina
como un neurotransmisor clasico, o bien, como
un neuromodulador.

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

Otros estudios que han 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.
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Existe un creciente interés por dilucidar
las causas de diferentes sindromes y patologias
ovéricas que producen infertilidad o cuadros de
anovulacion cronica, como la de tipo
hiperandrogénico (por ejemplo: el sindrome del
ovario poliquistico), aquellas causadas por
desordenes periféricos y las que se deben a
disfunciones del eje SNC-hipotalamo-hipofisis
(Yen, 1999a; Yen, 1999b; Yen 1999c). Si bien
una parte de estos trastornos de la funcion
reproductiva de la mujer son ocasionados por
deficiencia en los mecanismos de emision o
recepcion de sefiales humorales, otros podrian
ser explicados por alteraciones en las sefiales
nerviosas de ingreso y salida por los ovarios,
aunque esto altimo no ha sido demostrado
(Parra et al, 2007; Speroff et al, 1999).

Si la dopamina detectada en el ovario
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 los receptores a la dopamina
sefialados lineas arriba.

Sin embargo, no hay estudios que
confirmen la presencia de dopamina en
terminales sinapticas, tanto aquellas de origen
extrinseco (Lara et al, 2001; 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 las funciones ovaricas.
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Por otra parte, diferentes estudios han
descrito los efectos de la denervacion
quirargica (Chéavez et al, 1987; Cruz et al,
1986; Dominguez et al, 1989) o del bloqueo
farmacoldgico de las influencias colinérgicas y
catecolaminérgicas (Dominguez et al, 1982;
Dominguez et al, 1985; Dominguez et al, 1987)
sobre el desarrollo folicular y la ovulacion de
los ovarios derecho e izquierdo y permiten
postular una virtual conexion entre las
estructuras centrales que controlan la secrecion
de gonadotropinas y su influencia sobre la
regulacién de las funciones ovaricas. Varios
estudios apoyan la existencia de esta via de
comunicacion directa entre las gonadas y el
SNC, particularmente con el hipotadlamo
(Dissen & Ojeda, 1999; Fukuda et al, 1984;
Gerendai et al, 1998; Mizunuma et al, 1983;
Nance et al, 1983; Nance & Moger, 1982; Téth
et al, 2007).

De acuerdo a lo anterior, no hay
evidencias claras que describan el papel
funcional de la dopamina presente en los tejidos
ovarios. Los diferentes estudios que abordan el
analisis del papel de la inervacion ovarica sobre
las funciones de la gonada se han enfocado en
los sistemas noradrenérgicos y peptidérgicos
(Aguado, 2002; Ahmed et al, 1986; Ben-
Jonathan et al, 1982; Burden, 1978; Davoren &
Hsueh, 1985; Dees et al, 1985; Dees et al, 2006;
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).

Con base en todos estos antecedentes,
particularmente en aquellos en los que se
muestra que el bloqueo sistémico y central de
los receptores a la dopamina sobre las funciones
que conducen a la ovulacién, podemos plantear
que este mediador quimico participa
activamente en el control de las funciones
ovaricas.
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Existen claras evidencias de la presencia
de dopamina y sus receptores en los tejidos
ovaricos pero el papel funcional aun no ha sido
descrito. Aparentemente, esta participacion
varia a lo largo del ciclo estral e incluso en el
momento del dia en que se analiza su funcién
(Dominguez et al, 1987; Venegas et al, 2015).
Por lo anterior, en el presente estudio se
analizaron los efectos del blogqueo de los
receptores dopaminérgicos a las 13:00 horas,
inducido por la microinyeccion de haloperidol o
de EEDQ dentro de las bursas ovaricas, en
diferentes dias del ciclo estral de la rata adulta,
evaluando la respuesta ovulatoria y la duracién
del ciclo estral, estimada por los cambios en el
patron de ciclicidad vaginal. Determinar el
papel funcional de la informacion dopaminérgica
que estd presente en los ovarios y que pudiera
relacionarse con los mecanismos que controlan
el desarrollo folicular y la ovulacion de la rata
adulta seria un avance notable en la
investigacion a nivel reproductivo.

Materiales y Métodos

Material Bioldgico: Se utilizaron 64 ratas
hembras adultas de la cepa ClI-ZV, con edades
de 90-120 dias y con peso corporal de 200-250
g, mantenidas en condiciones de iluminacion
controlada (14 horas luz / 10 horas oscuridad;
luces de las 05:00 a las 19:00 horas) y con libre
acceso al agua y al alimento balanceado.

Frotis Vaginal: 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
08:00 y las 09:00 horas. Una vez que los
animales presentaron tres ciclos consecutivos
de cuatro dias de duracion (diestro-1, diestro-2,
proestro y estro; ratas ciclicas) fueron asignados
a los diferentes experimentos
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Grupos Experimentales: Todas las ratas
ciclicas que mostraron 3 ciclos estrales
regulares consecutivos fueron distribuidas en
grupos experimentales por cada dia del ciclo
estral (4 hembras en diestro-1, diestro- 2,
proestro o estro) un total de 16 por tratamiento
para evaluar el efecto de cada farmaco con su
respectivo control, realizando una
microinyeccion bilateral de cada solucion
experimental (descripcion lineas abajo).

Grupos con Haloperidol: 16 ratas
hembra adultas con ciclos estrales regulares a
las que se les administré 20 ul de solucion de
haloperidol (5mg/ml ovario; diluido en NaCl
0.9% vehiculo) dentro de cada bursa ovarica.

Grupos con EEDQ: 16 ratas hembras
adultas ciclicas a las que se les administro 20 pl
de solucion de EEDQ (5mg/ml ovario; diluido
en etanol+ solucién de agua destilada 1:1
vehiculo) dentro de cada bursa ovarica.

Grupos Control: Un grupo de 16 ratas
hembras adultas ciclicas a las que se les
administr6 20 pl de solucién de NaCl 0.9%
dentro de cada bursa ovérica. Otro grupo de 16
ratas hembras adultas ciclicas a las que se les
administr6 20 ul de solucién de etanol+
solucién de agua destilada 1:1 dentro de cada
bursa ovérica.

Material de Laboratorio: Maquina
afeitadora con cuchillas del No. 40, mesa de
diseccion, bomba de perfusion nanomolar
conectada a un microinyector motorizado,
jeringas Hamilton de 100uL, fuente de luz
conectada a dos conductores de fibra Optica,
solucién de clorhexidina al 2%, éter etilico
como sedante-anestésico, instrumental para
microcirugia diverso: tijera iris de diseccion,
tijera punta fina, pinzas hemostaticas, pinzas de
diseccion de punta fina, sutura quirtrgica 4-0 y
2-0, bisturi, gasa quirdrgica estéril.
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Laparotomia Bilateral: Una vez
detectados los animales que cumplieron al
menos  tres  ciclos estrales  regulares
consecutivos de cuatro dias de duracion, fueron
asignados a  sus  respectivos  grupos
experimentales y a las 13:00h del diestro-1,
diestro-2, proestro o estro fueron sedados con
vapores de éter etilico y sometidos a una
laparotomia bilateral, que consistid en una
incision quirurgica dorso-lateral en la region
pélvica al nivel del ovario, cortando piel y
musculo. Se exterioriz6 cada ovario y por
medio de una bomba de perfusion nanomolar,
se infiltraron a través de la bursa ovérica 20 pl
de cada solucion por ovario. Una vez realizada
la microinyeccion, cada ovario fue reingresado
a la cavidad peritoneal, se suturé el masculo y
la piel con seda quirargica y se colocé un
cicatrizante de uso veterinario.

A la mafana siguiente de la
laparotomia, en todos los animales se reanudo
el registro del ciclo estral hasta observar el
signo del estro vaginal (estro vaginal
observado) y realizar asi la eutanasia en esa
mafiana.

Eutanasia. Todos los animales fueron
sacrificados por decapitacion entre las 08:00-
09:00 h de la mafiana del primer estro vaginal
observado. A la autopsia, se disecaron los
ovarios y los oviductos. Los oviductos se
inspeccionaron para realizar el conteo directo
del nimero de ovocitos liberados y los ovarios
fueron procesados para su analisis histoldgico
del modo que se describe a continuacion. Los
ovarios fueron colocados en solucion fijadora
de bouin por 24 horas y posteriormente
incluidos en bloques de parafina con el fin de
contar el numero de cuerpos lateos frescos y
observar cambios en el aspecto general de la
histologia ovarica (médula ovarica: vasos
sanguineos 'y vasos linfaticos; corteza:
foliculos, glandula intersticial y cuerpos luteos).
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Conteo de Cuerpos Luteos Frescos.

Ademés del conteo directo de los
ovocitos liberados, también se realizo el conteo
del numero total de cuerpos llteos frescos en
cada ovario con el fin de comprobar el conteo
directo en la mafana del estro vaginal
observado. Las caracteristicas que se tomaron
en cuenta para considerar un cuerpo luteo
fresco fueron las siguientes:

1.  Extravasacion central de sangre en el
cuerpo luteo.

2. Presencia de cavidades rellenas de sangre.
3. Presencia de poblaciones celulares
heterogéneas: las células de la

4.  Granulosa luteinizadas tienen formas
poligonales, de aspecto palido y pueden ser
grandes o chicas con nucleo y citoplasma bien
definidos. Las células luteinizadas de la teca
son mas pequefias que las del foliculo.

5. Tamafio del cuerpo liateo fresco
aproximadamente de tamafio similar a un
foliculo preovulatorio.

Andlisis Estadistico.

Los resultados del conteo del nimero de
dias de duracion del ciclo estral, el nUmero de
ovocitos liberados y el ndmero de cuerpos
luteos frescos fueron analizados mediante la
prueba de Kruskall-Wallis, seguida de la prueba
de comparaciones multiples de Dunn; en los
casos en los que compararon pares de medianas
se utilizo la prueba de U de Mann-Whitney.

En todos los casos se consideraron
estadisticamente significativas las diferencias
cuya probabilidad fue menor o igual al 0.05.
Para el andlisis de los datos se utilizd el
programa StatGraph Instat version 3.06 para
Windows (Copyright 1992-2003; GraphPad
Software Inc.).
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Resultados

No se observaron cambios significativos en la
duracion del ciclo estral entre los grupos
control, por lo que reunidos en un solo grupo
testigop mostraron una duracién media de
4.610.4 dias (N=32).

La microinyeccion en las bursas
ovéricas de los antagonistas de la dopamina
(N=32) prolongé significativamente la duracion
del ciclo estral (6.9+0.6 vs. 4.6+0.4 dias;
p<0.01, U de Mann-Whitney) pero solo la
microinyeccion con haloperidol realizada en los
dias Diestro-1 y Diestro-2 lo prolongo
claramente respecto al testigo (haloperidol:
11.0+0.7 dias vs. testigo: 4.6+0.4 dias; p<0.001,
U de Mann-Whitney), lo que no ocurrié en los
grupos tratados con EEDQ (Tabla 1).

En todos los casos, el numero de
cuerpos lateos frescos contado en los cortes
histologicos entre los diferentes grupos fue
equivalente al del nimero de ovocitos liberados
durante el conteo directo al analizar los
oviductos de los animales tratados, por lo que
en la tabla de resultados respectiva solo se
indica el analisis de este ultimo (Tabla 2).

Grrupo Salina HLP Et-Wat EEDQ

Estro 4.0=0.0 4.8=0.3 4000 3.8+24
Diestro-1 4.3=0.3 11.0=0.7 * 6320 7417
Diestro-2 6.3=23 11.0+1.5%* 4000 4000
Proestro 4.0=0.0 3.0=06 6.3+23 4.0£0.0

* p=0.05 vs. Control v todos los gropos en Estro ¥ Proestro; ** p<0.03 vs. Todos los grupos
en Eztro ¥ en Proestro (Kruskall-Wallis seguido de la Prueba de Comparaciones Mdiltiples de
Dunn}.

Tabla 1 Media £ e.e.m. de la duracion (dias) del ciclo
estral de los animales que recibieron una microinyeccion
bilateral con 20 pl de una solucién de Haloperidol (HLP)
0 EEDQ (5 mg/ml) dentro de las bursas ovaricas (1.25
uL/seg /fovario). Los grupos control recibieron la
microinyeccion con 20 pl NaCl 0.9 % (Salina) o Etanol-
Agua (Et-Wat). Todos los animales fueron sacrificados
en la mafana del siguiente estro vaginal observado

El numero de ovocitos liberados no se
modificd significativamente en ninguno de los
grupos experimentales.
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Sin embargo, el analisis global de la
cuota ovulatoria de los animales que recibieron
la  microinyeccion de los antagonistas
dopaminérgicos revel6 que existi0 una
tendencia a que la cuota ovulatoria fuera
relativamente mayor en los grupos que
recibieron la microinyeccién de haloperidol en
las bursas ovéricas respecto a los que fueron
tratados con EEDQ (haloperidol: 10.5%0.6
ovocitos vs. EEDQ: 8.6+0.5 ovocitos; p<0.02,
Prueba de U de Mann-Whitney) (Tabla 2).

Grupo Salina HLP Et-Wat EEDQ
Estro 103=20 [125=11|110=21 | 85046
Digstro-1 | 8.8 0.8 105=10| 11.0=09 [R&6x06
Diestro-2 | 8009 018 |00=x03 TO£10
Proestro 105=29 |100=04]110=08 | 103=10

Tabla 2 Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados
de los animales que recibieron una microinyeccion
bilateral con 20 pl de una solucién de Haloperidol (HLP)
o0 EEDQ (5 mg/ml) dentro de cada una de las bursas
ovaricas (1.25 pL/seg/ ovario). Los grupos control
recibieron una microinyeccion con 20 ul NaCl 0.9 %
(Salina) o mezcla Etanol-Agua (Et-Wat). Todos los
animales fueron sacrificados en la mafiana del siguiente
estro vaginal observado

Discusién

Los resultados del presente trabajo muestran
que la microinyeccion bilateral del antagonista
reversible del receptor a dopamina: haloperidol
y del agente alquilante EEDQ dentro de las
bursas ovéricas produce efectos diferentes sobre
la duracion del ciclo estral y la ovulacién en la
rata adulta.
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La microinyeccion con haloperidol
induce interrupcion en sefiales neuroendocrinas
y endocrinas que controlan la duracion del ciclo
estral por afectar directamente las funciones
endocrinas del ovario pero manteniendo sin
cambios la cuota ovulatoria; en cambio, la
microinyeccion bilateral de EEDQ dentro de las
bursas ovaricas, afecta los mecanismos que
controlan la seleccion de los foliculos que
eventualmente deberian culminar su desarrollo
y ovular, reflejandose asi en una ovulacién
disminuida pero aparentemente sin afectar de
modo  significativo la  secrecion  de
gonadotropinas, estimada por la duracion del
ciclo estral.

Dominguez y colaboradores (1987)
analizaron los efectos de la inyeccién sistémica
con haloperidol, un antagonista de los
receptores DA1 y DA2, en ratas adultas con
ciclos estrales regulares de cuatro dias, a las
08:00, 13:00 y 21:00h de los diferentes dias del
ciclo estral. El haloperidol indujo efectos
diferentes sobre la respuesta ovulatoria de los
animales, en funcién del dia del ciclo estral e
incluso de la hora en que se administro.
Consistentemente, este antagonista retraso la
ovulacion espontanea cuando se inyectd en los
dias del estro y diestro-1, manteniendo este
efecto inhibitorio hasta las 08:00h del diestro-2,
para después no influir significativamente sobre
la ovulacion de los animales. Estos resultados
permitieron sugerir que la dopamina es una
seflal necesaria para que los mecanismos
fisioldgicos que conducen a la ovulacion se
realicen correctamente durante la primera mitad
del ciclo estral aunque la influencia del
neurotransmisor/neuromodulador ~ tienda a
desaparecer durante la segunda mitad del ciclo
estral.
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Venegas Yy colaboradores (2015),
evaluaron el papel de los receptores a la
dopamina en el tejido ovérico. La
microinyeccion  de  haloperidol o de
antagonistas selectivos del receptor DAL:
SCH23390 o DAZ2: Sulpiride dentro de las
bursas ovaricas, indujo efectos semejantes en
ratas adultas con ciclos estrales regulares de
cuatro dias cuando se antagonizan los
receptores dopaminérgicos en los mismos
horarios del trabajo previo (Dominguez et al,
1987). En ambos modelos se discute el posible
efecto del haloperidol y de sulpiride sobre la
facilitacion de la secrecién de prolactina al
actuar al nivel del tallo hipofisiario, ya que
ambos antagonizan potentemente al receptor
DA2 e inhibiendo indirectamente la ovulacion
al interrumpir la secrecién de gonadotropinas.

En cambio, la microinyeccion con
SCH23390 afect6 la ovulacion Unicamente en
el dia del diestro-1. Este altimo resultado es
relevante ya que pone de manifiesto la posible
interaccion entre los diferentes receptores a la
dopamina aunque aun falta analizar dicha
interaccion (Venegas et al, 2015).

Juarez-Robelo (2015) mostr6 que la
microinyeccion bilateral de EEDQ dentro de las
bursas ovéricas en la rata adulta inhibe la
ovulacion dependiendo la hora y el dia del ciclo
estral en que administrd el farmaco, ademas de
afectar el nimero de ovocitos liberados por los
ovarios de las ratas. Estos resultados
permitieron sugerir que el receptor a la
dopamina estd intimamente ligado a los
procesos endocrinos y mecanismos fisioldgicos
que culminan con la ovulacion.

Los resultados del presente estudio son
congruentes con el reciente trabajo de Juarez-
Robelo (2015), ya que el EEDQ como agente
alquilante, se une al receptor dopaminérgico
afectando su funcion sin antagonizarlo
totalmente.
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Por otra parte, el haloperidol si afect6
significativamente la duracion del ciclo estral,
particularmente cuando fue administrado en los
dias del diestro-1 y diestro-2, prolongando el
ciclo aunque no afectd el nimero de ovocitos
liberados.

De acuerdo a lo observado en el
presente trabajo y con los antecedentes de
nuestro grupo investigacion, podemos afirmar
que existe un periodo critico para que la sefal
dopaminérgica se integre a los mecanismos
fisioldgicos que conducen a la ovulacion.

El andlisis del papel de los receptores a
la dopamina en el modelo experimental de la
rata la postulan a la dopamina como una sefial
crucial al inicio del ciclo estral, es decir,
durante la fase luteal, con un papel funcional
que gradualmente se desvanece hasta que la
fase folicular se instala.

Se han reportado efectos del EEDQ
sobre otros receptores aminérgicos. Estos
estudios, incluyen pruebas farmacoldgicas,
conductuales y de tonicidad muscular que se
afectan cuando se aplica este agente alquilante
sistémicamente en la rata (Durcan et al, 1994;
Kapur et al, 2000; Takahashi et al, 1998).

Durcan y colaboradores  (1994),
realizaron estudios de binding sobre el receptor
adrenérgico alfa-2 con EEDQ; sus datos
revelaron una marcada afinidad del antagonista
por este adrenoreceptor. En este mismo trabajo,
se realizaron pruebas con el sedante
medetomidina, un agonista de los receptores
alfa-2 adrenérgicos sobre la actividad motriz de
la rata.

La hipotermia inducida por el sedante se
vio claramente disminuida cuando el EEDQ se
administr6 24 h antes de la sedacion con
medetomidina.
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Estos resultados, ademéas de mostrar que
el receptor adrenérgico alfa-2 estd relacionado
con respuestas fisiologicas basicas
(mantenimiento de la temperatura corporal),
motrices y conductuales revelan que el agente
alquilante no es totalmente selectivo a los
receptores dopaminérgicos, sino que también se
une a los receptores adrenérgicos.

En otro estudio de binding, Takahashi y
colaboradores (1998) analizaron la relacion
entre los receptores dopaminérgicos y
serotoninérgicos utilizando antipsicéticos como
la clozapina y el sertindol en ratas wistar. Sus
resultados revelaron alta afinidad del sertindol
por el receptor 5-HT-alfa-2 pero escasa afinidad
por los receptores dopaminérgicos, en cambio,
la clozapina parece unirse con alta afinidad a
ambos receptores; las pruebas conductuales
revelaron que las acciones de la clozapina se
ven reducidas con un tratamiento previo con
EEDQ, que es administrado para proteger a los
receptores dopaminérgicos.

Kapur y  colaboradores  (2000)
analizaron el indice de ocupacion del receptor
DA-2 utilizando los antagonistas
dopaminérgicos  EEDQ,  haloperidol 'y
raclopride en ratas Sprague-Dawley. Este
estudio reveld que el haloperidol se une con una
afinidad mayor que el raclopride al receptor
DA-2, pero el raclopride mostr6 mayores
indices de ocupacion que el EEDQ.

A pesar de las evidencias que muestran
al EEDQ como un antagonista menos selectivo
y relativamente inespecifico en cuanto a su
interaccion con los receptores a dopamina, su
unién irreversible al receptor dopaminérgico lo
ubican como una herramienta experimental
adecuada para el estudio de diversas funciones
cerebrales y fisiologicas por sus efectos
prolongados cuando ocupa a los receptores
dopaminérgicos e incluso otros.
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Por altimo, es necesario comentar que el
uso de los animales para experimentacion debe
ajustarse a lineamientos y normas que vigilan el
bienestar animal. Nuestro pais cuenta con la
Norma Oficial Mexicana (NOM) 062-ZOO-
1999 y en ella se establecen los criterios para
minimizar al maximo el sufrimiento, dolor,
estrés, disconfort y cualquier estimulo nocivo
que afecte la calidad de vida del animal de
experimentacion.

Las organizaciones internacionales que
pugnan por los derechos de los animales que se
utilizan para fines experimentales y de caracter
estrictamente cientifico proponen que las
instituciones o dependencias en las que se
trabaja con animales de experimentacion
(roedores, lagomorfos, cerdos, primates no-
humanos e incluso otra clase de mamiferos y
aves) cuenten con un comité de bioética que se
encargue de normar, vigilar e incluso sancionar
a aquellos que en nombre de la ciencia infrinjan
deliberadamente dolor y sufrimiento a los
animales.

Los argumentos que esgrimen tales
organizaciones pro-derechos de los animales se
centran en que un organismo sujeto a
manipulaciones dolorosas o estresantes, arrojan
o reflejan resultados poco objetivos o dificiles
de interpretar. Por tanto, es aparentemente
razonable mantener y ofrecer las mejores
condiciones de vida en los organismos sujetos a
experimentacion.

La NOM-062-Z0O0-1999 es de
observancia obligatoria en todo el territorio
nacional y tiene por objeto establecer y
uniformar las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio que deben cumplir las personas
fisicas o morales relacionadas en todos los
campos con este tipo de animales.
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Es aplicable a los bioterios y/o
establecimientos que manejen los siguientes
animales: roedores: rata, raton, cobayo, hamster
y jerbo; lagomorfos: conejo; carnivoros: perro y
gato; primates: primates no-humanos; porcinos:
cerdo domestico.

En el presente trabajo se buscé en todo
momento ajustarse a dicha norma, sin embargo,
uno de los principales problemas que
enfrentamos para analizar el mecanismo que
conduce a la ovulacion en la rata tiene que ver
con la influencia que el sistema nervioso tiene
sobre el mecanismo de la ovulacion, ya que
existe evidencia que algunos anestésicos
inyectables de uso veterinario interrumpen las
sefiales neuroendocrinas y endocrinas que
regulan la funcion del eje hipotdlamo-
adenohipdsis-ovario y en el momento de iniciar
nuestros experimentos no se contaba con un
sistema adecuado ni  condiciones de
infraestructura  fisica suficiente para el
suministro de anestésicos inhalables mas
seguros como: halotano, isoflourano, enflurano,
metoxiflourano, dietiléter, 6xido nitroso, entre
otros (Shibutani, 2000).

El uso del éter etilico como sedante, esta
justificado y fundamentado en maltiples
trabajos donde se buscan efectos sedantes de
accion ultracorta.

Sin embargo, la NOM-062-Z00-1999
no recomienda su uso por considerarlo
peligroso por sus propiedades explosivas o
inflamatorias (punto de inflamabilidad: -45°C;
punto de auto-ignicién: 170°C) aunque no esta
prohibido por la norma de acuerdo a sus
propiedades sedantes ¢Por qué recurrir a un
sedante/anestésico como el éter etilico de corta
duracion, pero efectivo para deprimir las
sensaciones dolorosas?
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Los argumentos se centrarian en la
explicacion de que todas las funciones del
sistema endocrino requieren como mediador al
sistema nervioso (Guyton & Hall, 2006), el
estudio de la fisiologia reproductiva de la
hembra estd forzosamente relacionada con la
funcion neuroendocrina del hipotdlamo como
mediador de la descarga preovulatoria de las
gonadotropinas, mismas que al actuar sobre las
gonadas inducen el desarrollo folicular y la
ovulacion (Freeman, 1988, 1994, 2006; Guyton
& Hall, 2006).

Por otra parte, existen numerosas
pruebas experimentales que postulan que las
principales funciones de los ovarios: la
secrecion de esteroides sexuales y la liberacién
de gametos viables, son moduladas por las
sefiales nerviosas sensoriales y autonémicas
que ingresan a la glandula por ramas nerviosas
provenientes de diversos ganglios y plexos del
Sistema Nervioso Periférico (Burden, 1985;
Dissen et al, 1993; Lawrence & Burden; 1980;
Mayerhofer et al, 1997; Strauss Il & Williams,
2009).

El papel de la informacidn nerviosa en
el control de las funciones endocrinas del
ovario es un factor critico, por tanto el uso de
un anestésico conlleva el riesgo potencial de
afectar indirectamente la  secrecion de
gonadotropinas y por tanto la funcion ovarica.

Con base en esto ultimo, planteamos la
siguiente pregunta: ¢Qué hacer para estudiar el
papel de estas sefiales nerviosas que inervan a
los ovarios y que afectan su funcionamiento si
tenemos que confrontar el compromiso ético
del buen y mejor trato hacia los animales de
experimentacion e infringir en ellos el menor
dolor posible?
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Existen evidencias claras que el efecto
de anestésicos comunes como el pentobarbital
sodico inyectado en la tarde del proestro es
capaz de bloquear la ovulaciéon en la mafiana
del estro al inhibir la descarga hipotalamica de
la GnRH y con ello suprimir el pico
preovulatorio de las gonadotropinas que
precede a la ovulacion (Dominguez & Smith,
1974). Por todo lo anterior, se vuelve un
compromiso ineludible realizar pruebas piloto
que permitan utilizar los mejores y mas
adecuados agentes anestésicos/sedantes para
minimizar el dolor y el sufrimiento pre- y
postoperatorio en  los  animales de
experimentacion y que no enmascaren y/o
afecten la objetividad del analisis de los
resultados y datos experimentales.

Conclusiones

1) El bloqueo farmacolégico de los receptores
dopaminérgicos inducido por el haloperidol en
los dias del diestro, induce interrupcién en
sefiales cruciales que controlan la duracion del
ciclo estral al afectar directamente las funciones
endocrinas del ovario, aunque no se afecta la
cuota ovulatoria.

2) El blogueo farmacol6gico de los receptores
dopaminérgicos inducido por el agente
alquilante EEDQ afecta los mecanismos que
controlan la seleccion de los foliculos que
deberian alcanzar la madurez 6ptima, lo que se
refleja en una cuota ovulatoria disminuida, sin
afectar significativamente la duracion del ciclo
estral.
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