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Resumen

Se evaluaron los efectos de la microinyeccion (MI) de la N-
etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ),
bloguedor irreversible de los receptores a dopamina (DA),
dentro de las bursas ovéricas sobre la ovulacion espontanea
(OE) en ratas hembra con ciclo estral (CE) regular de cuatro
dias de duracién. A las 08:00, 13:00 y 20:00h de uno de cada
dia del CE, animales con CE regular recibieron una MI con
100 pg de EEDQ diluidos en 20 pL de etanol-agua 1:1
(vehiculo). Los grupos testigo recibieron la MI con vehiculo.
Se registro la OE en la mafiana del estro esperado buscando la
presencia de ovocitos frescos en los oviductos. La MI con
EEDQ realizada en el dia del estro (EEDQ: 7/17 vs. Testigo:
14/16, p<0.01) y del diestro-1 (EEDQ: 3/12 vs. Testigo: 16/24,
p<0.001) inhibieron la OE, lo que no ocurrié en los grupos
tratados en el diestro-2 (EEDQ: 7/14 vs. Testigo: 13/16, ns) o
en el proestro (EEDQ 12/12 vs. Testigo 14/14, ns). El
reemplazo hormonal con GnRH o benzoato de estradiol (BE)
reestablecio la ovulacion (EEDQ: 10/29 vs. GhRH+EEDQ
26/27 y BE+EEDQ 24/25 p<0.0001; Prueba de probabilidad
exacta de Fisher). Durante la primera mitad del CE la DA
ovarica juega un papel critico en el control de la OE en la rata.
Es probable que los receptores a DA del ovario activen las
sefiales que conducen a la secrecion de estrdgenos.

EEDQ, Receptores a Dopamina, Ciclo Estral, Ovulacién
Espontédnea, Rata Hembra

Abstract

We evalated the effects microinjection (MI) of N-etoxicarbonil-
2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ), a irrebersible blocker of
dopamine (DA) receptors, inside ovarian burses on spontaneous
ovulation (SO)in female adult rats that exhibited regular estral
cycles (EC) four days long. At 08:00, 13:00 and 20:00h in one
each EC day, groups of rats with regular EC recibed a single Ml
with 100 pg of EEDQ diluited in 20 pL of water-ethanol 1:1
(vehicle). Sham groups reciben just vehicle MI. We registred the
SO in the morning of estrous day spected with ova shed into
oviducts. The EEDQ MI performed on estrous (EEDQ: 7/17 vs.
Sham: 14/16, p<0.01) and diestrous-1 days (EEDQ: 3/12 vs.
Sham: 16/24, p<0.001) SO were inhibited, although these don’t
ocurrs in groups treated on diestrous-2 (EEDQ: 7/14 vs. Sham:
13/16, ns) or proestrous day (EEDQ 12/12 vs. Sham 14/14, ns).
Hormonal replacement with GnRH or oestradiol benzoate (EB)
was effective in ovulation restablisment (EEDQ: 10/29 vs.
GnRH+EEDQ 26/27 y EB+EEDQ 24/25 p<0.0001; Exact
probability Fisher’s test). In the rat, ovarian DA palys a critical
role on ovulation control during EC first half. Probably that
ovarian DA receptors turning on the signals that lead estrogen
secretion.

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

Las funciones del ovario dependen de la accion de
las sefiales adenohipofisiarias gonadotropicas: la
hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH), que actGan sobre los tejidos
ovaricos induciendo la produccion de factores de
crecimiento y diversas sefiales neuroquimicas como
las catecolaminas (Bahr et al, 1974).

En el ovario se han detectado altas
concentraciones de noradrenalina (Lawrence &
Burden, 1980; Ojeda et al, 1989) y en menor
cantidad de dopamina (Bahr et al, 1974; Bahr &
Ben-Jonathan, 1985; Ben-Jonathan et al, 1982).
Ambas podrian jugar un papel crucial en
mecanismos neuroendocrinotréficos que participan
en la regulacion funcional de las méas importantes
funciones ovéricas: la produccién de gametos
viables y la secrecién de esteroides sexuales (Ojeda
et al, 1989).

En afios recientes se ha incrementado el
interés por analizar el papel funcional de la
dopamina como una sefial quimica presente en el
ovario de la mujer y en los roedores. Las evidencias
experimentales apuntan a considerar que la
dopamina desempefia un papel estimulante en la
integracion de las  sefiales  neurocrinas,
neuroendocrinas y endocrinas que controlan el ciclo
reproductor y su coordinacion con el evento
ovulatorio (Dominguez et al, 1987; Mordn &
Dominguez, 1995; Venegas et al, 2015).

Justificacién

Resultados de nuestro grupo, han mostrado que el
blogueo farmacologico sistémico o central de los
receptores a la dopamina altera los mecanismos que
conducen a la ovulacion y con base en ello,
podemos plantear que esta sefial neuroquimica
participa activamente en el control de las funciones
ovaricas. Existen evidencias de la presencia de
dopamina y sus receptores en los tejidos ovaricos
pero el papel funcional de esta sefial quimica adn
no ha sido descrito (Rey-Ares et al, 2007).
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Aparentemente, esta participacion varia a lo
largo del ciclo estral e incluso en el momento del
dia en que se analiza su funcion (Dominguez et al,
1987; Moran & Dominguez, 1995; Venegas et al,
2015).

Problema

Con el fin de comparar nuestros hallazgos
antecedentes  donde  empleamos  farmacos
antagonistas-reversibles de los  receptores
dopaminérgicos (RDA1 y/o RDAZ2): haloperidol,
SCH23390 o sulpiride, en el presente trabajo se
analizaron los efectos del bloqueo irreversible de
dischos receptores inducido por la microinyeccion
del agente alquilante N-Etoxicarbonil-2-Etoxi-1,2-
Dihidro-Quinolina (EEDQ) a las 8:00, 13:00 y
20:00h, dentro de las bursas ovaricas y en los
diferentes dias del ciclo estral de la rata adulta y se
evaluaron sus efectos sobre la respuesta ovulatoria
y la secrecion de gonadotropinas, esta ultima
estimada por los cambios en el patron de ciclicidad
vaginal.

Hipotesis

El bloqueo irreversible de los receptores a la
dopamina inducido por la inyeccion local del
antagonista dopaminérgico EEDQ dentro de las
bursas ovéricas afectara la ovulacion espontanea de
la rata adulta, lo que dependeréa del dia y de la hora
del ciclo estral en que se realice el bloqueo
farmacoldgico.

Objetivos
Objetivo General

Analizar los efectos del bloqueo irreversible de los
receptores a la dopamina inducido por la inyeccion
local del antagonista dopaminérgico EEDQ dentro
de las bursas ovaricas sobre la ovulacion
espontanea de ratas con ciclos estrales regulares de
cuatro dias de duracion.
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Objetivos especificos

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

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

- En los casos donde se observen
modificaciones en la ovulacion espontanea al
bloqueo irreversible de los receptores
dopaminérgicos de los ovarios, analizar los
efectos del reemplazo hormonal de la sefial
hipotalamica (GnRH) u ovérica (estradiol)
sobre la respuesta ovulatoria.

Marco Teérico

Las evidencias indican la probabilidad de que la
dopamina desempefie funciones muy importantes
en el control de la ovulacion espontanea. Los
antecedentes que muestran los efectos del bloqueo
sistémico de los receptores dopaminérgicos (RDAL
y/o RDAZ2) sobre el funcionamiento del eje
hipotdlamo-hip6fisis-ovario, ponen de manifiesto
el papel critico que desempefia la dopamina en la
funcidn reproductiva de la hembra en relacion con
las vias de  comunicacion  endocrina,
neuroendocrina y neurocrina (Dominguez et al,
1987; Moran & Dominguez, 1995; Venegas et al,
2015).
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Se ha detectado la presencia de dopamina y
sus receptores en diferentes compartimentos
ovaricos, pero aun se discute su papel funcional en
estos tejidos (Aguado, 2002; Aguado et al, 1982;
Anesetti et al, 2001; Bodis et al, 1992; Bodis et al,
1993; D’Albora et al, 2002; Lara et al, 2001;
Mayerhofer et al, 1997; Rey-Ares et al, 2007).

La dopamina participa en la regulacion de
diversas funciones como la conducta motora, la
emotividad y la afectividad, asi como en la
comunicacion neuroendocrina (Bahena-Trujillo,
2000).0tros 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.

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

El ovario recibe inervacion abundante de
naturaleza catecolaminérgica y peptidérgica que
proviene principalmente del nervio ovarico
superior y del plexo ovarico (Burden, 1978;
Burden, 1985) y se ha postulado particularmente
que noradrenalina tiene una influencia
determinante sobre la esteroidogénesis y el
desarrollo folicular (Dissen & Ojeda, 1999). Sin
embargo, la presencia de receptores a la dopamina
en diferentes compartimentos ovaricos nos permite
sugerir que pudiera desemperfiar un rol importante
en la regulacion de las funciones del ovario.Se han
encontrado niveles de dopamina en el fluido antral
de foliculos preovulatorios de primates (Bodis et
al., 1993). D’ Albora y colaboradores (2000; 2002)
encontraron neuronas positivas para la enzima
tirosina hidroxilasa en ovarios de rata.
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En tejido ovarico equino se analizd y se
encontrd la presencia de los receptores de dopamina
del tipo DA: y DA (King et al., 2005). Se ha
comprobado la expresion de receptores de
dopamina en células de la granulosa y tecales en
humano como en rata (Rey-Ares et al, 2007).

De acuerdo a los antecedentes anteriores, no
hay evidencias claras que describan el papel
funcional de la dopamina presente en los ovarios.
Los diferentes estudios que abordan el analisis del
papel de la inervacién ovarica sobre las funciones
de la gbénada se han enfocado en los sistemas
noradrenérgicos y peptidérgicos (Ahmed et al,
1986; Aguado, 2002; Ben-Jonathan et al, 1982;
Davoren & Hsueh, 1985; Des et al, 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, 1978;
Burden, 1985; Curry et al, 1984a; Curry et al,
1984b; Laraet al, 1990).

Metodologia de Investigacion
Material Bioldgico

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

Registro del Ciclo Estral

Se realiz6 el registro del aspecto de los cambios del
epitelio vaginal por medio de frotis obtenidos de la
piel de la vagina; el registro se realizé diariamente
entre las 9:00 y 10:00 h a lo largo del experimento.
En el estudio, s6lo se utilizaron animales que
presentaron al menos tres ciclos consecutivos de
cuatro dias de duracién: estro, diestro-1, diestro-2 y
proestro (animales ciclicos) y entonces fueron
distribuidos  en los  diferentes  grupos
experimentales.
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Grupos Experimentales

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

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

—  Grupo Vehiculo. Ratas con ciclos estrales
regulares a los que se les administro solucion
salina dentro de cada bursa ovarica.

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

Preparacion del Farmaco

De acuerdo a la informacién que proporciona la
literatura, el EEDQ (Cat. 14983-7; Sigma Aldrich
Inc.) se prepar6 a una concentracion de 5mg/ml y
para su dilucion se utilizé una mezcla 1:1 de etanol
96% vy solucion salina 0.9% (Hess et al, 1988;
Levant et al, 1997).

Preparacion de Hormonas

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

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

Solucién de Benzoato de Estradiol. De
acuerdo a Everett y Sawyer (1949) se pesaron
en balanza de precision (0.1 mg) 20 mg de
cristales de Benzoato de Estradiol (BE; Sigma
Products Inc., Catalogo: B-8515, B-Estradiol
3-benzoate). Los cristales se disolvieron en
100 pL de acetona seguido de la
incorporacion de 900 pL de aceite vegetal de
canola (Solucién Stock a concentracion final
de: 20 mg/ml). Inmediatamente, se tomaron 10
pL de la solucidn stock de BE y se aford a 1
ml (1000 pL) con aceite vegetal de canola
puro (Solucién Oleosa a concentracion final
de: 0.2 mg/ml). La solucion oleosa de BE se
guardo en frasco ambar con sello de goma
(cada mililitro de solucion oleosa alcanza para
40 dosis recomendadas de BE de 10ug que
equivalen a 100 u.i. de estrégeno por cada
una).

Quirurgico para la

Microinyeccién

1.

Para la realizacion de la laparotomia bilateral
se utiliz6 una maquina afeitadora con
cuchillas del No. 40, una mesa de diseccion,
una bomba de perfusion nanomolar
conectada a un microinyector motorizado,
una jeringa Hamilton de 100pL, una fuente de
luz conectada a dos conductores de fibra
Optica, soluciéon de clorhexidina 2% (CLH
2%), material quirargico diverso (una tijera
iris de disecciodn, una tijera punta fina, una
pinza hemostéatica, dos pinzas de diseccion de
punta fina, seda quirdrgica #00, bisturi, gasa
quirdrgica estéril).

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

Los animales afeitados se colocaron en
posicién de costado sobre su lado izquierdo
en una cama plana limpia y desinfectada con
espray de solucion CLH 2%y se establecio el
campo quirurgico.
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Se inici6 la cirugia laparoscopica tomando
como referencia la Gltima costilla y el punto
de flexion de la pierna.

Se limpid la piel con gasa saturada con CLH
2% y se realizO una incisiobn de
aproximadamente 0.5 cm sobre la piel.

Con la ayuda de una pinza hemostatica, la
fisura sobre la piel se expandi6 y se removio
la grasa subcutanea empleando una tijera
quirdrgica de punta fina.

Con la maniobra anterior, se localiza el
musculo abdominal en la region més cercana
al ovario y se realiza un corte quirurgico de
aproximadamente 2mm hasta atravesar
peritoneo.

Con ayuda de una pinza hemostatica, se
amplié la herida con el fin de ubicar la grasa
blanca que rodea al ovario y el utero.

Se prepara y calibra la bomba de perfusion
nanomolar para que se inyecten 20 pL de
solucién de EEDQ o del vehiculo.

Con una pinza de punta fina, se jal6 la grasa
y se exteriorizd el ovario izquierdo y se
procedio a realizar la microinyeccion.

Para realizar la microinyeccion se emple6 una
bomba de perfusion nanomolar conectada a
una jeringa Hamilton de 100ul y una aguja
hipodérmica del No. 25; se sujet6 firmemente
la bursa ovarica izquierda con una pinza fina
y se dirigid la punta de la aguja hasta ingresar
a través de la pared de la bursa al espacio
entre el tejido ovarico y esta Ultima; se realizd
la microinyeccion de 20 puL de EEDQ o del
vehiculo a una velocidad de 1.25 plL/seg
dentro de la bursa ovarica (Figura 1).

Antes de retirar la aguja del microinyector, se
dejo reposar durante 20 segundos el tejido; se
rehidraté el ovario con espray de CLH 2% y
se devolvio a la cavidad corporal el ovario y
los tejidos exteriorizados.

Se realizo la sutura de la incisién sobre el
musculo abdominal con seda quirdrgica #00
y un punto en cruz; se limpio la herida con
gasa saturada con CLH 2%.
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14. Se sutura la incision de la piel con seda
quirdrgica #0 con 2 puntos sencillos y se
limpid la herida con gasa saturada con CLH
2%.

15. Finalmente, se colocan una gota de azul
piotanico como cicatrizante.

16. Este proceso se repite de la misma forma para
la microinyeccién del EEDQ o del vehiculo
en el ovario derecho.

17. El registro del ciclo estral se reanud6 a la
mafiana siguiente hasta el dia de la eutanasia
(estro esperado).

Procedimiento de Eutanasia y de Autopsia

Entre las 9:00 — 10:00 h de la mafiana del estro
esperado y previa sedacion en camara de vapores de
isoflorano, todos los animales fueron sacrificados
por decapitacion. A la autopsia, se disecaron los
oviductos, los ovarios y el Gtero. En cada oviducto
se buscaron los signos de ovulacion con ayuda de
un estereomicroscopio y todos los casos donde se
observaron signos de ovulacion, se conté el niUmero
de ovocitos liberados (NOL). La tasa de animales
ovulantes (TAQ) se analiz6 empleando la siguiente
férmula:

No.de ratas que evaluaron

TAO =

X 100 1)

No.de ratas en el grupo

Los ovarios y el atero fueron pesados en
balanza de precision de 0.1 mg y los datos se
expresaron en miligramos/100 gramos peso
corporal. En todos los casos se registrd la tasa de
atero distendido (TUD) como indice de la
alteracion de la secrecion de estrogenos se analizé
utilizando la siguiente formula:

No.de ratas con utero distendido
TUD = X 100 (2)

No.de ratas en el grupo

El aspecto de frotis vaginal de los animales
fue utilizado como indice de la eventual
modificacion de la secrecion de gonadotropinas y
esteroides ovaricos (Sanchez y Dominguez 1995).
La tasa de estro vaginal (TEV) se analiz6 de la
siguiente forma:
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TEV = No.de ratas en estro vaginal % 100 (3)

No.de ratas en el grupo
Reemplazo Hormonal

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

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

- RH de la Sefial Ovérica. Grupos con
microinyeccion bilateral del EEDQ se les
administré6 una dosis Unica de BE (10
pg/animal; i.m.) a las 14:00 hrs del diestro-2
esperado y los animales fueron sacrificados
en la mafana del estro esperado entre las
09:00 y 10:00h.

En todos los casos, el procedimiento de
autopsia se realizé de la forma indicada lineas
arriba y se busco la presencia del NOL en los
oviductos y se estimé la TAO.

Andlisis Estadistico

Todos los datos de las tasas de animales ovulantes,
de estro vaginal y de Gtero distendido se analizaron
usando la Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher.
Los resultados del conteo del nimero de ovocitos
liberados fueron analizados por la prueba de
Kruskall-Wallis, seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn; en aquellos en
que se compararon pares de medias, se utilizo la U
de Mann-Whitney. En todos los casos, se
consideraron  estadisticamente  significativas
aquellas diferencias que fueron iguales o menores a
0.05.
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Figura 1 Fotografia que muestra la manera en que se realizo
la microinyeccion de la solucién del farmaco dentro de la
bursa ovérica de los animales ciclicos

Resultados

Efectos de la microinyeccién del vehiculo en
diferentes dias y horas del ciclo estral sobre la
TEV,laTUDyla TAO

Los efectos de la microinyeccién del vehiculo a las
08:00, 13:00 y 20:00 h en uno de los diferentes dias
del ciclo estral no modificé la TEV en la mafiana
del estro esperado entre los distintos grupos
(Vehiculo: 31/40 vs. Control: 28/30, ns) ni respecto
a los animales control.En cuanto a la presencia de
los signos de distencién del Gtero, como indice de
alteracion de la secrecion de estrégenos, no se
encontraron diferencias en la TUD entre los grupos
que recibieron la microinyeccion del vehiculo y los
controles con laparotomia bilateral en ninguno de
los dias del ciclo estral (Control: 4/30 vs. Vehiculo
7/40, ns).

Los resultados anteriores se correlacionaron
directamente con la TAO, ya que tampoco se
observaron cambios significativos en la respuesta
ovulatoria de los animales tratados con el vehiculo
respecto a los animales del grupo control. Los
efectos de la microinyeccion del vehiculo a las
08:00, 13:00 y 20:00 h en uno de los diferentes dias
del ciclo estral no modifico la TAO en la mafiana
del estro esperado (Vehiculo: 30/40vs. Control:
27130, ns) en ninguno de los grupos ni respecto a
los animales del grupo control.
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Tomando en cuenta lo anterior, se decidid
reunir los datos de la TEV, TUD y de la TAO en un
solo grupo testigo para los anélisis posteriores.

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

Los efectos del bloqueo de los receptores
dopaminérgicos inducido por la microinyeccion del
EEDQ sobre la TEV mostraron diferencias que
dependieron de la hora y de la fase del ciclo estral
en que se realizo el bloqueo farmacoldgico de los
receptores a la dopamina. De manera general, se
observo que la TEV en los animales tratados con
EEDQ es menor respecto a los grupos testigo
(Testigo 57/70 vs. EEDQ 32/51; p<0.04; Prueba de
Probabilidad Exacta de Fisher); esta diferencia es
notoriamente clara cuando la inyeccién de EEDQ
se realiza en los dias del estro y del diestro 1
(EEDQ: 11/29 vs. Testigo: 30/40; p<0.001), lo que
no ocurrié cuando se bloquearon los receptores
dopaminérgicos en el diestro 2 o proestro (EEDQ:
21/26 vs. Testigo: 27/30, ns).

Por otra parte, existe una notable ausencia del
signo del estro vaginal en los animales tratados con
el EEDQ a las 13:00h durante la primera mitad del
ciclo estral (EEDQ: 1/9 vs. Testigo: 14/15,
p<0.0001; Prueba de Probabilidad Exacta de
Fisher). Sin embargo, solo en el grupo tratado a las
13:00 del dia del diestro 1 mostré ausencia
significativa del estro vaginal respecto a su grupo
testigo.

No se encontraron diferencias significativas
en la TUD en los animales tratados con EEDQ en
los diferentes dias del ciclo estral ni en los distintos
horarios, sin embargo, de manera global se observé
mayor frecuencia en este signo en los animales
tratados con el antagonista comparado con el grupo
testigo (EEDQ: 19/55vs. Testigo: 8/70; p<0.003,
Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher).
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El anélisis de la TUD respecto a la hora de la
microinyeccion mostré6 un incremento en los
animales tratados con el antagonista a las 08:00h
(EEDQ 08:00: 7/20 vs Testigo: 0/20, p<0.01,;
Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher), lo que no
ocurrio en los grupos tratados a las 13:00 h (EEDQ
13:00: 5/19 vs Testigo: 4/29, ns) o a las 20:00 h
(EEDQ 20:00: 6/16 vs Testigo: 4/21, ns).

Al analizar los datos de manera global, la
microinyeccion de EEDQ dentro de las bursas
ovaricas disminuy6 la TAO (EEDQ: 29/55 vs.
Testigo: 57/70, p<0.001; Prueba de Probabilidad
Exacta de Fisher). Sin embargo, la respuesta
ovulatoria dependié de la hora, de la fase del ciclo
ovarico y del dia del ciclo estral en que se realizé la
microinyeccion (Tabla 1).

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

En lo referente a la fase del ciclo, la
microinyeccion de la solucion de EEDQ a las
13:00h realizada durante la primera mitad del ciclo
estral, es decir en los dias del estro y diestro-1,
bloqgue6 de manera absoluta la ovulacion
espontanea, (EEDQ: 0/9 vs. Testigo: 13/15,
p<0.0001; Prueba de Probabilidad Exacta de
Fisher); esta diferencia es incluso significativa
cuando se compara con las microinyecciones del
antagonista realizadas en la mafiana o en la noche
(13:00h: 0/9 vs. EEDQ a las 08:00: 5/12 y 20:00h:
5/8, p<0.05 y 0.01, respectivamente; Prueba de
Probabilidad Exacta de Fisher).
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Grupos Dia del Ciclo Estral
Horario 8:00h

E D1 D2 P
Testigo 4/4 5/8 4/4 4/4
EEDQ 5/8 0/4 2/4 414
Horario 13:00h

E D1 D2 P
Testigo 6/7 7/8 6/8 6/6
EEDQ 0/5* 0/4* 3/6 4/4
Horario 20:00h

E D1 D2 P
Testigo 4/5 4/8 3/4 4/4
EEDQ 2/4 3/4 2/4 4/4
*p< 0.02 comparado con su grupo Testigo; prueba de Probabilidad Exacta
de Fisher

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

El bloqueo absoluto de la ovulacion
espontanea observado en los grupos tratados con
EEDQ a las 13:00 de la primera mitad del ciclo
estral es diferente comparado con las
microinyecciones realizadas durante la segunda
mitad del ciclo estral, es decir en los dias del
diestro-2 y proestro, (EEDQ a las 13:00h del estro
y del diestro-1: 0/9 vs. EEDQ a las 13:00h del
diestro-2 y del proestro: 7/10, p<0.01; Prueba de
Probabilidad Exacta de Fisher).

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

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

Tomado en cuenta este resultado, se decidio
reunir los datos del NOL por ambos ovarios en un
solo grupo testigo. El analisis global de los efectos
de la microinyeccién bilateral del EEDQ en las
bursas ovaricas mostro una reduccién significativa
del NOL global respecto al testigo (EEDQ (n=29):
8.8+0.6 ovocitos vs Testigo (57): 11.7%0.5;
p<0.0004, Prueba de U de Mann-Whitney).

Al analizar este parametro respecto a la fase
del ciclo ovarico, la disminucion en el NOL en los
grupos tratados con EEDQ sigue siendo
significativa (EEDQ 1% Mitad del Ciclo: 8.2+0.9,
EEDQ 22 Mitad del Ciclo: 9.2£0.8 vs Testigo:
11.74£0.5; p<0.05, Prueba de Kruscall-Wallis
seguida de la Prueba de Comparaciones Multiples
de Dunn).

Asi mismo, se observaron diferencias en el
NOL en funcidn de la hora del dia en que se realiz6
la microinyeccion del EEDQ; el NOL de los
animales tratados a las 08:00 h fue
significativamente menor respecto al testigo
(EEDQ 08:00h: 7.1+£0.7 ovocitos vs Testigo:
11.7+£0.5 ovocitos; p<0.001 Prueba de Kruskall-
Wallis seguida de la Prueba de Comparaciones
Multiples de Dunn), sin cambios significativos a las
13:00 y 20:00 h (EEDQ 13:00h: 10.5+1.3 ovocitos
y EEDQ 20:00h: 9.2+0.9 ovocitos vs Testigo:
11.7+0.5 ovocitos, ns). Sin embargo, al analizar el
NOL en funcién del dia del ciclo estral y de la hora
entre los grupos testigo y con microinyeccion del
EEDQ dentro de las bursas ovaricas, estas
diferencias no se revelaron en el anélisis integral de
la ovulacion.
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Efectos de la Microinyeccion de EEDQ en
Diferentes Dias y Horas del Ciclo Estral Sobre el
Peso de los Ovarios y del Utero

No se observaron cambios significativos en el peso
de los ovarios, en la masa ovarica ni en el peso del
Utero de los animales que fueron tratados con la
microinyeccion de la solucion de EEDQ dentro de
las bursas ovaricas.

Efectos del Reemplazo Hormonal en los grupos
tratados con EEDQ

En aquellos grupos donde se observé una TAO
menor o igual al 50%, se realizo el reemplazo de la
sefial hipotaldmica con GnRH sintética o el
reemplazo de la sefial ovarica con BE. En los
diferentes grupos tratados con GnRH o BE se
observo una recuperacion significativa de la TAO
(EEDQ: 14/39 vs. EEDQ+GnRH: 26/27 o
EEDQ+BE: 24/25; p<0.0001, Prueba de
Probabilidad Exacta de Fisher).

Discusion de Resultados

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

Resulta de particular interés el hecho de que
el EEDQ inhiba la respuesta ovulatoria en los
animales tratados de manera diferencial cuando se
administra durante la primera mitad del ciclo estral
y gradualmente desaparezcan a lo largo de la
segunda mitad del ciclo estral.
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Dominguez y  colaboradores  (1987)
analizaron los efectos de la inyeccion sistémica con
haloperidol, un antagonista de los receptores DAy
DA, utilizado en la neuropsiquiatria como
ansiolitico, en ratas adultas con ciclos estrales
regulares de cuatro dias y a las 08:00, 13:00 y
21:00h de los diferentes dias del ciclo estral. El
haloperidol indujo efectos diferentes sobre la
respuesta ovulatoria de los animales, en funcion del
dia del ciclo estral e incluso de la hora en que se
administro.

El antagonista retrasd invariablemente la
ovulacion espontanea cuando se inyecté 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
ovulacién de los animales. Estos resultados
permitieron sugerir que la dopamina es una sefial
necesaria para que los mecanismos fisiologicos 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.

Se ha detectado la presencia de dopamina y
los receptores DA:1 y DAz en diferentes
compartimentos ovaricos, pero en esos estudios no
se aclara su posible papel funcional en el tejido
ovarico (Mayerhofer et al, 1997; Rey-Ares et al,
2007). Venegas y colaboradores (2015), han
recientemente evaluado el papel de los receptores a
la dopamina en el tejido ovarico. La microinyeccién
de haloperidol o de antagonistas selectivos del
receptor DA1: SCH23390 o DA;: Sulpirida dentro
de las bursas ovéricas, indujo efectos semejantes en
ratas adultas con ciclos estrales regulares de cuatro
dias cuando se antagonizan los receptores
dopaminérgicos en los mismos horarios del trabajo
previo (Dominguez et al, 1987).
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En ambos modelos se discute el posible
efecto del haloperidol y de la Sulpirida sobre la
facilitacion de la secrecion de prolactina al actuar al
nivel del tallo hipofisiario, ya que ambos
antagonizan potentemente al receptor DA, e
inhibiendo indirectamente la ovulacion al
interrumpir la secrecion de gonadotropinas. En
cambio, la microinyeccion con SCH23390 afecto la
ovulacion unicamente en el dia del diestro-1. Este
altimo resultado es relevante ya que pone de
manifiesto la pausible interaccion entre los
diferentes receptores a la dopamina, aunque aun
falta analizar dicha interaccion.

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

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

Por ultimo, las fallas ovulatorias observadas
en aquellos grupos experimentales tratados con el
EEDQ se resolvieron satisfactoriamente con el
reemplazo de las sefiales hipotalamica u ovérica,
restableciendo satisfactoriamente la ovulacion.
Aparentemente, el blogueo inespecifico de los
receptores dopaminérgicos en el ovario afecta los
mecanismos neuroendocrinos que determinan la
secrecion preovulatoria de la GnRH.
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Misma que ocasionaria la ausencia de la
secreciéon de gonadotropinas y con ello, la
inhibicion de la produccién de los estrogenos,
imprescindibles para que el efecto feedback
estimulante en el hipotalamo anterior se lleve a
cabo.

Conclusiones

Los resultados del presente trabajo nos permiten
concluir que:

1. Lamicroinyeccion bilateral de la neurotoxina
dopaminérgica: EEDQ dentro de las bursas
ovaricas en la rata adulta inhibe la ovulacion
con efectos que dependen de la hora y del dia
del ciclo en que se administré el farmaco.

2. Lamicroinyeccion bilateral de la neurotoxina
dopaminérgica: EEDQ dentro de las bursas
ovéricas en la rata adulta disminuyé el
numero de ovocitos liberados.

3. Lamicroinyeccion bilateral de la neurotoxina
dopaminérgica: EEDQ dentro de las bursas
ovaricas durante la primera mitad del ciclo
estral afecta los mecanismos endocrinos y
neuroendocrinos que determinan la descarga
preovulatoria de la GnRH al nivel del
hipotdlamo anterior y, en consecuencia, una
baja produccion de estrégenos, lo que
conduce a la falla ovulatoria.
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