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RESUMEN.

La participacién del sistema dopaminérgico en el control neuroendacrino de la
secrecion de gonadotropinas y de la ovulacion es controversial. Algunos estudios
farmacologicos han mostrado que la dopamina regula de manera inhibitoria la
secrecion de gonadotropinas, mientras que otras han permitido afirmar que su
participacion es de tlipo estimulante. Por otra parte, se ha observado que la
participacidn del sistema colinérgico de las areas predplica e hipolatamica anterior
(POA-AHA) en la regulacion de la ovulacion es lateralizada y varia duranle el ciclo
estral de |la rata.

Con el proposito de analizar si la informacion dopaminérgica que llega a
POA-AHA se comporta de la forma descrita para el sistema colinérgico, en el
presente trabajo se esludiaron los efectos del implante unilateral de 10.0+£3.0 pg de
cristales de haloperidol (farmaco antagonista de los receptores dopaminergicaos DA-
1 y DA-2) en lado derecho o izquierdo de POA-AHA realizado a las 13:00 h en los
diferentes dias del ciclo estral, sobre Ia funcidn del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y
la ovulacion espontanea, evaluados por el analisis de indicadores biolégicos (las
tasas de owvulacion (TAQ), de cornificacion (TCV), de diestro (TDV) o de proestro
vaginal (TPV) y de utero distendido (TUD)) de ratas adultas con ciclos estrales
requlares de cuatro dias de duracion (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro), Como
grupo tesligo se utilizaron animales a los que se les implantaron 8.0+2.0 ng de
cristales de colesteral en el lado derecho o izquierdo de POA-AHA en los diferentes
dias del ciclo estral, | |

Los implantes unilaterales de haloperidol, realizados en los dias del esiro y
del digstro-1 bloquearon la ovulacion de los animales respecto a sus grupos con
colesterol (1741 vs 26/50, p<0.05), el implante izquierdo en el dia del estro, y el
derecho en el dia del diestro-1, indujeron una disminucién 2n la TCV y en la TUD
con aumento de la TDV. En el dia del diestro-2, el lmplanle unilateral con haloperidol
no modificéd la TAO comparada con la del grupo con colesterol (Haloperidol: 8/19 vs
Colesterol: 10/17), sin embargo, los implantes  del lado izquierdo disminuyeron ia
TAO respecto a los implantes colocados en el lado derecho (Implantes del Lado
Derecho: 10/14 vs Implantes del Lado |zquierdo: 8/22, p<0.05}; los implantes en el
lado izquierdo disminuyeron la TCV ¢on el aumento de la TDV. los implantes
unilaterales realizados en el dia del proeslro no modificaron la ovulacion espontanea
de lo animales (Halopendof 15/15 vs Colesterol: 20/20). No se ohservaron
‘madificaciones en el nimero de ovocitos Itberados por animal ovulante en n!nguno
de Ios €asos.

Para: anallzar los mecanlsmos neuroenddcrinos afectados por la- |nterrupc:on' :
de la informacion dopamlnerglca que llega a POA-AHA y que resultaron el bloqueo
~de la ovulacion, otros grupos de animales con el implante unilateral de haloperidol,
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se inyectaron con 3.7 pa/k de pese corporal con GNRH sintética a las 13:00 h del proestro
esperado 6 con 10 pg de benzoato de estradiol (BE) a las 13:00 h del diestro-2. La
GnRH restablecido el 100% de la ovulacién en los animales con implantes
unilaterales con colesterol realizados en estro y diestro-1. En los grupos con
implante unilateral de haloperidol en diestro-1, la GnRH restablecio la ovulacion,
pero en los animales con implante unilateral de haloperidol realizado en el dia del
astro la ovulacion se restablecio parcialmente (70%). La administracion de BE
restablecid la ovulacion en los grupos con colesterol y haloperidol implantados en el
dia del diestro-1. La inyeccion con BE restablecié la ovulacion en los animales con
implante de haloperidol en el lado izquierdo de POA-AHA realizado en el dia de!
astro, en tanto que en los animales con implante en el lado derecho la ovulacion no
se restablece (Implante de! Lado Derecho: 0/8 vs implante del Lado lzquierdo: 5/6,
p<0.05). E! nimero de ovocitos liberados por animal ovulante disminuyd en los
grupos con imptante de haloperidol en el lado derecho o izquierdo de POA-AHA
realizado en los dias del estro o del diestro-1 que recibieron el reemplazo hormonal

~ con estrogenos (Haloperidol+BE: 7.511.4 vs Colesterol+BE: 11.5£0.6, p<0.05).

Para evaluar si la dosis de haloperidol empleada inicialmente pudo
enmascarar algun efeclo asimétrico sobre la respuesta ovulatoria de los animales,
se evaluaron los efectos de la colocacion de un implante unilateral- con 10.044.0 pg
de haloperidol diluido en colesterol (mezcla de cristales 1:1). - El implante del
farmaco diluido realizado a las 13:00 h del dia de! eslro en el lado derecho de
POA-AHA bloqued |a ovulacidn en todos lo animales, en tanto que el realizado en el
lado izquierdo no afecta la respuesta ovulatoria de los animales (Implante del L.ado
Derecho: 0/8 vs Implante del Lado lzquierdo: 5/8). La administracion de GnRH a las
1300 h del proestro esperado en el grupo con implante del lado derecho restablecio
parcialmente la ovulacion (5/6) con la liberacion de.una cuola normal de ovacitos,
mientras que el reemplazo hormonal con BE sigue resultando mefechvo en el
reslablemmlento de la respuesta ovulatona (0/4). :

Estos;resultados nos permiten sugerir que la participacion del sistema

-dopaminergico de POA-AHA en los mecanismos neuroendocrinos que culminan con

la ovulacion varia duranle el ciclo estral y es de tipo estimulante. El bloqueo de los
receptores dopaminérgicos en POA-AHA inhibid la secrecion preovu!atona de la
GnRH, lo que. puede ser reflejo de la alteracion de la secrecion de estrogenos
indispensables para cerrar el circuito y con ello el estimulo de la secrecion de fa
GnRH. £t sistema dopaminérgico del lado derecho de POA-AHA en el dia del estro

~es indispensable para que se produzca el efecto feedback estimulante de los

estrogenos en la tarde del diestro-2. En el dia del estro, el sistema dopaminérgico
del lado derecho de POA-AHA es mas sensible al hloqueo mduudo por haloperidol
que el izquierdo. :

1L



SUMMARY.

The role of dopaminergic system on the neurcendocrine control of
gonadotrophins secretion and ovulation are controversial. Several pharimacological
studies has shown that dopamine regulates in inhibitory fashion the gonadotrophins
secrelion, also others supported that participation is stimulatory. Another hand, it was
observed that role of cholinergic system of the preoptic-anterior hypothalamic areas
(POA-AHA) on ovulatory regulation is stimulating and varies durmg the estral cycle
of the rat.

To analyzer if the POA-AHA dopaminergic input is similar that the cholinergic
system, in this study were analyzed the effecls of a single unilateral implant of
10.0£3.0 pg of haloperidol crystals (antagonist pharmacological agent of
dopaminergic recelors DA-1 and DA-2) on the right or left side of POA-AHA,
performed al 13:00 h in the different days of estral cycle, evaluated on the function of
hypothalamus-hypofisis-ovaries axis and the spontaneous ovulation, supported by
observations on the several bioclogical parameters (ovulation (OR), vaginal
cornification (VCR), vaginal diestrus (VDR), vaginal proestrus (VPR), and uterus
distentated (UDR) rates) of adult rats with fourth-days regular estral cycles (estrus,
diestrus-1, diestrus-2 and proastrus). Animals that received a single implant of
8.012.0 pg cholestero! crystals on the right or left side of POA- AHA, on each day of
estral cycle, as control group were ulilized.

The unilateral implants performed on estrus and diestrus-1 days blocks the
“spontaneous ovulation in comparison with the cholestrol groups (1/41 vs 26/50,
- p<0.05); the left implant performed on estrus day and right implant performed on
diestrus-1 day induced VCR and UDR lower and VDR increased. On the diestrus-2
day, unilateral implants of haloperidal not modified OR in. companson with the
cholesterol - groups (Haloperadol 8/19 vs Cholesteral: 10/17), ‘however the left
implants diminished. OR in comparison with the. right implants (nght Side Implants:
10/14 vs Left Side Implants: 8/22, p<0.05); left implants diminished VCR and
increased VDR. None implants performed on proestrus day modified the ovulatory
response nor the others biological parameters evaluated (Haloperidol: 15/15 Vs
Cholesterol: 20/20). The number of ova shed of those ovulating ammals were normal'

~and were not modified by none treatment.

To analyzer the neuroendocrine mechanisms affected by interruption of POA-
AHA dopaminergic input and that results in ovulation blocked, other animal groups
with a unilateral implant of haloperidol were injected = with 3 7 nglk vody weight of
synthetlc GnRH at 13:00 h of expected proestrus day or with 10 pg of estradiol
benzoate (EB) at-13:00 h of diestrus-2 day. The GnRH reestablished the ovulatory
response in 100% of rats with a unilateral implant of choleslerol performed on estrus
~or diestrus-1 days. In those animals with a unilateral implant of haloperidol at

1ii
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diestrus-1, the GnRH injection reestablished the ovulation but in the rats with implant
performed on estrus ovulalory response was done partially (70%). The EB
administration reestablished the ovulation in animals with unilateral implants of
cholesterol or halaoperidol performed on diestrus-1 day. The EB injection
reastablished ovulation with unilateral implant of haloperido! on left side of POA-AHA
performed on estrus day, also in animais with implant on the right side the ovulatory
response was nol produced (Right Side Implant: 0/8 vs Left Side Implant. 5/6),
p<0.05), The number of ova shed per ovulating animal was lower in groups with
unilaleral implant of haloperidol on the right or left side of POA-AHA performed on
gstrus aor diestrus-1 days that received estrogen hormonal replacement
(Haloperidol+EB: 7.5+1.4 vs Cholesterol+BE; 11.610.6, p<0.05).

To analyze if a lower dose of haloperidol does not hide the asymmetric
ovulatory response in animals treated on esirus day, the effects of an unilateral
implant with 10.0+4.0 pg of a haloperidol + cholesterol crystals mixiure 1:1 was
evaluated. The diluted unilateral implant performed at 13:00 h of the estrus day on
the right side of POA-AHA blacks the ovulation, also the left implant was not affected
ovulatary response (Right Side Implant: 0/8 vs Left Side Implant; 5/8), The GnRH .
hormonal replacement at 13:00 h of expecled proestrus day reeslablished partially
the ovulatory response (5/6) and number of ova shed was normal, also the EB
hormonal replacement still was ineffective to reestablish ovulation (0/4).

This results suggest that the participation of dopaminergic system of POA-
AHA on neuroendocrine mechanisms that finished avulation varies during the estral
cycle and is stimulatory at onset of the cycle. The pharmacological block of the
dopaminergic receplors of POA-AHA inhibits preovulalory secretion of GnRH, that
would it reflects alteration of estrogen secretion necessary for close circuit and its
action done GnRH secretion. On estrus day, the dopaminegic system of right side of
POA-AHA is necessary to produce estrogen positive feedback at the afternoon of
diestrus-2 day. On estrus day, the dopaminergic system of the right side of POA-
AHA is very sensitive ta pharmacological block induced by haloperidol that jeft side.

iv



INTRODUCCION

El ovario es el organo sexual primario de las hembras y sus funciones son la
liberacion de gametos capaces de ser fecundados y ia secrecion de hormonas. Sus
funciones son reguladas por sefiales neuroendacrinas que provienen del sistema:
nervioso central (SNC), la hipofisis, el propio ovario, las adrenales, el timo y la
tiroides, entre otros, y suceden en forma secuencial y sincréhica (Feder, 1981,
Freeman, 1988; Hotchkiss y Knobil, 1994). La liberacion de gametos capaces de ser
fecundados se dencmina ovulacion vy es uno de los dos puntos culminantes del
crecimiento y la diferenciacion folicular, siendo la atresia folicular el otro. La
atresia folicular es el proceso mas comiin en el que culmina la vid_a de un foliculo
(Erickson, 1982). Ei ovario, por intermedio de sus tres c_ompartimentds folicular,
luteal e intersticial, secreta hormonas esteroideas (estrége_nos, progestérona,
androgenos), péptidos (inhibina, relaxina), hormona semejante a la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH-like), noradrenalina y otras, las cuales
participan en la regulacion de las f'un'ciones del propia ovarig, en los mecanismos de
regulacion de las funciones del eje h|potalamo-h;pohsas-ovano de los ..61'98!108
sexuales (owductos utero vagina, glandula mamaria, piel), el comportamlento
sexual, ademas de regular el metabohsmu general del mdawduo (Gore Langton y
Armstrong, 1994, HotchkmsyKnobnl 1994)

El eje hipotalamo-h:poﬁs:s-ovarlo se comumca entre Si por senales hormonales
y neuroendocnnas E! hipotalamo regula de manera estlmulante la secrecmn de las
gonadnlropmas adenohlpoﬂsanas por medm del decapephda GnRH la hlpof:sss
regula Ias funciones del ovario por medio de hormonas la hormona estimulante del
foliculo (FSH). la hormana lutelmzanle (LH) y Ia prolactma La. FSH regula de
manera estlmulante eI crecnmlento y la maduracnon de los foliculns ovancos y la

ecrecmn de estrogenos La LH estimula [a smtes:s de estrogenos por al fohculo
maduro de progestemna por el fohculo en las d:ferentes etapas del crecm'uento |
folicular y por el cuerpo Iuteo y Ios mecamsmcs bioqurmicos mtrafohculares que'
culminan con la ruptura de la paned del foliculo maduro yla hbemcmn del ovocito,



mientras que la prolactina actua de manera sinérgica con la LH en la regulacion
estimulante de ia secrecion de progesterona y de estragenos (Fink, 1988).

El foliculo ovarico esta compuesto por el gameto femenirno u ovocito, las células
de la granulosa, la membrana basal y las células teco-intersticiales o teca interna. La
LH regula de manera estimulante el primer paso en la sintesis de progesterona por
parte de las células teco-intersticiales, Estas celulas secretan andrégenos
(androstenediona y testosterona principalmente), las que pasan al interior del
foliculo, donde son aromatizadas a estrogenos, principalmente 178-estradiol, por
efectos de la enzima aromatasa. En el foliculo en crecimiento, la FSH estimula la
actividad de la aromatasa, mientras que en el foliculo maduro y preovulatorio, 1a LH
es la hormona que regula de manera estimulante esta enzima. Para que se produzca
la owvulacion se requiere del aumento brusco en la concentracion plasmatica de
estradiol seguido de su descenso brusco (*pico” preovulatorio de estradiol), el que a
su vez estimula la liberacion brusca de LH por parte de la hipofisis (“pico”
precvulatoric de LH) lo que culmina con la ovulacion. Los androgenos que siguen
siendo producidos por las células teco-intersticiales y que no son aromatizados,
estimulan la atresia folicular (Dominguez y col.,, 1989; Erickson, 1982; Greenwald y
Roy, 1994; ; Richards, 1978; Richards, 1980).

La GnRH es sintelizada por neuronas hipotalamicas especializadas (neuronas
GnRH-érgicas) que se localizan predominantemente en las regiones predptica,
hipotalamica anterior e hi'pot_'élamo medio. Es liberada hacia los Vasos del plexo
primario del sistema porta hipotalamico-hipofisiario y transportada por la sangre
hacia la adenohipofisis (Pierce, 1988). La sintesis y liberacion de la GnRH es
modulada de manera estimulaht_e e inhibitoria por neuronas cuyos somas se
localizan en diferéntes regiones del 'SNC, por las hdrmbn'as_ es'téroid_:eas producidas
por el ovar_i‘oAy por las propias gonadotropin_as (sistema de _aISa. cdrta) (Fink, »1‘,9‘88.
Greenwald y Roy, 1994, Hotchkiss y Knobil, 1994). N

Existen evidencias experimentales que muestran que los siguientes sistemas de
neurotransmisores modulan Ja secrecion de fa GnRH (Kordon y col, 1994):

- aminoacidos del tipo de los acidas y-aminobutirico (GABA); glutamico y
aspartico; : '

T



- indolaminas (serotonina, melatonina);

- catecolaminas: (noradrenalina, adrenalina, dopamina);

- acetilcolina;

- peptidos: opiocides, encefalinas, sustancia P, péptido intestinal vasoactivo

(VIP), angiotensina Il, neuropéptido Y, entre otros.

La participacion de algunos sistemas de neurotransmisores en la regulacion de la
secrecion de la GnRH, varia durante el ciclo estral (Cruz y col., 1989; Dominguez y
col., 1985; Dominguez y col, 1987).

Existen resultados experimentales que llevan a suponer que la regulacion
neurcendocrina que ejerce el hipotalamo sobre la funcion del eje hipofisis-gonada
presenta lateralizacion y asimetria (Advis y col., 1989; Bakalkin y col., 1984, Cruz y
col,, 1988, Gerendai y Halasz, 1976; Gerendai y col., 1979; Mizunuma y col., 1983;
Nance y Moger, 1982; Nance y col., 1983). El termino lateralizacion se refiere al
lado del cuerpo en el que se origina el estimulo requerido para un proceso de
comunicacion, mientras que asimetria define las diferencias en la respuesta
funcional de los érganos pares. | |

Asi, la concéhtracién de la GnRH en el hipatalamo medial basal es diferente entre
el lado derecho e izquierdo (Bakalkin y col., 1984; Gerendai y col., 1979). Es posible
que esta asimetria en el contenido de la GnRH esté relacionada con las diferencias
morfolégicas, anatémicas y bioquimicas que se presentan entre el lado derecho e
izquie'rdb del cerebro (Galaburda y col, 1978; Gerendai y' Halaéz,_ 1976, Huhg y col.,

2, Oke 'y col, 1980' Walker, 1980). También Se ha lhostrado que el sistema
colmerglco de las areas preopuca e hlpotalamlca anterlor (POA-AHA) parhcupa de
manera laterahzada en los mecanismos neuroendocnnos que regulan la ovulacmﬁ
.espontanea de la rata y Ios mecamsmos neuroendocnnos que regulan el feedback’
| .estlmulante de Ios estrogenos que culminan con la ovulacmn (Cruz y col, 1989
1992). |

Existe controversia sobre . la partlcnpacion del sistema dopammergico en. la
regulacnon de la secrecnon de laFSHYy la LH que culmman con la ovulacnon Con ’

base en los efectos de diferentes farmacos que esn_mulan 0 tn_hlben de manera mas



o menos especifica a la sinapsis dopaminérgica, algunos autores afirman que el
sistema dopaminérgico hipotalamico regula de manera inhibitoria la secrecion de las
gonadotropinas (Choudhury y col., 1974; Ramirez y col., 1984; Tasaka y col., 1985,
Weiner y Ganong, 1978), mientras que otros afirman que su participacion es de tipo
estimulante (Clemens y col. 1976; MacKenzie y col, 1988, MacKenzie y col.,, 1989;
Schneider y McCann, 1970, Vijayan y McCann, 1978). Estas diferencias en la
interpretacion del papel del sistema dopaminergico en la regulacion de la secrecion
de las gonadotropinas podrian ser explicadas en funcion de los modelos
experimentales utilizados, ya que existen evidencias de que las funciones del
sistema dopaminergico varian durante el ciclo estral {Dominguez y col, 1985; 1987)

Con base en los antecedentes mencionados, es de interés analizar st todos los
sistemas de neurolransinvsion que regulan las funciones del eje hipotalamo-hipofisis-
ovario (sintesis y liberacion de la GnRH, de las gonadotropinas, de las hormonas
ovaricas y la ovulacion) presentan lateralizacion y asimetria.

El proposito del presente esludio fue tratlar de responder a las siguientes
preguntas:
- la participacion del sistema dopaminergico de POA-AHA en los mecanismos que
regulan la secrecion gonadotropica gue culmina con la ovulacion, ;varia durante el
ciclo estral de larata? | | | | |
- la participacion del 'sistemé_dOpaminérgico_ de POA-AHA en estos mecanismos
(presenta Iatefralidad fuhcignal comoe 'I_a descrita en-al sistema colinérgico. de Ia rata |
adulta? o - |
- la participacion del sistema dopam'inérgico de POA-AHA en la regulacion de la
secrecion de esltrogenos por parte del ovario, estimada por -algﬁnds‘de 'sus

indicadores biolagicos, ¢varia durante el ciclo estral y presenta lateralizacion?



PAPEL DE LAS AREAS PREOPTICA E HIPOTALAMICA ANTERIOR EN LA
REGULACION DE LAS FUNCIONES DEL OVARIO

Estructura del hipotalamo.

En Ia rata, el hipotalamo ocupa la mitad ventral del diencéfalo en ambos lados del
tercer ventriculo y contiene gran cantidad de circuitos que contribuyen al
mantenimiento de la homeostasis corporal (Kupferman, 1985), Se extiende
lateraimente desde las paredes del tercer ventriculo hasta los surcos hipotalamicos
laterales. Esta delimitado rostro-caudalmente por ef quiasma optico (limite anterior) y
por los cuerpos mamilares (limite posterior) (Bleier y Byne, 1985; Simerly, 1995).

Tomando como referencia el tercer venlriculo, se describen tres regiones: la
periventricular, la lateral y la medial. L.a regién periventricular constituye aquella que
radea el tercer ventriculo. La lateral se extiende desde las columnas descendentes
del farnix hasta el fasciculo medial prosencefalico y la medial se localiza en medio
de las olras dos regiones y conliene la mayoria de las agrupaciones neuronales
denominadas nucleos (Swanson, 1987).

Con base en la distribucion de sus nucleos, el hipotalamo se divide en tres areas:
anterior, media y poslerior. El hipotalamo anterior contiene los nucleos preopticos
(imedial y lateral), supraquias'mético, ‘paraventricular, suprééptico y anterior. EJ
hipotalamo medio esta formado por los nicleos dorsomedial, ventromedial, arcuato,
tuberal y periventricular. E! hipotalamo posterior contiene los nicleos mamilares
(premamilar, lateral, medial, supramamilar e intercalado) y al posterior (Bleier vy |
Byne, 1985; Simerly, 1995) [Esquema 1].

inervacién dopaminérgica de POA-AHA.

Segfm Dawson y col. (1886), si bien en el SNC se han descrito mas de nueve
sistemas dopammerglcos los mds pronunentes por su papel en la regulacmn de

dlferentes funcnones corporales san:



1) el sistema mesocortical, cuyos somas neuronales se localizan en el tegmento
ventral y la sustancia nigra; su funcion se encuentra asociada al control y la
iniciacion del movimiento voluntario,

) el sistema tuberoinfundibular, cuyos somas se localizan principalmente en los
nucleos arcuato y periventricular del hipotalamo; su funcion se relaciona
fundamentalmente con el control de la secrecion de la prolactina., |

3) el sistema incerto-hipotaldamica, con sus somas localizados en el hipotalamo
posterior, la zona incerta y el nucleo periventricular; entre sus funciones se ha
destacado su participacion en la regulacion de la secrecion de la GnRH [Esquema
2].

Segun los estudios inmunohistoquimicos y de histofluorescencia, las neuronas
dopaminérgicas que inervan al hipotalamo tienen sus somas concentrados en cuatro
regiones (Bjourklound y Nobin, 1973; Bjérklound y col., 1975):

1) A11: somas localizados en el hipotalamo posterior y el talamo ventral;, son la
fuente principal de inervacion dopamihérgica espinal. |

2) A12. somas localizados en el nucleo arcuato (TIVDA) y en el nucleo
periventricular (THDA); proyectan sus axones a la linea externa de la eminencia
media y ai l6bulo intermedio de la hipdfisis. - N

3) A13: somas localizados en la zona incerta medial; p'royectan’ al hipotalamo
anterior, al nucleo dorsomedial del hipotalamo y al nicleo posiérior '

4) A14: somas localizados en la pormon rostral del ndcleo periventricular;
proyectan a Ios nucleos preoptico, penventncular, .supraqunasmaluco y septal
|ateral. | - | o

Los somas dopaminérgicos A11, A13y A4 se denominan genér’icaménte como.
sistema mcertohupotalamtco (Bjourkioud Yy Nobm 1973) Los somas dopaminérglcos
A13'y A14 proyectan a areas del hipotdlamo que contuenen somas GnRH-ergucos
por lo que sus funciones podrian estar mvolucradas con el ccntrol de Ia secrecuon de
a FSH y de la LH (Day y col., 1980; Sanghera y col 1991). '



Farmacologia del haloperidol.

La dopamina es una catecolamina endbégena cuyo papel camo neurotransmisor
periferico y central ha sido ampliamente descrito. Con base en los criterios
bioguimicos y farmacologicos, se han descrito inicialmenle dos subtipos de
receptores dopaminérgicas tipicos (Weiner y Molinoff, 1984):

1) receptores dopaminérgicos tipo 1 (DA1), acoplados a la activacion o estimulo de
la adenilato ciclasa, y

2) receptores dopaminergicos tipo 2 (DA2), acoplados de manera inhibitoria a la
actividad de la adenilato ciclasa o bien que no estan necesariamente acoplados a
la funcion de la adenilato ciclasa.

Cabe mencionar que a la fecha se han identificado receptores muitiples tipo DA:.
like (que incluyen a los subtipos DAy DAs) y DAz-like (que incluyen a los sublipos
DA, DAy DA4). ,

Existe una gran diversidad de farmacos agonistas y antagonistas dopaminergicos,
que pueden actuar de manera mas o menos selectiva sobre un tipo o subtipo de
receptor en particular, El haloperidol es un farmaco perteneciente al grupo de las
butirofenonas ampliamente utilizado como agente neuroléptico en el tratamiento de
a!guhas enfermedades mentales. | _

Con base ‘en diferentes estudios férmacolégicos, se ha mostrado q'ue el
haloperidol interactua tanto con los receptores de los subtipos DAr (con una
potencia relativa en el orden de las uM) como con los del subtipo DAz (con una

 potencia relativa en el orden de las nM) [Cuadro 1].
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ESQUEMA 1. Orgamzacucn morfoiogica del hipotdlamo. se muestran de forma simplificada las
diferentes zonas, areas, regiones y nucieos del hipotalamo de ia rata (Tomado de Simerly, 1895, En:
“The Rat Nervous System”. Second Edition. G. Paxinos).
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ESQUEMA 2. Diagrama de un corte sagitéi del cerebro de la rata que muestra los principales grupos de
somas dopaminérgicos (A8, A9, A10, A11, A12, A13, A14, A15, A16) (Tomado de Muller y col., 1877).
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Cuadro 1. Caracteristicas distintivas de los tipos de receptores
dopaminérgicos,

Familia de Receptores del Sublipo Dopamina 1 (DA1).

Incluye a tos receptores DAy DAs

Asociados a la estimulacién de la Adenilato Ciclasa

Los alcaloides ergot (p.ej. bromocriptina) son antagonistas

SKF-38393 es un anatgonista especifico

Los neuro!epticos como las butirofenonas son usualmente antagonistas
Ausente en la pituitaria, pero presente en la tiroides

Presente en el cuerpo estrnado en neuronas intrinsecas sensibles al &cido
kainico -

Estudiado con [JHISCH-Z3390 o [1251)SCH- 23982

Familia de Receptores del Subtlpo Dopamma 2. (DAz}

Incluye a los receptores DAz DAsy DA+ :
Asaciados a la inhibicion de la Adenilato Ciclasa »
El segundo mensajero para los receptores DAsy DA4 permanece desconocnda :
Los alcaloides ergot son agonistas

La N-propa!norapomorfina y las aminotetralinas son agonlstas seleciivos
Los neurolépticos como las buhrofenonas son potames antagomstas i
Presente en la pituitaria

Presente en el cuerpo estriado en axones y lermmales de Ias neuronas
corticoestriadas

Estudiado con [aH}Sptrcpendol o {1=l]lodobenzamida -

10



Estudios experimentales.

El hipotalamo reguia las funciones del eje hipofisis-ovario por medio de la sintesis
y la liberacion de neurotransmisores y de neurchormonas de naturaleza peptidica,
Los neurotransmisores son liberados al espacio sinaptico, mientras que las
neurchormonas pueden ser liberadas localmente (mediadores quimicos locales) o a
la circulacion sanguinea y ser iransportadas hasta sus células blanco (Muller y col.,
1977 a, c¢; Palkovits, 1980). |

En el hipotalamo anterior se sintetizan y transportan diferentes neurohormonas
hacia la eminencia media (Muller y col., 1977b; Palkovits, 1980). Sin embargo, para
los fines del presente estudio sdlo se enfocara la atencion a los nucleos del
hipotalamo anterior estrechamente relacionados con la sinlesis, el transporte y la
liberacion de la GnRH. | |

Numerosas evidencias experimentales han puesto de manifiesto la importancia
que tienen las areas preodptica e hipotalamica anterior en la regulacion de la funcion
reproductiva de los mamiferos (Barraclough 1973, Barraclough, 1983: Barraclough y
Wise, 1982: Clemens y col., 1976, Everett y col., 1949, Flerko 1970; Kalra 1974;
McCannycoI 1978).

En la rata, la destruccion electrohtlca de las areas preoptlca hlpotdlamlca anterior
y Supraquiasmatica resulta en el la falta de ovulacmn desarrollo de ovano
~ poliquistico, sin cuerpos liteos y estro vaginal persustente hechos que llevaron a
sugenr que los centros neurales que regulan el desarrollo follcular y la ovulamon se
‘encuentran en el hlpotalamo anterior (Everett 1939 Hlllarp. 1949) |

En ratas hembras con blogueo de la ovulacion por el tratamiento con
pentobarbital en el dia del proestro, la estimulacion electrica del hipotélamo-anteridr'
y medio 0 de la region predptica y supraquiasmatica del hlpotalamo anlermr resuito
en la hberacuon preovulatoria de gonadotropmab por Ia adenohlpoﬁsss asn como la
ovulacian, efecto que no se observo en los animales con seccion de Ja via preopuco-
tuberal (Critchlow, 1958; Everelt y Radford, 1961; Tajasen y Everett, 1967). Estos

resultados llevaron a sugerir que los mecanismos neurales que regulan la liberacion

1



de la LH, indispensable para que se produzca la ovulacidn, posiblemente se
localizaban en el drea predptica.

En el animal hemicastrado, las lesiones bilaterales del area hipotalamica anterior
o la deaferentacion frontal entre el area hipofisiotropica y el area hipotalamica
anterior bloquearon la hipertrofia compensadora del ovario (D'Angelo y Kravats,
1960; Flerko y Bardos, 1959; Halasz y Gorski, 1967). Estas evidencias llevaron a
pensar que las estructuras neurales responsables del incremento de la
concentracidn plasmatica de la FSH, que ocurriria después de la hemicastracion,
estaban fuera del area hipofisiotrépica y probablemente se localizaban en el area
hipotalamica anterior. |

En la rata hembra castrada, la deaferentacion entre el area predptica, el nicleo
arcuato y la eminencia media, resultdé en la disminuciébn en la concentracion
plasmatica de la FSH y de la LH, mientras que en el animal entero dicha
deaferentacién no bloqued la ovulacion en el dia del estro vaginal, atin cuando se
presentaran periodos prolongadds de diestro. Estos hechos se acompanaron de la
disminucion de contenido de GnRH en el ntcleo arcuato y en la éminencia media y
aumento en el area predptica (Kalra, 1974). Estos resultados llevaron a sugerir que |
el area predptica esta estrechamente relacionada con la Iiberac_ié'n ténica y ciclica de
las gonadotrppinas' por la adenohipdfisis y que la integridad de las vias nerviosas
que llegan at hipotdlamo por !a parte anterior, son esenciales paré la normalidad de
los ciclos estrales. o |

Estos resultados fueron corroborados en animales con lesiones bi_late_ralés en el

area preéptica (Clemens y col., 1976). En este estudio, los ovario_'s tenian Cuerpos o

liteos recién formados, signos de ovulacién reciente. Cuando Ia lesién abarco el
area hipotalémica anterior, se prasanfé un cuadro de estro '\)a'ginai peraisten_té, con
bloqueo de la ovulacién y los ovarios fueron poliquisticos. Con-b_dse._ en e}stos |
. resultados se sugirié que las conexiones ﬁe_rviosas'ublcadas en el 'hipd_t‘é_lltimo’
anterior son necesarias para que el animal 'presénté ciclos _vaginales_ n_ormalés y.
ovule. '



EL HIPOTALAMO Y LA GnRH
Estructura molecular, sintesis y mecanismos de accién de la GnRH,.

La GnRH es un decapéptido cuya estructura primaria es:

PiroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2

Por medio de técnicas de ingenieria genética se ha logrado aislar el ADN
complementario (ADNc) y al ARN mensajero (ARNm) que codifica la biosintesis de Ia
GnRH. Dicho ADNc codifica la formacién de un péptido precursor de la GnRH de
aproximadamente 10,000 daltones (Adelman y col., 1986). El precursor proteico de
la GnRH es procesado y recortado en el reticulo endoplasmico y finalmente madura
en el 6rgano de Golgi, donde se praduce la ciclizacion enzimatica de la glutamina
N-terminal y la amidacion de la glicina C-terminal (Bradbury y Smyth, 1885; Busby y
col., 1987).

La GnRH es almacenada en las terminales nerviosas que convergen en la
eminencia media y bajo la accion de determinados estimulos, la hormona es liberada
hacia los capilares sanguineos del plexo primario del sistema porta hipotalamico-
hipofisiario (Barry y col., 1985; Flerko, 1970; Muller y col. 1977 b,c; Sawyer y Clifton,
1980; Shivers y cdl.. 1983). Su liberacion, por exocitosis, se da como respuesta a
potenciales de accién que culminan con la entrada de calcio extrécelular a través de
los canales de Ca" dependientes de voltaje (Fink, 1988),

Una vez que la GnRH se libera al sistema porta hipotalamico-hipofisiario, la
neurohormona se une a receptores membranales especificos en ioé .gonadotropos,
estimula al sistema de la enzima adenilato ciclasa, hecho que se ve acompafiado del
estimulo de la sintesis y secrecion de la FSH y de la LH (Conn, 1994; Feder, 1981;
Fink y col.,, 1983; Flerko, 1970; Mullef y col,, 1977).'. La primera evideﬁcia que
muestra el papel del adenosin 3'-58"-monofosfato ciclico (AMPc)'cbmo mediador de la
accion de las diferentes hormonas hipotalamicas sobre la adenohipéﬁéis'proviene de
las observaciones del uso de derivados del AMPc como la teofilina, un inhibidor de
la fosfodiesterasa de los nucleétidosciclicos, capaz de estimular la liberacién de las
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seis principales hormonas adenchipofisiarias (somatotropina, FSH, LH, prolactina,
adrenocorticotropina y tirotropina) (Labrie y col , 1979). La adicion de GnRH sintetico
en cullivos de adenohipofisis de rata resuita en la acumulacion de AMPc y ia
estimulacion de la hberacion de FSH y LH, en funcion directa del tiempo de
incubacion y la concentracion de la hormona en el cuitivo (Borgeal y col, 1972) La
GnRH ejerce su accion al activar a la ademlato ciclasa y no por inhibicion de la
fosfodieslerasa de los nucleotidos ciclicos, ya que el aumento de la concenlracion

de AMPc se observa en presencia o ausencia de teofilina (Boirgeat, 1974}

Localizacion de las neuronas GnRH-@rgicas,

Mediante ¢! emipleo de teomcas de mmunojustoquinica ¢ huslofluorescencin se
han identiticado neuronas (3:1!4‘!1«3::_;:(:;13 et 108 nucleos preoptico medial. antenor y
arcuato, el septum y 1a estiea termingl (Blewer y Byne, 1984, Fink y col 1983,
Palkovits y Brownstemn. 1985 Pelictier y col, 1974) La GnRH se encuentia en
mayor concentracion en el lupotalamo y en la cresta supracptica (organo vasculoso
de la fanina terminal) que en otras fegionés del SNC (Barry y col | IQBS.IBIOWHSH‘;‘H}.
1980, McCann y col | 1978) |

Las neuronas GnRH-ergicas no se encuentian como agr_ega'dos neurcnales, smno
como redes exlensas y difusas La red mas importante de 'eslas.néumnas esla

constituida por celulas que forman un continuo desde la banda diagonal de Broca

‘hasla el area seplal, el nucleo de la estna terminal y las siguientes areas

diencefalicas: el nucleo periventricular, las areas predptica medial y lateral. el area
hipotalamica anterior y la zona retroquiasmalica. También forman parle de esle

continuo, grupos de neuronas GnRH-érgicas del hipotalamo lateral y del nucleo

- supraoptico. Las neuronas GnRH-érgicas proyectan sus fibras hacia la eminencia

media por la via septo-predptica-:’nfundthuiar y la del haz terminal sépto-preopltcdﬂ

Las neuronas GnRH-ergicas del area septal-preoplica proyéctan fibras hacia el

organo vasculoso de la lamina terminal; estas m'is:mas neuronas tambien envian

fibras hacia areas extrahipotalamicas conio la amigdala, el area tegmental ventral, el

cerebro medio el nucleo derafe y la region pentacueductal (Silverman, 1988).



Regulacion de la secrecion de la GnRH.

En la rata hembra, el patron de secrecion de la GnRH varia durante el ciclo
estral, al igual que la poblacion de sus receptores (Miyake, 1988).

La sintesis y liberacion de la GnRH son moduladas por la accién de:
1) las hormonas esteroides y

2) diferentes neurotransmisores (aminoacidos, aminas biogénicas, acetilcolina y
neuropeéptidos) (Fink, 1979; Kordon y col., 1994).

1. Regulacion de la secrecion de la GnRH mediada por esteroides

Las neuronas GnRH-érgicas no poseen receplores a estrdgenos ni a
progesterona (Shivers y col., 1983; Silverman, 1988). Este hecho {leva a sugerir que
las hormonas esteroideas no actian directamente sobre ias células GnRH-érgicas,
sino que estimulan su secrecion al actuar en otro tipo de neuronas que hacen
sinapsis con la neurona GnRH-érgica y afectan su adtiuidad (Silverman, A1988‘). Sin
embargo, se postuia que' el aumento en fa concentracion plasmatica de los
estrogenos es esencial para iniciar y mantener una cﬁapacﬁid_ad de respuesta mayor
por parte de [a adenohipéfisis a la GnRH, proceso en el cual la progesterona actua
sinérgicamente (Fink, 1988; Conn, 1994). |

2. Regqlacién »de Ia s_ecredén-de la GnRH mediada por neuro_transmlsofes

Utilizando diferenteé’ modelbs experimenlales se ha'.mostrado que la acetilcolina,
la serotonina y la noradrenalina pamcapan de manera eshmulante en la regulacuon
de la secrecion de la GnRH, que las encefalmas y el GABA inhuben su secrecmn,
mlentras que la dopamlna puede estlmu!ar!a 0 mhlblrla segun Ia edad o el momento

“del ctclo en que se lleve a cabo el estudio (Sawyer y Cliiton, 1980, Kordon y col.,
1994). Los cuerpos de las neuronas que smtellzan estos neurotransmlsores se
encuentran tanlo en el hlpotalamo como en otras reglones dal SNC y su acuwdad

depende de. la mleraccion con otras neuronas (Crowley y Zelman 1981; I-mk y col.,
1983; Fink, 1988 Muller y col, 1977b; Po:ter y col., 1980; Ramirez y col., 1984;

Shivers ycot 1983; &tumpf 1980).-
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La mayoaria de las terminales noradrenérgicas que se locatizan en el hipotalamo
provienen de los somas que estan localizados en el cerebhro medio y posteriar,
mientras que los somas colinérgicos se sitiian en el nucleo cuneiforme, la formacion
reticular mesencefalica, sustancia nigra, amigdala y el area tegmental ventral. Los
somas dopaminérgicos se encuentran en los nucleos arcuato, periventricular y
ventromedial (sistema TIDA), la zona incerta, el hipotdlamo posterior y el nucleo
periventricular (sistema incerto-hipotalanmico) (Silverman, 1988). |

Las encefalinas y las endorfinas también regulan la liberacion de la GnRH; los
cuerpos neuronales que sintetizan estos opioides se localizan en el nticleo arcuato.
L.a serotonina que participa en la regulacion de la GnRH es sintetizada por neuronas
que se situan en el cerebro medio (nucleos de rafe) (Crowley y Kalra, 1989, Fink,
1888). Otros peptidos y neurotransmisores que participan en la regulacidn de la
secrecion de la GnRH son el GABA, la sustancia P, el VIP, la colecistoquinina, la
oxitocina, la galanina, el neuropéplids Y, la angiotensina if, la neurotensina, el

glutamato, el aspartato y el neuropéptido K (Crowley y Kalra, 1989).

REGULACION DE LA SECRECION DE LAS GONADOTROPINAS

Las gonadotropinas son glucoproleinas secretadas por la adéynohipéfisis que
estimulan el fuhcionamiento de las gonadas. Con base en los estudio_s' clasicos de la |
endocrinologia reproductiva, se reconocen dos diferentes harmonas gonadotropicas:
la FSH y la LH; estos dos péptidos comparten semejanzas es‘tructuréles y ambos
son secretados por células adenohipofisiarias espebializédas .den't)mihé_das» A
gonadotropos, fos que estan distribuidos heterogéneémen_te 'én 'Ia_ adenohipéfisis

(Silverhan, 1988; TOugard y Tixier»\lidal, -1_988). ‘La prolactina es oh‘a’ hormona

'adenohip_oﬁsiarié secretada por los lactotropos y es cdhsidarada también una
gonadotropina  (Kordon y col., 1994; Tougard y Tixier-Vidal, 1988).  Las
gonadotrop'inas ejercen sus efectos de manera directa sobre diferentes
comparfimantos'del ovari.d y de los testiculos, donde estimulan su desa.rmuo y su

di_ferénciacién (G'ore-l.ahgton y Armstrohg. 1994),

fes



La secrecion de la FSH y la LH.

La FSH y la LH, cuyos pesos moleculares fluctian entre los 28,000 y 29,000
daltones, son glucoproteinas que constan de dos cadenas diferentes: la subunidad «
de 96 residuos y la subunidad i de 144 residuos aminoacidos; ambas subunidades
se hayan unidas por enlaces no covalentes. Las subunidades « y B son sintetizadas
a parlir de precursores que prasentan modificaciones postraduccionales, que
incluyen el agregado de oligosacaridos (glicosilacion), la que ocurre en ambas
subunidades. Se ha postulado que cada etapa del proceso de maduracion
representa un lugar potencial para el control fisiologico de la formacion de la
hormona y su secrecion (Pierce, 1988). Ambas hormonas viajan en la sangre hasta
el ovario, donde estimulan el crecimiento y la diferenciacion del foliculo ovarico y
promueven la sintesis de horinonas esteroides (Richards, 1978, Richards, 1980).

La secrecion de la FSH y la LH esta regulada por mecanismos de retrocontro! que
involucran la participacion del hipotalamo y las gonadas. Tanto en la hembra como
en el macho, la secrecion basal de las gonadot_ropinas se mantiene durante la mayor
parte de su vida reproductiva. Sin embargo, en |a hembra esta secrecion bésal es
interrumpida por una Iiberacién-masi\)a de gonadolropinas que ocurre de manera
periddica y precisa en forma de una intrincada cascada feedback estim’:ulame, Qué‘
es iniclada y promovida por los esteroides ovaricos. Tanto en la =he;r’nbra\:omo en el
macho, la secrecion de gonadotropinas ocurre de manera pUIsétii (Fihk. 1988).

La secrecion preovulatoria de la FSH y la LH es el resullado de dos eventos -
simultaneos: | T |
1) el aumento en la frecuencia y la amplitud de los pulsos de secrecion “deA las
neuronas GisHeérgicas, lo que produce un aumento enla concedtrac_ién plaénxética
de la GnRH en el sistema porta hipotalémico-hipofisiario Y,

2) el aumento progresivo de la sensibilidad de fos gonadotroposa_dicha hormoné

~ (efecto priming) (Fink, 1988),

La cascada de eventos gue culmina en la liberacion preovulatoria de la LH es

iniciada por el “pico” de estradiol (Fink, 1979). E! aumento de Ia concénlraci{in



plasmatica de estradiol permiten la expresion de una serial neural para la liberacion
de la LH: la secrecién preovulatoria de la GnRH, asi como del incremento progresivo
en la respuesta de los gonadotropos a la GnRH. La liberacién de la LH presenta un
“pico” (maxima liberacion de la hormona) cuando se incrementa la concentracion de
la GnRH en el sistema porta hipotalamico-hipofisiario (Fink, 1988),

La progesterona tiene efeclos duales en la regulacion de la secrecion de las
gonadotropinas. En la rata, cuando la concentracién plasmaltica de progesterona
permanecen bajas (al inicio del ciclo), el estradiol promueve el efecto priming  arriba
mencionada y el incremento en la concentracian plasmatica de LH, lo que resulta en
la estimulacion de la secrecion de estrogenos, 1o que aumenta la capacidad de
respuesta de la adenohipofisis a la GnRH. También aumenta la secrecion de
progesterona, la que aumenla la descarga de las celulas GnRH-érgicas. Todos
estos evenlos culminan en la descarga preovulatoria de la LH. El efecto priming que
ejercen los estrogenos prepara a la adenohipofisis a la liberacion masiva de la
GnRH, de tal manera que el “pico” de liberacion coincida con la maxima capacidad
de respuesta por parte de la adenohipafisis (Fink, 1979, 1988). |

Los estrégenos y la progesterona ejercen sus mayofes efectos s:obre los
gonadatropos expueslos previamente a la accién de la GnRH. La secrecioh de la
LH, no asi 'Ia de FSH, derjende de la exposicion continua de los gonadotropos a la
GnRH (Fink, 1988). En esta accion, la progesterona parece jugar uh papel
importante en la inhibicion de la secrecion de GnRH, al actuar sinérgicamente con
los estrégenos (Goodman, 1978; Hauger y col, 1977). | | |

Al igual que la LH, la FSH es liberada en respuesta al eé;timul_o de _Ia'GnRH y
presenta una liberacion maxima cuando se incremenia la concentracion plasmatica
de la GNRH en el sistema porta'-hipOlaIémicoehipo_fisiario.- En la rata, la tasa de
liberacion de la FSH se mantiene relativamente elevada atn después de 'I'a caida de
la secrecian preovulatoria de la LH (Fink, 1988). . |

En los mecanismos de regulacion de la secrecion de Ja LH y de la FSH, Shulingy
Koiter (1985) sugieren la ex'istencia de un componente auténamo (no estimulado) y

un componente GnRH-dependiente. En proporcidn a- la secrecion maxima



estimulada por la GnRH, la secrecion autanoma de la FSH es relativamente mayar
que la de LH (Sheridan y col., 1979).

En la rata, el "pico” maximo de la secrecion de la FSH ocurre aproximadamente
11 horas después que el de la LH. Se ha sugerido que este desfasamiento entre
ambos “picos” pueda ser el resuitado algunuf-.s) de los siguientes factores (Fink,
1988):

1. que exista una hormona que estimule en forma especifica la secrecion de la FSH;
2. que las hormonas esteroides, la inhibina u otros factores regulen de maneara
diferencial la respuesta de los gonadotropos a la GnRH;

3. que la secrecion de la LH dependa de que la adenohipofisis esté continuamente
expuesta a la GnRH, mientras que la de la FSH sea desencadenada por la GnRH

pero que luego sea independiente de ella.

La secrecian de la prolactina.,

£n la rata, los lactotropos estan distribuidos a lo largo de la porcion lateroventral
del Iobulo anterior y muy cerca de la pars intermedia; su forma y tamaro es
heterogéneo (Tougard y Tixier;Vidal, 1988). La prolactina es un péptido que ejerce
una vériedad de funciones en los vertebrados, las cuales en los mamiferos barecen
haberse enfocado preponderantenlente hacia ta regulacion de la produccién’ de
leche (De Greef y Van der Schoot, 1985). En algunaé especlies,' la _p;oiactina inicia y
mantiene la actividad del cuerpo luteo (Rotchild, 1981). Los efectos de la prolactina
en ei compor_tamiento, la osmorregulacion y la liberacion de dtras gonadotropinas es
controversial (McNeilly’. 1980; Weber y col., 1983). Se ha descritd que la prolactina
regula de manera inhibitoria la produccion. de estradiol por Ios-fbliéulds an_tral._es.y
pr_eov_ulatorios'(Uilenbroek. 1982) pero estimula la maduracion sexual (A_dvis v col.,
1981). | B | -

Por internie’d_io- de la dopami»na secretada por ]a neuronas del sistema TIDA, el
hipotélamo ejerce un contrdl’predominanteme_nte inhibitorio sobr_e-l.a s_ecreéién de la
prolactina (De Greef y Neill, 1979; Everett, 1956; Gibbs y Neill, 1978; Gibbs y col.,

1979; Martinez de la Escalera y col. 1992; Neill, 1988). Al igual que para la FSH y la

Iy
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LH, la secrecion de prolactina se produce de manera pulsatil, la que depende del
modo de secrecion de la dopamina (Denef y col, 1984; Plotsky y col., 1982). En los
lactotropos se ha detectado receptores a la dopamina estereo-especificos de alla
afinidad (Foord y col., 1983; Goldsmith y col,, 1979), cuya densidad varia durante el
ciclo estral (Pasqualini y col.,, 1984). Una vez unida a su receptor en el lactotropo, la
dopamina es internalizada a la célula pudiendo interactuar incluso con los granulos
secretores de |a prolactina (Nansel y col., 1979, Rosenzweig y Kanwar, 1982).

La liberaciéon de prolactina puede ser inhibida por el GABA (Apud y cb!., 1981;
Grossman y col., 1981). Ei GABA es sintetizado en diversas regiones del cerebro, y
es transporiado y liberado al sistema porta hipotalémicb-hipofisiaria (Mulchahe! y
Neil, 1882); la estimulacion eléclrica del hipotalamo basal medio o el tratamiento
farmacologico con inhibidores competitivos de la transaminasa del GABA, causan
un incremento del neurotransmisor en la sangre del tailo hipofisiario, que no se
observa en el plasma de la periferia, que se _acdmpaﬁa del descenso de la
concentracion plasmét‘ica de prolactina (Gudelsky y.col., 1983; Mitchell y col., 1983).

La somatostatina, péptido pfoclucido en el hipotalamo y que se ha e|1c¢ntrado que
en el tallo hipofisario de la rata, puede inhibir la Iiber_a&cidn_ de prolactina; Asu‘
liberacion es estimulada por la bombesina y es posible que ésta sea regulada por
los sistemas catecolaminérgico y c'o_linérgico (Abe-y col, 1981, Chiharé y col., 1979).

Por sus efectos directos sobre el Iactotropo,: la 'hdrmona_ Iibéradota Ad‘e la
tirotropina (TRH) _indut:e la Iib_eracién de prolactina; su co.ncent_‘récién en la sangre
del tallo hipofisiario es elevada respecto a la detectada en la periferia (Chin1g y
Utiger, 1983; De Greef y Visier, 1981; Sheward y col, 1 983). La cbncentraciﬁn de
dopamina en la sangre del tallo hipofisiario disminuye cuahdoaumehi:’a la de TRH_.,
eventos que ocurren durante el “pico” de secrecion 'de'. pfolactiha médiado po_r’
estrogenos (De Greef y col., 1985). | - .' |

Existen otros peptidos hipotalamicos que se han detectado en la circulacién del

tallo hipofisiario y que estimulan la liberacion de la prolactina, como sdn‘ el VIP, la

~oxitocina, bombesina, sustancia P, neurotensina, colecistoquinina, angiotensina I, |

R-endorfina y'otros opioides (Arita y Porter, 1984, Enjalbert y col., 1979, La’_mbérts y

MY



col,, 1984; Malarkey y col., 1981; Rivier y col., 1977; Rivier y col,, 1977; Schramme
y Denef, 1984; Westendorf y Schobrunn, 1982; Wisner y col., 1984).

En la rata, el estradiol estimula la liberacion de prolactina al actuar directamente
sobre la adenohipofisis (West y Dannies, 1980} e indirectamente sobre neuronas en
el cerebro. Los estrogenos aclivan al sistema serotoninérgico que proyecta del rafe
hacia e! area preoptica y al nicleo amigdaloideo cortical (Johnson y Crowley, 1983),
asi como al sistema noradrenérgico del hipotalamo medio (Tobias y col,, 1983) y con
estas acciones alteran la liberacion de dopamina al sistema porta hipotalamico-
hipofisiario (Gudelsky y col., 1981).

La progesterona puede inhibir la liberacion de prolactina al reducir fa accion
estimulante de los estrogenos en la adenohipdfisis (Caligaris y col., 1974; Guiguere
y col., 1982). Por otro lado, la progesterona puede bloquear también la actividad del
sistema noradrenérgico del hipolél.amo y con ello estimular al sistema TIDA (Rance y
col., 1981).

La secrecion basal de prolactina en la rata adulta y prepuber ocurre de manera
pulsatil (Kimura y col., 1983; Wiersma, 1981). En la rala macho, la concentracion
plasmatica de prolactina es mas alta durante la fase oscura que durante la fase de
luz (Mattheij y Swarts, 1977). En 1a rata hembra la concentracion plasmatica de la
prolactina siempfe es mayor durante |la tarde que en otras'horas,del dia (Wiersma,
1981). | |

Durante el ciclo estral de la rata, la concentracion plasmatica de la prolactina es
baja respecto a la que se registra durante la tarde y ndche del proestro, o qu:e se
“carrelaciona con los perfiles de secrecion de los estrogenos por parte de los

foliculos preovulatorios durante dicho périodo (W‘ie'rsma'. 1981).

EFECTDS BIOLOGICOS DE LOS ESTROGENO‘S Y LA PROGESTERONA SOBRE»
LA VAGINA Y EL UTERO

El eputel:o vaginal y el utero son los organos blanco mas sensnbles ala accuon de )
las hormonas estroides. Los cambios del ep:tello vagmal son un fiel refle;o de Ia :

modificacion de las concentraciones plasmaucas de los estrogenos y de la



progesterona que ocurren durante el ciclo estral de ia rata (Montes y Luyue, 1988)
Por otra parte, las diferentes capas del epilelio uwerino expresan distintas
poblaciones de receplores a estrogenos y a progesterona durante las etapas del
ciclo estral de estos animales (Otha y col., 1993).

Los cambios citologicos que ocurren periadicamente sobre el epitelio vaginal y ¢
aspecto del wtero de la rata conslituyen herramientas muy utiles para la
interpretacion de los cambios hormonales que se suceden durante el ciclo estral,
Estos indicadores biologicas reflejan de manera general los siguientes procesos
endocrinos (Freeman, 1988):

_ Diestra-1. En este dia del ciclo, las concentracion plasmatica de FGH, LH,
prolactina y estrogenos es baja, respecto a otros dias del ciclo; la concentracion
plasmatica de progesterona aumenta gradualmente durante las primaras horas del
diestro-2 (esta concentracion presenta un maximo an la fase oscura) Ll eptelo
vaginal esta formado por apenas 2-3 capas de células unidas a una membrana
basal; el frotis vaginal revela la presencia de algunas células epileliales nucleadas,
leucocitos polimorfonucleares y mucus. El peso del stero es hajo, reflejo de una
irrigacion y nutrimento relativamentg escaso, lo que indica ausencia de liquido de
extravasacion hacia la luz del argano. |

Diestro-2. Durante la larde de este dia, las concentraciones plasmaticas de
FSH, LH y prolactina se mantienen bajas,' la concentracion plasméiitza de
progestemna: cae a sus niveles basales, pero la de estrégenos comienza a
incrementarse. Las células del epitelio vaginal comienzan a proliferas y madurar; !
frotis vaginal presenta una _gran'ca'midad de leucocitos poiirmr’r‘onucsead{;é con
escasa cantidad de células epiteliales y de células de descarnacion. La accion
crec&ente de los estrégenos sobre el (tero resulta en un aumento. en la ;rr;gacmn
sanguinea, las capas def epnehc uterma se nutreny proisferan

Proestro Las concentrac;anes plasmaucds de estrogenos c;cmmuan r*n aummm -
graduai hasta alcanzar su maxima concentraczon segundo de su caida brusm en la :
tarde de este dia {mco preovulatonc de eatrogerws} Por su pam. duranie la

manana del proestro, las concentraciones pfasmatscas de FSH, LH praiamma ¥
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progesterona que ocurren durante el ciclo estral de la rata (Montes y Luque, 1988).
Por otra parle, las diferentes capas del epitelio uterino expresan distintas
poblaciones de receplores a estrogenos y a progesterona durante las etapas del
ciclo estral de estos animales (Otha y col., 1993).

Los cambios citologicos que ocurren periodicamente sobre el epitelio vaginal y el

aspecto del utero de la rata constituyen herramienlas muy Uliles para la
interpretacion de los cambios hormonales que se suceden durante el ciclo estral,
Estos indicadores biologicos reflejan de manera general los siguientes procesos
endocrinos (Freeman, 1988):
_ Diestro-1. En este dia del ciclo, {as concentracion plasmatica de FSH, LH,
prolactina y estrogenos es baja, respecto a olros dias del ciclo; la concentracion
plasmatica de progesterona aumenta gradualmente durante las pfimeras horas del
diestro-2 (esla concentracion presenta un maximo en la fase oscura) El epiteho
vaginal esta formado‘por apenas 2-3 capas de células unidas a una membrana
basal; el frotis vaginal revela la presencia de alguhas células epiteliales nucleadas,
!euéocitos polimorfonucieares y mucus. El peso del L’:lero_e's bajo, reflejo de una
irrigacion y nutrimento relativamente escaso, lo que indica ausencia de liquido de
extravasacion hacia la luz del organo. | |

Diestro-2. Durante |a tarde de este dia, las concentraciones plaénﬁaticas de
FSH, tH vy pfolactina se manlienen bajas, !a cbncentrééiéh piaémétic‘a‘ de.
progesterona cae a sus nweles basales pero la de ealrogenos com:enza a
ncrementdrse Las céluias del epitelio vagmal comienzan a prohferar y madurar el
frotis vaginal presenta una gran cantidad de leucocitos pollmmfonucleados con
escasa cantidad de células epileliales y de células de descamacuon La accmn'
creciente de los estrogenos sobre el utero re..,ulta en un aumento en la |rr|gacmn"
sangulnea las capas del epntello uterino se nutren y proltferan

Proestro Las concentracnones plasmancas de eslrogenos conttnuan en aumento
gradual hasla alcanzar su maxima concenlracion, seguido de su caida brusca enla
tarde de este dia (“pico” preovulatorio de es__tr_ogenqs). Por su parte, durante Ia_’ |

manana del proestro, las concentraciones plasmaticas de FSH, LH, prolactina y-

L)
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progesterona se mantienen bhajas. Cuando se produce la caida brusca de los
gstrogenos, las concentraciones plasmaticas de prolactina y progesterona se
incrementan rapidamente hasta alcanzar un maximo (“picos” preovulatorios de
prolactina y progesterona) sequidas de un rapido decremento que alcanza un
minimo en las primeras horas del dia del estro. De igual forma, la FSH y la LH son
liberadas subitamente al producirse la caida brusca de los estrogenos ("picos”
preovulatorios de FSH y LH). En respuesta al aumento de la concentracion
plasmatica de estrogenos y progesterona, las células del epitelio vaginal alcanzan
su maximo desarrollo y el frotis revela la presencia de células epiteliales bien
definidas y de aspecto sano, con muy escaso porcentaje de células de exfoliacion.
Por ofra parte, la consecuente caida de las conceniraciones plasmaticas de
estrogenos y el aumento de las concentraciones de progesterona se refleja en el
maximo desarrollo del (lero, donde las células del endometrio producen fa maxima
extravasacion y acumulacion de liquido en la luz del organa, preparandolo asi para
el eventual implant‘e del huevo.

'__ Estro. Laé concentraciones plasmaticas de estrogenos, progesterona, LH vy
Prolactina disminuyen al maximo {niveles hormonales basales) pero no la de FSH,
que alcanza un ségundo “pica” en la maﬁana de este dia. Las capas del epitelio
vaginal entran en regresion, produciéndose una descamacion generalizada que en
el frotis se hace evidente por la presencia de gran canlidad de células anucleadas y
cornificadas. Durante las primeras horas de este dia se produ_ce la bvulacién; si
ocurre la fertilizacion de los ovdcitos, la concentracién plasniética de progesterona
se mantienen relativamente alta asegurandutas{el implanlé de los huevos y su
subsiguiente desar(olld. De no ocurir la fertilizacié_n. la caida de la concentracion
plasmatica de progesterona ocasiona una rapida re_gresién de las capas e’pifeliales
del endometrio uterino, el liquido de extravés'acién acumulado en Ia luz del (tero es
liberado y la serie de eventos endacrinos se reinicia,



LATERALIZACION DE LOS MECANISMOS NEUROENDOCRINOS QUE
PARTICIPAN EN LA REGULACION DE LA FUNCION REPRQDUCTIVA

A finales del siglo pasado, Paul de Broca describio la existencia de Componenles
funcionales asimétricot y de predominancia de alguno de los lados del cerebro
humano (Broca, 1861). Aun cuando se reconocia la predominancia de individuos
diestros ("derechos") respecto a los siniestros ("zurdos"), desde tiempo atras no se
habia imaginado la posibilidad de que la preferencia manual tuviese su origen en la
organizacion funcional del cerebro. Fue hasta después de la segunda guerra
mundial que se mostro que en el hombre el hemisferio cerebral izquierdo partibipa
preferentemente en la regulacion del habla y la habilidad manual (diestra o
siniestra), mientras que el hemisferio derecho esta preferentemente relacionado con
las manifestaciones emocionales, las aplitudes musicales y la atencion (Galaburda y
col., 1985) . | | '

La lateralidad funcional del cerebro humano en la regutacion del habla, descrita
inicialmente por Broca, se acompaﬁa de asimetria en el tamano, el peso y la
superficie del area de Wernicke, que controla asta funci()n (Galaburda y col., 385)

En el hombre, cada hemisferio cerebral esta especializado en la expresmn de
algunos estados de animo. El lado derecho estda mas relacuonado con las
manifestaciones de jubilo y el otro con las de depresion (Gainoti, 1972; Galin, 1974), |
Serafetinides (1_965) describio que en pacientes que fueron sometidos a una -
lobectomia temporal, la respuesta tipica al acido lisérgico desép_'arece cuando se
.extir.pa el 16bulo temporal derecho y se niantiene”_c_:_uahdo el 'iiq'uierdo_es el extirpédo.

La asimetria funcional del cerebro descrita por diférentes' investigadores podria
estar correlacionada con diferencias en el tamaﬁo de diﬁersas estructuras
cerebrales d:ferenctas anatomucas que podrnan depender mcluso del sexo del
individuo (Arnold y Bottjer 1985 Diamond, 1988). Por ejemplo en la rata macho la |
~corteza cerebral y el hipocampo del lado derecho son mas grandes que en Ia
hembra (Diamond, 1987), | ' | |

La asimetria no se restringe a los aspectos macroscopicos, sino que lanjbién ,

incluye, por ejemplo, el tamario de las neuronas y la distribucion de las dendritas. En



el hombre, las neuronas de fa corteza auditiva primaria del lado izquierdo son mas
grandes que las del lado derecho (Armold y Bottjer, 1985); el numero de sinapsis
dendriticas del lado derecho de ia corteza de asociacion es mayor que en el lado
“izquierdo (Arnold y Bottjer, 1985), la distribucion de las fibras simpaticas y
parasimpaticas que inervan uno y otro lado del corazan, el intestino y otros organos
de la cavidad abdominal es desigual (Geschwind y Galaburda, 1985),

Existen pruebas documentales que muestran la existencia de otras asimetrias
anatomicas y funcionales. Por ejemplo, el tamailo de algunas zonas de la corteza
cerebral, ei‘ hipocampo, el cuerpo esiriado y la amigdala es diferente en el lado
derecho e izquierdo, hecho que varia con el sexo del individuo (Diamond, 1985).

Se han descrito diferencias significativas en la concentracion del GABA y de la
enzima descarboxilasa del acido ghitamico entre el lado derecho vy el izquierdo del
cerebro humano (Glick y Shapiro, 1985). También se ha mostrado que en el lado
izquierdo de la region anterior del cerebro de la rata, la concentracion de
noradrenalina es mayor que en la derecha, mientras que en la region posterior esta
relacibn es inversa (Oke y col,, 1980). La concehtracir’m de dopamina en los cuerpos
estnados difiere en un 15%, siendo el lado que contiene mas dopamina el opuesto al
que el animal rota (Glick y col., 1982). -

La destruccion unilateral de la amigdala de la rala adulta ihdujo*resultados

diferenciales en funcidn del dia del ciclo estral en el que se realiza la lesi{m.‘La L

lesion de la amigdala derecha realizada en el diestro-1 disminuyd significativamente
la tasa de animales ovulantes y el namero de ovbciytcs'liberadospo’r el ovario -
izquierdo sin modificar los hberados por el derecho, comparada c:on las les;ones
reallzadas en el lado izquierdo y a las mtervencvones en los otros dlas del ciclo,
Estos resultados han permtttdo sugerir que la amlgdala participa en 0s mecanismos
neuroendécrinos que regulan la ovulacion y que du,ha pamcspacmn es lateralnzada y
varia durante el ciclo estral de la rata (Sanchez y Dominguez, 1995),



Asimetria y lateralizacidon en el hipotalamo.

A partir de los resultados obtenidos con la utilizacion de diferentes modelos
experimentales, se ha propuesto la existencia de lateralizacion funciona! del
hipotalamo, en la regulacion de la funcion de las gonadas y en las propias gonadas
{Bakalkin y col., 1984, Dominguez y col. 1989; Chavez y col, 1987, Fukuda y col.,
1984, Gerendai y Halasz, 1976; Gerendai y col., 1979; Hung y col., 1982, Mizunuma
y col., 1983; Nance y Moger, 1982, Nance y col., 1983).

En el hipotalamo medial y la eminencia media de ratas machos y hembras, la
concerwlracidn de GnRH es mayor en el lado derecho de la unidad preoptica-
eminencia media-arcuate que en el fado 1zquierdo. En el caso de los machos, esta
asimelria varia con las horas del dia. ya que es mayor en el lado derecho en los
animales estudiados entre fas 08 00 y 10 00h, y existe una tendencia a la inversa en
los sacrificados entre las 2000 y 22 00h (Bakalkin y col, 1984; Gerendai y col,
1979). En la rata macho a la que se extirpo el testiculo derecho, la concentracion de
la GnRH en la misma zona, aumento en el lado ipsilateral (Mizunuma y col., 1983).

En la rata macho prepuber con hemiorquidectomia izquierda, la deaferentacion
del lado derecho del hipotalamo no modifica fa concentracion plasmatica de FSH,
respecto al grupo de animales hemicastrados con operacion falsa en el cerebro,
mientras que disminuye cuando se extirpa el testiculo ipsilateral a la deaféremacién
(derecho). Por otra parte, la deaferentacion del hipotalamo izquierde no modifica la
concentracion plasmatica de la hormona, ya sea en e|.animal‘ hemicastrado del
testiculo derecho o del izquierdo (Nance y Moger, 1982). |

_La lesion en el area hipolalamica anterior derecha de ratas hembra adultas
bloguea el proceso de hipertrofia compensadora del oﬁario, independientemente de -
la gonada ektirpada. mientras que la lesion en el lado .izquierdo no mOdific;aAesle
proceso, por lo que se sugiere la existencia de asimetria en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la secrecion de las gonadotropinas y la funcion de los
ovarios (Fukuda y col., 1984). | | |

En la rata adulta hemiovariectomizada en el dia del estro vaginal, la informacion

que proviene de cada lado del hipotalamo anterior participa en la regulacion de la



ovulacion del ovario ipsilateral. La capacidad ovulatoria del ovario izquierdo parece
ser mayor que la del derecho, ya que la ovulacion compensadora del ovario
izquierde, que ocurre después de extirpar el ovario derecho, se presenta sin un
incremento sustancial en el peso de la gonada Con base en estos resultados, se
sugirio que ias diferencias en la capacidad ovulatoria de cada ovario refleja
diferencias en la informacion que proviene de cada lado del hipotalamo y que la
hipertrofia compensadora del ovario, no necesariamente se acompana de un
incremento en la capacidad ovulatoria del ovario remanente {Cruz y col., 1990). El
sistema colinérgico del hipotalamo anterior regula en forma asimétrica los
mecanismos neuroenddcrinos que culminan con la ovulacion y su participacion es
diferente en cada uno de los dias del ciclo eStraI (Cruz y col., 1989).

Esta asimetria funcional no se presenta solo en el sistema nervioso cenfral sino
también enla gonada. Se ha mostrado que en la rata adulta ciclica intacta, el ovario
izquierdo ovula un mayor numero de ovocitos que el derecho, pero cualquier
madificacion quirdrgica o farmacologica de la inervacion aférente al ovario,
disminuye significativamente la respuesta ovulatoria del ovario iiquierdo. hecho que
sugiere una respuesta disimil de los ovarios a las gonadotropinas (Cruz y col,,
1986; Dominguez y col., 1989). En la rata ‘adulta hemicastrada, ‘el nimero de
~ animales que ovulan en el dia del estro vaginal depende del ovario remanente. La
tasa de animales ovulantes es ::lgn{fICdtivamenle menor cuando qe extirpa el ovano
derecho (Chavez y col., 1987).

La lesion del lado |zquzerdo del area preoptlca e hlpotakamxca antenor, de ratas
jovenes hlpoflsectomlzadas. incrementa el c_ontemdo del VIP en el ovario ipsilateral.
Tanto la lesion bilateral como la del lado derecho, también ini:reme_htan el contenido
del péptido, pero exclusivamente en el ovario izquierdo, lo que'ihdica que e'xist'e una |
marcada Iateralldad en el control que ejerce el hlpolaldmo sobre la concentracién del
VIP en el ovario (Advis y col., 1989).

Los efectos de la lesmn umla!eral del area preophca 0 del area h|p0ldlam|ca
anterior sabre la ovulacmn son diferentes y dependen del dia del c:clo estral en que-

se realizan Las Iesnones unllaterales reahzadas en los dias del estro y diestro-1 que



bloquean la ovulacion, inhiben la liberacian de GnRH en el dia del proestro. En el
lado izquierdo de la region hipotalamica anterior se encuentran neuronas que son
fundamentales para que se produzca el “feedback estimulante” de.los estrogenos
que precede a la ovulacion (Moran y col., 1894).

En los cuerpos luteos del ovario izquierdo del cerdo, el nimero de receptores a la
hCG (gonadotropina corionica humana), asi como la aclividad de la B-N-acetil-D-
glucosaminidasa y de ia glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, son mayares que en los
dei derecho (Rao y Edgerton, 1984).

Las evidencias antes mencionadas permiten sugerir la existencia de lateralizacion
y asimelria en los mecanismos neurgendocrinos que regulan la funcion del eje

hipotalamo-hipofisis-gonada.



JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Dado que las areas preoptica y anterior del hipotalamo regulan la secrecion
fasica de la GnRH y, en consecuencia, la de las gonadotropinas; que existen
numerosas evidencias experimentales de que el hipotalamo funciona en forma
lateralizada, hecho que dependeria de la modulacion que ejercen los diferentes
sistemas de neurotransmision del propio hijpotalamo, es posible suponer que la
informacion dopaminérgica que llega a POA-AHA modula en forma lateralizada la
actividad de estas areas y que esta regulacion varia durante el ciclo estral.

La mayoria de los estudios realizados sobre la participacion de estas areas del
sistema nervioso central en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas y de
la funcion de los ovarios, se han realizado por medio de la deaferentacion o la lesian
bilateral de las areas preoptica @ hipotalamica anterior o de regi'ones discretas de
los mismos, sin analizar el efecto del bloqueo puntual y especifico de la informacion
neuroquimica durante el ciclo estral, o en el lado derecho o izquierdo, que llega a
dichas areas sobre estas funciones. |

Aun cuando se ha identificado la presencia de inervacion dopaminérgica en POA-
AHA, la que hace sinapsis con las neuronas GnRH-érgicas (Bjérklound y Nobin,
1973; Bjérklound y col., 1975; Sanhera y col, 1991, 1992), no es del todo clara su
panicipacién en los mecanismos que regulan las funciones del ovario por sus
efectos moduladores de la secrecion de la GnRH y las gonadotropinas, por lo que en
el presente trabajo se analizo Ié participacion del sistema dopaminergico del lado
‘derecho o del lado izquierdo de _POA-_AHA en los diferentes dias del ciclo estral,
sobre la ovulacién espontanea de la rata y la secrecion hormonal del ovario medida
por algunos de sus indiéaddres bioldgicos. B

El analisis de Ia_‘partiéipaéién del siste"ma dopaminérgico se estudié por medio de
~ los efectos del bloqueo de los réceptofes dopaminérgicos por el implante unilat'er'ai.
~de cristales de halbpeﬁdol, farmaco que bloquea los receplores DA y DAz, en el
lado derecho o izquierdo de POA-AHA en Jos diferentes dias del ciclo estral.



HIPOTESIS DE TRABAJO

L.a participacion del sistema dopaminérgico de POA-AHA en la regulacion de las
funciones del ovario es lateralizada y varia durante el ciclo estral, por lo que el
bloqueo unilateral de los receplores dopaminergicos de esta area provocara efectos
diferentes en las funciones del ovario como reflejo de la modificacion de la secrecion
de las gonadotropinas, los que dependeran del dia del ciclo estral en que se realice

la intervencion.

OBJETIVO GENERAL

Esludiar en la rata aduita, los efeclos del blogqueo umlateral del sistema
dopaminergico de POA-AHA. realizado en los diferentes dias del ciclo eslral, sobre
la ovulacion espontanea y la secrecion de estrogenos. medida por indicadores

biologicos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar los efectos del bloqueo unilateral del sistema dopaminérgico producido
por el implante unilateral de haioperidol en el lado derecho o izquierdo de POA-AHA
realizado en los diferentes dias del ciclo estral sobre la ovulacion esponlanea de

ratas adultas con ciclos estrales de cuatro dias.

2) Analizar los efectos de dichos implantes unilalerales'sobre'e_l_ ciclo vaginal y el

peso del ulefo. } | A

3) Analizar los mecanismos neuroenddcrings que expi_ican.l_os efeclos del impblante
unilateral con haloperidol en el lado derecho o izquierdo de 'POA—AHA. '.sobré la-
ovulacién espontanea. R | o

4) Analizar la sensubihdad del sistema dopamlnerglco de POA—AHA por efectos delﬂ

_lmplanle unilaleral de diferentes canhdades de haloperidol sobre la ovulacnon

espontanea de ratas adultas con ciclos estrales de cualro dias.

in



MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas de |a cepa CHZ-V, de 90 a 120 dias de edad
(con pesos corporales promedio de 250 g), mantenidas en condiciones controladas
de iluminacién, 14 horas de luz y 10 de oscuridad (luces de las 05:00 - 19:00 horas)
y temperatura, las que tuvieron libre acceso al agua y al alimento durante todo el

estudio.

Colocacion de |la canula permanente (directriz).

Entre las 08:00 y 12:00 h los animales fueron anestesiados con pentobarhital
sodico (40 mg/k, i.p.; Anestesal, Smith Kline Norden de Meéxico, México) y montados
en un aparato estereolaxico. Se les abrio el cuero cabelludo con bisturi; las capas
musculares del craneo fueron removidas mediante raspado con pinzas de punta fina;
la herida se frotd con un algodon impregnado en solucion de peroxido de hidrogeno
al 1%. El calculo de las coordenadas estereotaxicas se realizo con base en el atlas
de Konig y Klippel (1963} (AnteroPosterior=+0.65 mm, Lateral=+0.08 mm, respecto a
lambda) y se les trepand el lado derecho o izquierdo del craneo con una broca
odontolagica [Esquema 3]. |

Una vez realizada la trepanacion, se expusieron las meninges, se corlo la
duramadre en cruz y se introdujo ia canuia directriz (tubo d_e acero inoxidable del
No.20, de 4 mm de longitud) en direccion a la linea intermedia que separa al area
preoptica del area hipotalamica anterior. La canula, una vez ihtrod_ucida, il’egé'}a ta
altura del cuerpo catioso y sé {ijo al craneo del animal con ac_:ril'ico polimer’iiable“
(Proalon, Dientes Acrilicos Mexicanos, México) y permanecid ahi hasta su sacrificio
[Esquema 3], _ |

A todos los animales se les administraron 8,000 unidades de penicilina i.m.

durante los tres dias siguientes a la colocacion de la canula permanente.
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Evaluacian del ciclo estral por medio del estudio de los cambios del epitelio
vaginal por el estudio del frotis vaginal.

A la manana siguiente de la intervencion se inicié la toma de frotis vaginales. Una
vez que los animales presentaron tres ciclos conseculivos de cuatro dias de
duracion [estro, diestro-1, diestro-2 y proestro}, fueron asignados al azar a uno de
los diferentes grupos experimentates. A todos los animales se les continud
realizando |la toma de los frotis vaginates y fueron sacrificados en la manana (09:00-
10:00 horas) del dia del estro esperado del ciclo en esludio.

Con hase en los resultados del frotis vaginal desde el momento del implante hasta
el dia del sacrificio se calcularon las Tasas de Cornificacion Vaginal (TCV) como un
indice de la secrecion de estragenos (Sanchez y Dominguez, 1995), de Diestro
Vaginal (TDV) (indice de poca secrecion de estrogenos) y de Proestro Vaginal (TPV)

(indice de mediana secrecion de estrogenos)

Nuamero de Animales que Presentaron Estro Vaginal
TCV =~ - x 100
Ndamero de Animales Tratados en el Grupo ‘

Numero de Animales que Presentaron Diestro Vaginal
TDV = — B : : - we= x 100
Numero de Animales Tratados en el Grupo ’

Numero de Animales que Presentaron Proestro Vég_inal |
TPV = e _ - x 100
Nuamero de Animales Tratados en el Grupo

Procedimiento de autopsia.

- Los animales fueron sacrificados por de__ca'pitaéién. A la autopsia se di_sec_aron jos
oviductos donde se buscéd la presencia de ovocitos, los que en su caso fueron
contados con la sayuda, de un .microscopio estereoscébico.' Con ' base en los
resultados bb'lénidqs se calculd la Tasa de Animales Ovulantes (porcentaje de

animales que ovularon al sacrificio) como:



P

Numero de Animales que Ovularon al Estro Esperado
emmavanaen T swran e amasm——————- mewmamnn e, en - x 100
Numero de Animales Tratados en el Grupo

Los ovarios y el (lero se disecaron y pesron en una balanza analitica (con
precision de 0.1 miligramo). Se anotd la presencia o ausencia de liquido en la luz del
utero (indice de la secrecion de estrogenos y progesterona) (Daminguez y col,,
1989) y con base en este resullado se calculd la Tasa de Animales con Utero

Distendido como:

Nimero de Animales que Presentaron Utero Distendido
--ﬂﬁﬁnﬁﬁﬁf ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ S ke P T BE S e A O Oy g S A O M WO A S e b - x 100
Numero de Animales Tratados en el Grupo

El peso de los organos se exprese en miligramos por 100 gramos de peso
corporal (mg/100g). |

Para localizar el sitio del implante, las cerebros de los animaleé se fijaron en
solucion de formol al 10% durante 48 haras y luego se cortaron en un cridstato, de

manera seriada en el plano frontal a 100 um de grosor. Los cortes fueron montados

‘en solucion al 2% de gelétina en alcoho! al 80% y tefidos con violeta de cresilo al
1% (Luna, 1975). | | |

Anélisis estadistico.

Los datos del nimero de ovocitos liberados fueron analizados por la prueba de

Kruskal-Wallis, seguido por la prueba de U de Mann'-whit'he'_y;, los ",delp(;sa'de los

‘ovarios y del Utero fueron analizados por analisis = de varianza maltiple, seguido de
~la prueba de Tukey. La tasas de Animales Ovulantes, Cornificacion Vaginal, Diestro

'Vaginal, Praestro Vaginal y de Utero Distendido fu_etdri_ analizadas por Ia prueba de

probabilidad exacta de Fisher o la prueba de 2. En todos los casos, se aceptaron
cbmo'signiﬁcalivos aquelias diferencias en las que la pr_oba_bilidéd fue igual o menor
del 5 %. - | ”
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ESQUEMA 3 . Corte sagital del cerebro de la rata aduita donde se muestra la colocacion de la canula permanente de
acero inoxidable que permanece encajada sobre ia corteza cerebral hasta el nivel del cuerpo calloso. También se
muestra el sitio de los impianles falsos, con colesterol o con haloperidol en POA-AHA. CP: canulz permanente: Cl:
canula interna; M: mandril; 1: implante; C: corteza cerebral; QO: quiasma optico, POA-AHA: areas preodptica e
hxpetalamlca antericr (Modificado de! At{as Estereotaxico de Kénig y Kii npel. 1963).
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EXPERIMENTO No.t

ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL BLOQUEO UNILATERAL DE LOS
- RECEPTORES DOPAMINERGICOS DE POA-AHA, PROVOCADOS POR EL
IMPLANTE DE HALOPERIDOL, DURANTE EL CICLO ESTRAL DE LA RATA
ADULTA.

Objetivos.- Analizar los efectos del bloqueo unilateral del sistema
dopaminérgico producido por el implante unilateral de haloperidal en el lado
derecho o izquierdo de POA-AHA realizado en los diferentes dias del ciclo
estral sobre la avulacion espontanea de ratas adultas con ciclos estraies de
cuatro dias., ‘

Analizar los efectos de los mismos implantes sobre el ciclo vaginal y
el peso del utero,

Con el fin de analizar si el sistema dopaminérgico del lado derecho o izquierdo de
POA-AHA reguia en forma lateralizada los mecanismos que resultan en la ovulacion,
se evaluaron los efectos del bloqueo unilateral de los receptores a dopamina por el
implante de haloperidol (antagonista de los receptores DAr y DAz), en los diferentes
dias del ciclo estral. | |

Para eilo, a las 13:00 h del dia dei estro, diestro-1, diestio-2 ¢ proestro, a ibs
animales se les introdujo dentro de la canula permanente (directriz)' una canula
inlerna (aguja de acero inoxidable del No. 25, de 8.0 mm de longitud), en cuya
punta se colocaron 10.0£0.3 pg de haloperidol en cristales (Sigma Chemical Co. St
L.ouis MO. USA) o 8.0+0.2 pg de colesterol (Sig_ma) en cristélés. .E! farmaco fue |
expulsado dentro del lado derecho o izquierdo de la region POA-AHA con la ayuda
de un alambre de acero inoxidahle mas delgado que la Cénula interna [Esquema 3].

Todos los animales fueron sacriﬁcados- enla méﬁana (09:00-10:00n) del dia del
estro esperado del ciclo en estudio. |

Como tesugo se utillzaron animales con canula’ permanente del iado derecho o
del lado izquierdo del cerebro, a los que unicamente se les tomaron frotis vagmales :
los que fueron sécrificados_en el dia del estro vaginal espérédo, Iuego de tres ciclos
consecutivos de duatm dias Otro grupo testigo 'estwo fdrmado por' anirﬁales-
~ intactos con ciclos regu!ares de cuatro dtas fos que fueron sacrificados en el dia del

estro vagmal esperado luego de tres cnclos consecutivos de igual duracion,
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RESULTADOS
Efectos de la canula permanente.

La colocacion de la canula permanente en el lado derecho o izquierdo de la
corteza cerebral en direccion a POA-AHA, no afecto la duracion del ciclo estral de
tos animales ya que 150 de los 155 animales con canula permanente del lado
derecho y 156 de los 160 del lado izquierdo, presentaron ciclos estrales regulares
de cuatro dias de duracion.

Solo & de los 316 implantes unilaterales se localizaron fuera de POA-AHA
(Implantes Derechos: 2 de 150; implantes lzquierdos: 3 de 156).

En comparacion con el grupo testigo de animales sin tratamiento, la presencia de
la canula pérmaneme sebre 1a corteza cerebral a la allura del cuerpo calloso no
modifico la tasa de animales ovulantes m el numero de ovocilos liberados por animal

ovulanle (Tabla 1).

Tabla 1. Tasa de animales ovulantes y media t e.e. de ovocitos liberados por
animal ovulante, sacrificados en el dia del estro vaginal esperado después de
colocarles una canula permanente de acero inoxidable en el lado derecho o
izquierdo del cerebro a la altura del cuerpo calloso y dmgada a las areas
preopllca e hipotalanuca anterior, ’

‘Tasa de aniimales Nimero de ovocitos
Grupo ovulantes liberados
Testigo absoluto 30/30 ¢ 10.4£0.5
‘Canula derecha 6/6 .‘12.010,6 ]
Cénula izquierda 6/6 _12,0:!;0.4

for




Efectos del implante unilateral de colesterol o haloperidol sobre las tasas de
ovulacion, cornificacion, diestro y proestro vaginal y de Gtero distendido.

1. Implante de colesterol
1.1 Efectos sobre el ciclo estral

£l implante unilateral con colesterol en POA-AHA realizado en el dia del estro
disminuyo la tasa de cornificacion vaginal al dia del sacrificio, acompanado de un
aumento en la tasa de animales que presentaron un frotis tipico de diestro. Los
animales que recibieron el implante de colesterol en el lado derecho o izquierdo de
POA-AHA en los otros dias del ciclo estral no presentaron diferencias en la
presencia de estro vaginal al momento del sacrificio. En cambio, la presencia de
utero distendido se incremento en los grupos con colesterol implantados en diestro-1
y diestro-2 (Tabla 2),

Tabla 2. Tasa de animales que en el dia del estro esperado presentan
cornificacion vaginal, frotis tipico de diestro o de proestro y Utero distendido
despues del implante unilateral de colesterol a las 13:00 h del estro, diestro-1,
diestro-2 o del proestro, en el lado derecho o izquierdo da las dreas predptica e
hipotalamica anterior (POA-AHA). :

| -Tasa de Animales con: o
| Cornificacion Diestro Proestro ~ Utero
Grupo Vaginal _Vaginal - Vaginal Distendido
Testigo 1 n2 on2 | o2 | onz2
con Colesterol en: ' . - S
Estro ~20/30°* 1030t 0/30 8/30
Diestro-1 | 16120 TTwizo [ oezo | ez0+
|Diestro-2 17117 TTonT | o7 817+
Prossiro 20120 020 020 | 0i20

* p < 0.05 comparado con el Testigo (prucha de yJ)
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La disminucion de la tasa de animales con estro vaginal sin modificaciones en la
tasa de animales con utero distendido, observada en el grupo de ratas con implante
de colesterol realizado en el dia de! estro, nos permiten suponer que la lesion o el
estimulo mecanico producida por los cristales, afecto de manera inhibitoria la
secrecion de estrogenos. En cambio, la misma lesion o estimulo realizado en los
dias del diestro-1 o diestro-2, no alectaron la secrecion de estragenos, pero si la de
progesterona, ya que la proporcion de animales con ulero distendido aumemo
significativamente. La presencia de la canula a nivel de la corteza cerebral, no afecto
la secrecion de estrogenos y ‘progesterona, ya que a la autopsia todos los animales

presentaron estro vaginal y ausencia de utero distendido.

1.2 Efectos sobre la ovulacion

La tasa de animales ovulantes en las ratas con implante falso o con implante de
colesterol en el dia del estro, disminuyo en forma significativa en comparacion con e
grupo testigo absoluto, independientemente del lado en que se introdujo la canula o

se coloco el implante de colesterol (Tabla 3).

Tabla 3. Tasa de animales que ovularon en el dia del estro  esperado una vez
realizado el implante en el lado derecho o izquierdo sin farmaco (falso) o con
colesterol al nivel de POA-AHA a las 13:00 h en el dia del estro vaginal
precedido por dos ciclos consecutivos de cuatro dias.

Canula Permanente

Grupo Canula Permanente _
l.ado Derecho Lado lzquierdo
Testigo 6/6 6/6
implante Falso 510" B0
R 615 ¥

implante con Colesterol

* p<0.05 cbmparado con el grupa testigo (Prueba de probabilidad Exacta de Fisher)

Los implantes unilaterales con colesterol en POA—AHA ‘realizadps en los dias del
estro, diestro-1 y diestro-2 redujeron significativamente la tasa de{Iatqria, lo que na

ocurrié cuando dichos implanies se realizaron en el dia del proestro. En ninguno de
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estos casos, el colesterol afecid el numero de ovocitos liberados por los animales
ovulantes, ni los pesos de los avarios y del ttero (Tabla 4).

l.a modificacion en la tasa ovulatoria observada en los animales con implante
unilateral de colesterol, pueden ser consecuencia de la alteracion en la secrecion de
estragenas, puesta de manifiesto por las madificaciones en la frecuencia de estro
vaginal observada. Sin embargo, dado que solo ovulo el 68% de los animales quie
presentaron estro vaginal, se puede suponer que los cristales de colesterol
estimularon o destruyeron una via neural que lieva informacion desde el hipotalamo
hasta el ovario. La existencia de esta via ha sido propuesta por varios autores
(Burden, 1979; Dominguez y Riboni, 1971, Mizunuma y col. 1983; Nance y col,,

1983) aunque validez de esta propuesta hasta el momento no ha sido probada.

Tabla 4. Tasa de animales que ovularon en el dia del estro esperado (Tasa
Ovulatoria) y media t e.e. del namero de ovaocitos liberados por animal
ovulante, del peso (mg/100g de peso corporal) de los ovarios y del utero del
grupo testigo (animales con canula permanente que fueron sacrificados en el
‘dia del estro esperado luego de tres ciclos consecutivos de cuatro dias) y de
los animales a los que se les realizo un implante unilateral de colesterol en el
lado derecho o izquierdo de las areas preoptica e hipotalamica anterior en los
diferentes dias del ciclo estral.

Tasa Ovacitos Peso de las Peso del
Grupo QOvulatoria Liberados Ovarios Ulero
Testigo 12112 12.040.3 28.340.9 1837
Colesterol en. - _
Estro 14/30'* 12.0£0.5 29.310.8 20416
Diestro-1 12/20* 11.0£1.0 29.240.7 20349
Diestro-2 10117 * 12.0£0.4 30.0¢1.1 21249
Proestro 20720 117405 275:1.0 19046

* p < 0.05 comparado con el Testigo (Prueba de y.)
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2. Implantes de haloperidol
2.1 Efectos sobre el ciclo estral

Los implantes unilaterales con haloperidol en cada uno de los dias del ciclo estral
produjeron resultados diferentes segun el dia del ciclo en el que se realizo el
blogueo del sistema dopaminérgico de POA-AHA.

En los animales implantados con haloperidol en el lado izquierdo de POA-AHA en
el dia del estro, el porcentaje de animales que présenlaron un frotis caracteristico de
estro vaginal fue menor al del grupo de colesterol. No se observaron cambhios en la
frecuencia del utero distendido en estos animales (Tabla 5).

En el dia del diestro-1, el implante con haloperidol en el lado derecho de POA-
AHA, indujo un decremento significativo en el porcentaje de animales que
presentaron eslro vaginal al sacnficio, lo que no ocurmo en los animales con
implante en el lado izquierdo. En este grupo de ‘animales con impla'nte de
haloperidol en el lado izquierdo se abserve un incremento significativo en el
porcentaje de animales con utero distendido (Tabla 5).

Cuando el implante de haloperidol se realizo en el lado izquierdo de POA-AHA en
el dia del diestro-2, el porcentaje de animales que en el sacrificio presentaron frotis
caracterislico de estro disminuyo significativamente. No'se Qbservardn cambios en la
frecuencia de utero distendido (Tabla 5). )

Los implantes unilaterales de haloperidol en el dia del proestro no resultaron en
m'odifibaciones de ninguno de estos parametros (Tabla 5). | |

La disminucion de la tasa de animales con estro.vagihai sin-modificacion en »Ia
tasa de animales con utero distendido, observada en el grupo de ratas con implante
de colesterol realizado en el dia del estro, nos permiten suponer que la lesion o el

estimulo mecanico producida por los cristales, afectd de manera _in_fhibiloria la

" secrecion de estrogenos. En cambio, la misma lesion o estimulo realizado en los

dias del diestro-1 o dieStro_-2. no afectaron la secrecion de estrogenos, pero sila de

progesterona, ya que la proporcion de animales con (tero distendido aumento =

significativamente,

A1)



Tabla 5. Tasa de animales que en el dia del estro esperado presentan
cornificacion vaginal, frotis tipico de diestro y Gtero distendido después del
implante unilateral de haloperidol (HL.P) o colesterol (COL) a las 13:00 h del
estro, diestro-1, diestro-2 o del proestro en el lado derecho o izquierdo de las

+1as predptica e hipotaldmica anterior.

Tasa de Animales con: _A_m ) w“— - ~
Cornificacion Diestro Proestio | Utero
Grupo / Lado Vaginal Vaginal _Vaginal Distendido
N Estro: o )
COL-Derecho 10/15 5115 0/15 2/15
HLP-Derecho 5/11 5/11 1711 T B
COL-lzquierdo 10/15 I VET 2/15 6115
HLP-Izquierdo 2010 ** 710 ** 17110 | 110
COL-Derecho 810 2/10 0/10 6/10
HLP-Derecho R/ 377 317 17 « )
COL-lzquierdo 8/10 1110 1/10 310
HLP-Izquierdo 417 217 17 77
Diestro-2:

COL-Derecho 717 or7 /7 517
HLP-Derecho 6/7 117 r7 A7
COLlzquierdo | 10/10 010 0710 310
HLP-Izquierdo 6/12 G112+ onz | 212

.l ; Proestro;

COL-Derecho 10/10 0/10 0/10 0/10
‘HLP-Derecho 777 0/10 0/10 0/7
COL-lzquierdo 10110 0/10 010 | 010
HLP-izquierdo 8/8 0/10 0/10 w

** p < 0.05 comparado con ol Gri:po con Colesterol (prueha de ,1‘3).‘ ¢ P<0.05 compakado cotr el
unplate del Lado lzquierdo (Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher)
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2.2. Efectos sobre la avulacion.

Dado que el implante unilateral con colesterol afecto la respuesta ovulataria de
los animales, los resultados de los implantes unilaterales con haloperidol en los
diferentes dias del ciclo estral sobre la ovulacion, el numero de ovocitos liberados y
los pesos de los ovarios y del utero fueron comparados con sus respeclives grupas
con implante de colesterol.

Los efectos del implante unilateral con haloperidol en POA-AHA saobre la
ovulacion dependieron del dia del ciclo en que se realizaron. El implan(e unilateral
con haloperidol realizado en los dias del estro y del diestro-1 bloqueo
significativamente la ovulacion de los animales al dia del estro esperado, mientras
que los mismos implantes realizados en los dias del dieétro-Q y del proestro no
afectaron la respuesta ovulatoria de los animales. No se observaron diferencias
entre los implantes con haloperidol entre el lado derecho e'izquierdo de POA-AHA
(Tabla 6), |

En comparacion con los animales implantados con colesterol, el peso del utero
disminuyd significativamente cuando el haloperidol fue .implantado en el {ado
izquierd'o de POA-AHA en el estro y se incrementd cuando el mismo implante fue
realizado en el dia del diestro-1 (Tabla 6).

La disminucion signiﬁcativa de la tasa ovulatoria ohservada en los animales con
implante unilateral de haloperidol realizado en los di.a's del estro .y_diestro-t. nos
permiten sugerir la posible alteracion en’ la secrecion de astrége_nos. ya que 1a
frecuencia de cornificacion vaginal fue significa(ivamente menor y los frotis

observados mostraron apariencia de diestro.



Tabla 6. Tasa de animales que ovularon en el dia del estro esperado (Tasa
Ovulatoria) y media t e.e. del numero de ovocitos liberados, del peso {mg/100g
de peso corporal) de los ovarios y del utero de los animales a los que se les
realizo un implante unilateral de haloperidol o de colesterol, a las 13:00 h del
estro, diestro-1, diestro-2 o proestro, en el lado derecho o izquierdo de las
areas predptica e hipotalamica anterior (POA-AHA). Todos los animales fueron

sacrificados en el dia del estro esperado. |

Tasa Numerode | Pesodelos | Pesodel

Grupo l.ado Ovulatoria | Ovocitos Ovarios Utero
_ L Estro: L
Colesterol  |1Derecho |8/15 11.940.6 29.741.3 19247
Haloperldol Derecho | 1/11* 12 29.0£0.9 18747
Golesterol |izquierdo [6/15[120£10  |26680.9 | 21768
Haloperidol |lzquierdo 0/10 * 0 28.0+1.2 17411 *
. “ Dlesa!ro 1
Colesterol |Derecho [6/10 10__?'_15] 9 27. 710 5 214&?2
Haloperido! |Derecho |[0/7 * 0 27.3:0.9 177410
Colesterol _|lzquierda |6/10 11303 287+1.7 | 180417
Haloperidol |lzquierdo |0/7 * 0 124.641.6 22417 @

Diestro-2:
Colesterol |Derecha (6/7 13.0+0.5 30.1%1.1 210431
Haloperido! | Derecho |4/7 13.010.0 27.5£1.3 17947
Colesterol ilzquierdo [4/10 12.640.5 29.643.2 19119
Haloperidol |lzquierdo |4/12 12.5£1.0 31.5¢1.1 19110
Proestro: ,

Colesterol |Derecho [10/10 11.1£1.0 27.7+1.5 19349
Haloperidol [Derecho |7/7 11.5+0.8 268+1.5 | 18745
Colesterol | lzquierdo | 10/10 122402 |27.6¢1.3 18647
Haloperidol |lzquierdo (8/8 11.2+1.0 26.641.1 20712

" p<0.05 Lomparddo con el grupo con co!esrerol (Prueba de probabilidad Exaclta d¢ Fisher),
comparado con el grupo con colesterol (Prueba de t de Student), @ p«a 05 comparado con of

impfante del lado derecho (Prueba de t de Studenrj

+3

' pe0.05



Los resultados del presente experimenio muestran que la participacion del
sistema dopaminergico de POA-AHA en la regulacion de las funciones del ovario es
fundamental al inicio del ciclo esiral. La falta de ovulacion podria ser explicada por la
afectacion de |a secrecion fasica de GnRH en |a tarde del proestro. Dado que la tasa
de animales con estro vaginal disminuyo significativamente en los animales con
implante unilateral de haloperidol en ios dias del esiro y diestro 1, es posible gue
también se haya afeclado la capacidad secrelora de estrogenos por parte del ovario,
lo que resultaria en la no existencia del feedback estimulante de los estrogenos en
la tarde del diestro-2. Para probar esta hipotesis se realizaron los siguienles

experimentos.

EXPERIMENTO No.2

ANALISIS DE LOS MECANISMOS RESPONSABLES DE LAS MODIFICACIONES
DE LA OVULACION PROVOCADAS POR EL BLOQUEO UNILATERAL DE LOS
RECEPTORES DOPAMINERGICOS EN POA-AHA.

Objelivo.é Analizar los mecanismos neuroendocrinos que explican Ids efectos
del implante unilateral can haloperidol en el lado derecho o izquierdo de POA-
AHA, sobre la ovulacion espontanea, :

Con el propdsito de analizar las causas que provocaron el blogqueo de la
ovulacion en los grupos experimentales con implahte unilaleral de colesterol o
halopendol en el lado derecho o izquierdo de POA-AHA en los dias del estro 0

diestro-1, se reallzaron Ios mguuentes {ratamientos hormonales

1. Reemplazo hormonal de la sefal GnRH-érgica.

En los grupos experimentales con implante un'ilate.ral de haloperidol en POA-AHA
realizados en estro y diestro-1, se analizd la funcién adenohupoﬂsnana par medao del
feemplazo de la senal GnRH- -ergica, inyectando 3.7 pgl/k de peso corporal de GnRH
smtetlco s.C. (Slgma) a Ias 13:00 horas del dia del proeslro esperado y los ammales ,

se sacrificaron en la mahana del siguiente dia (estro espelado)
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RESULTADOS

La administracion de GnRH en el proestro esperado en animales con implante
unilateral de colesteral en estro y diestro-1, restablecio la ovulacion en el 100 % de
fos casos. La inyeccion de la hormona indujo un incremento relative en el peso de
32.740.8 vs. Colesterol: 29.320.5, p<0.05). &n

camparacion con los otras grupos can implante untlateral de colesterol tratados con

los ovarios (Colesterol+GnRH;

la hormona, se chservé un decremento en el peso del utero en los animales con
implante de colesterol en el lado derecho de POA-AHA realizado en el diestro-1
{Tahia 7).

Tabla 7. Tasa de animales que ovularon en el dia del estro esperado (Tasa
Ovulatoria) y media t e.e, del namero de ovocitos liberados, del peso (mg/100g
de peso corporal) de los ovarios y del utero de los animales a los que se les
realizd un implante unilateral de colesterol a tas 13:00 h del dia del estro o
diestro-1 en el lado derecho o izquierdo de las areas preoptica e hipotalamica
anterior (POA-AHA) y una inyeccion de 3.7 pglk de hormana liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) a las 13:00 h del proestro esperado y luego
sacrificados en la manana siguiente.

Tasa Numero de | Peso de los | Peso del
Grupo l.ado Ovulatoria | Qvocitos Qvarios Utero
Estro: .
Colesterol Derecho B/15 11.9£06 | 28.721.3 19247
Colesterol+GnRH | Derecho 4/4 * 9.5+1.2 32.4%1.1 21019
Colesteral lzquierdo 6/15 12.04£1.0 129.6+0.9 21749
Colesterol+GnRH | lzquierdo 414 12.320.9 |35.5¢+1.3* 20112
Diestro-1:
Colesterol Derecho 6/10 10.741.9 | 27.740.5 - | 214422
Colesterol+GnRH | Derecho 4/4 12.310.8 | 32.0£0.9" | 17044 @
Colesterol “|lzquierdo - 6/10 - | 11.3x03 | 28717 | - 180&11
Colesterol+GnRH | lzquierdo 4/4° 1108409 | 311220 | 20846

* p<0.05 cortifjdrada con el grupo con Colesterol sin reemplazo honmonal (Prueba de .y;’
comparado con el grupo con Colesterol sin reemplaza hormonal (Prueba de { de .Studont) @ p<0.05

comparado con {odos los grupos con Colesterol+GnRH (Frueba de t dg Student).
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En los grupos con implante unilateral de haloperidol realizado en el estro y en el
diestra-1, 1a inyeccion de GnRH a las 13:00 h del proestro esperado restablecio la
ovulacion en el 86 % (19/22) de los animales. En coniparacién con el grupo de
animales ovulantes implantados con colesterol, se ohservo una disminucion en el
numero de ovocitos liberados por los animales que recibieron el implante de
haloperidol en el dia del estro y la administracion de GnRH (Colesterol: 11.940.5 vs.
Haloperidol+GnRH: 7.6+1.9, p<0.05), en tanto que los implantados en el diestro-1
aovuiaron una cuata normal de ovocites. En conjinto, se observa un incremento en el
peso de los ovarios en los animales con implahte en el lado izquierdo de haloperidol
que recibieron el lratamuento hormonal  (Haloperidol+GnRH:  31.7£19  vs
Haloperidol: 26 3:x09 p<005), el peso de los ovanos y del utero se incremento
significalivamente en 0s arumales con nplante de halopendal en el lado wzquerdo
de POA-AHA reahzado en el estio y que reciberon la inyeccion de GnRH, el
tratamiento con GnRH mcremento el peso del utero en los amimales con a'mplante de

haloperidol en el lado derecho de POA-AHA realizado en diestro-1 (Tabla 8)



Tabla 8. Tasa de animales que ovularon en el dia del estro esperado (Tasa
Ovutatoria) y media t e.e. del nimero de ovocitos liberados, del peso (mg/100g
de peso corporal) de los ovarios y del utero de los animales a los que se les
realizé un implante unilateral de haloperidol o de colesterol a las 13:00 h del
dia del estro o diestro-1 en el lado derecho o izquierdo de las areas preoptica e
hipotalamica anterior {(POA-AHA) y una inyeccion de 3.7 pg/k de hormona
liberadora de las gonadotropinas {GnRH) a las 13:00 h del proestro esperado y

luego sacrificados en la manana siguiente.

Tasa Numero de| Pesode Peso del
Grupo Lado Ovulatoria { Ovocitos {ios Ovarios Utero
‘‘‘‘‘‘‘‘‘ _ Estro:
Haloperido! Derecho 111 12 29.0¢09 | 18717
Colesterol+GnRH | Derecho 414" | 95412 |3244£1.1") 21049
Haloperidol+GnRH | Derecho 415 6.8£2.8 | 29.1£0.7 | 20049
Haloperidol Izquierdo 0/10 0 28.0£1.2 | 174411
Colesteroi+GnRH | lzquierdo 44 12.3+0.9 | 35.541.3"* | 2012 **
Haloperidol+GnRH | fzquierdo 35+ 8.7+3.0 | 33,5+1.6™ | 220+14*
Diestro-1: ,
Haloperidol Derecho 7 0 27.320.9 | 177410
Colesterol+GnRH | Derecho 414 12,3+0.8 | 32.0:0.9" | 17044 . |
Haloperidol+GnRH | Derecho 6/6 * 11.2:0.7 | 29.631.4 | 22119 #
Haloperidol zquierdo | 077 0 246316 | 2258170
Colesterol+GnRH |lzquierdo 4/4* 10.810.8 | 31.1£2.0* | 20816 @
Haloperidol+GnRH | lzquierdo 6/6 * 12.54¢0.8 |29.842.3 | 208114

* p<0.05 comparado con el grupo con Haloperidol sin tratamiento hormonal (Prueba de Probabilidad
Exacta de Fisher); ** p<0.05 comparado con el grupo con Haloperidol sin fratamiento honnonal
{Prueba de t de Student); # p<0.05 comparado con el grupo con colesterol tratado con GnRH (Prueba
de t de Student); @ p<0.05 comparado con el implante del lado derecho (Prueba de t de Studennt).
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2. Reemplazo hormonal de la serial ovarica.

Para analizar si el sistema feedback estimulante de los estrogenos fue modificado
por el bloqueo unilateral del sistema dopaminérgico de POA-AHA, otros grupos de
animales con implante unilateral del farmaco en el dia del estro o del diestro-1
fueron inyectados con 10 g de benzoalo de estradial s.c. {Sigma) a las 13:00 horas
del dia del diestro-2 y los animales fueron sacrificados en 1a manana del dia del

estro esperado del ciclo estudiado.

RESULTADOS

En animales con implante unilateral de colesterol en el dia del estro o del diestro-

, la administracion de benzoato de eslradiol a las 13:00 del diestro-2 restablecio Ia
ovulacion en el 100 % de los casos y el numero de ovocitos liberados fue similar al
del grupo con colesterol sin tratamienlo hormonal. £l tratamiento hormonal indujo un
incremento relativo en el peso de los ovarios en los animales can implante unilateral
de colesterol en el lado derecho de POA-AHA en diestro-1; en cambio, el pesoc del
utero se incrementd en los animales con implante de colesterol en el lado derecho
realizado en el dia del estro y en los animales con implante del lado izquierdo
realizado en el dia del diestro-1 (Tabla 9).

La inyeccion de benzoato de estradiol a las 13.:00 h del diestro-2 no restablecio la
ovulacion en los animales con implante del lado derecho de POA-AHA en el dia del
estro,'lo que Si ocurric en los animales con implante de haloperidbl en el lado
izquierdo y en los grupos tratados en diestro-1 (0/8 vs, 14/18, p<0.05). En
comparacion con los animales con implante unilateral de colesterol, el tratamiento
con estrogenos en los animales con bloqueo unilateral del sistema dopaminérgico no
fue suficiente para que el animal iiberara una cuota _nbrmal_ de ovacitos
(Halop'eridoIJr'BE: 7.4:0.8 vs. Colesterol+BE: 11._9_10.3." p<0.05). Con excepcion de
los animales con implante de haloperidol en el lado izquierdo de POA»A{HA ;ealiza_dt_: -
en diestro-1, el peso de los ovarios. no se modificd por el tratamiento cbn los
estrégelnos En cambio, el peso del itero” aumentd mgmfn,atwamente en los
animales con |mplante unilateral de haloperldol en estro y en aquellos con |mplante

derecho en el diestro-1 tratados con benzoato de estradiol (Tabla 10).
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Los resultados de este estudio nos permiten sugedr que la secrecion

preovulatoria de la GnRH en el dia del proestro, que precede a la ovulacion,
depende de la funcion aptima del sistema dopaminérgico de POA-AHA durante los
primeros dias del ciclo estral de la rata, ya que el bloqueo del sistema
dopaminérgico durante los dias del estro y del diestro-1 indujo un bioqueo
significativo de la ovulacion, posiblemente por alteracion en la secrecion de

estrogenos y del mecanismo feedback estimulante de éstos en el dia del diestro-2.

Tabla 9. Tasa de animales que ovularan en el dia del estro esperado (Tasa
Ovulatoria) y media # e.e. del nimero de ovocitos liberados, del peso (mg/100g
de peso corporal) de los ovarios y del Utero de los animales a los que se les
realizé un implante unilateral de 8.0:2.0 g de colesterol a las 13:00 h del dia
del estro o diestro-1 en el lado derecho o izquierdo de las areas preoptica e
hipotalamica anterior (POA-AHA) y una inyeccion de 10 pg de henzoato de
estradiol (BE) a las 13:00 h del diestro-2 sacrificados en el estro esperado.

Tasa Numero de | Peso de los| Peso del
Grupo Lado Qvulatoria | Qvocitas Qvarios Utero
. Estro: .
Colesterol Derecho 8/15 11,9406 | 28.7+1.3 19247
Colesterol+BE |Derecho 44 13.4¢1.2 | 34.0£38 | 242419*
Coiesterol lzquierdo 6/15 12.0:1.0 | 296x0.9 21719
Colesterol+BE |lzquierdo 4/4* 1 120106 | 30725 248120
: _ Diestro-1: - ] :

Colesterol Derecho 6/10 - 10.7£1.9 [ 277105 | 214422
Colesterol+BE | Derecho 414 * 11.820.9 | 32.0£1.6* | 222+17
Colesterdl |lzquierdo - 6/10 . 11.340.3 | 28.74£1.7 180+£11
Colesteral+BE |lzquierdo SA4r | 108203 | 29.641.3 | 258+10*

* p<0.05 comparado con el grupo con Colesterol sin reemplazo hormonal (Pruebayl); ** p<0.05
comparado con el grupa con Colasterol sin reemplazo hormonal (Pryeba de t de Student),
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Tabla 10. Tasa de animales que ovularon en el dia del estro esperado {Tasa
Ovulatoria) y media * e.e. del numero de ovocitos liberados, del peso {(mg/100g
de peso corporal) de los ovarios y del utero de los animales a los que se les
realizé un implante unilateral de 10.0+3.0 pg de haloperidol o 8.0£2.0 pg de
colesterol a las 13:00 h del dia del estro o diestro-1 en el lado derecho o
izquierdo doe las areas preoptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) y una
inyeccion de 10 pg de benzoato de estradiol (BE) a las 13:00 h del diestro-2 y
luego sacrificados en el dia del estro esperado.

T e e héiso i
Grupo __tado | Ovulatoria | Ovocitos | Ovarios | Utero
i . Esto N
Haloperida! “_Qgrgg:ho_m w12 ”29_"0109 18(1? -
Colesterol+BE [Derecho | 4/4 . 13 4:tl 2 34038 | 242119“ B
Haloperidol+BE |Derecho o8 0 326118 236116“
Haloperidol lzquierdo | 0/10 0 | 280£12 | 174111
| Colesterol+BE | lzquierdo 4/4* 12.0+068 | 30.742.5 24820
Haloperido+BE |lzquierdo | 5/6* 6.0+1.24| 32015 | 23519
- : Diestro-1, o
Haloperidol Derecho 017 .0 27.310.9 17710
Colesterol+BE. {Derecho: - 4/4* 111.8+0.9 | 32.0£1.5*) 222£17**
Haloperidol+BE | Derecho 5/6* | 86:08# ) 29.2£21 | 250£9*
Haloperidol | lzquierdo 0/7 0 | 246£1.6 | 225317
Colesterol+BE | lzquierdo 4/4* 10.840.3 | 29.6+1.3**| 25810
Haloperidol+BE |lzquierdo 4/6 % | 7.812.2 | 30.74£2.3**| 23247

" p<0.05 campdmdo cort el grupo con Halopeidol sin tratamiento. hormonal (Pr ueba de Prca!mbmdad
Exacta de Fisher); ** p<0.05 comparado con el gripo con Hafopendo! sin tratamiento hormonal
{Prueba de t de Srudent) I p<0.05 comparado con el grupa con co!esterol ¥ tratado con Benzoato de
Estradiol (P/ weba de ! de Student),
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El hloqueo del sistema dopaminérgico de POA-AHA en estro y diestro-1
interrumpe los mecanismos que regulan la secrecion preovulatoria de la GnRH, ya
que su reemplazo permite la recuperacion parcial de la capacidad de respuesta
ovulatoria de los animales.

Se ha observado que la lesion electrolilica de la zona incerta medial resuita en la
disminucion de la concentracion de GnRH en la eminencia media (Wilkes y col.,
1979) y que la administracion de fenobarbital en esta zona es capaz de bloguear la
ovulacion (MacKenzie y col., 1989). Por tanto, los somas dopaminérgicos de la zona
incerta tendrian una participacion importante en el estimulo de las neuronas GnRH-
ergicas para inducir la sintesis y la descarga preovulatoria del péptido desde la
eminencia media (Sanheray col., 1991). ,

El efecto estimulante de los estrogenos en' ia tarde del diestro-2 requiere de la
“integridad funcional del sistema dopaminérgico del lado derecho de POA_-AHA en el
dia del estrd, sitio en donde los estrégenas parecerian ejercer su accion estimulante
para que se produzca la ovulacion (Cruz y col., 1991).

El hecho de que la administracion de estrogenos haya restablecido la ovulacion
solamente en los animales con el implante de haloperidol en el lado .iun‘ierdo.
- permite sugerir que la respuesta de cada lado de POA-AHA a la accién estimulante
de los estrogenos es asimétrica. Sin embargo, dado que la n'euro‘na .G‘nRH~érgica no
posee receplores a estrogenas, estos résultados nos permiten: sugerir que los
estrogenos actuan a otro nivel para inducir la descarga preo&ulatoria de la GnRH, es
decnr sobre otras neuronas que afeclan dnrectameme la acttwdad de las neuronas.
GnRH-érgicas (Barraclough 1983, BarracloughyWsse 1982; ka 1979).

La exphcacion de la respuebta as;metnca en los ammales con bloqueo umlateral
de la lnformamon dopammerglca de POA AHA en el dia del estro es dmml Es
posible que la respuesta asimétrica al eshmulo estrogemw pudiera ‘deberse a
diferencias en la capacidad de union de los estrogenos a sus receptores en el lado
der_echo__o izquierdo de: las diferentes regiones cerebrales qu‘e son “bl,ancci de sus
acciones (Rosie y éol 1990).

Se ha suger:do que las neuronas dopamlnergscas que proyectan hacia el area

preophca son blanco de los efectos esnmulantes de los estrogenos en la regulacion



g

de la liberacion de las gonadotropinas (Wilson y col., 1991). Nuestros resultados
muestran que el bloqueo de la informacion dopaminérgica de POA-AHA afecla la
respuesta de los somas GnRH-érgicos a la liberacion fasica del péptido lo que
provocaria una disminucion en la produccion endogena de los estrégenos.

El hecho de que el reemplazo hormonal con la GnRH y los estrogenos en los
animales con implante unilateral de haloperidol realizado en estro no sea capaz de
restablecer una cuota de ovulacion normal, podria indicar que el sistema
dopaminérgico de POA-AHA participa en los mecanismos neurales que regulan el
desarrollo folicular def ovario, idea que ha sido sugerida por varios aulores (Burden
y Lawrence, 1977; Dominguez y Riboni, 1971; Mizunuma y col., 1983, Nance y col.,
1983).

EXPERIMENTO No.3

ANALISIS DE LA PARTICIPACION DEL SISTEMA DOPAMINERGICO DE POA-AHA
EN EL DIA DEL ESTRO: BLOQUEQ UNILATERAL INDUCIDO POR EL IMPLANTE
DE UNA MEZCLA DE HALOPERIDOL+COLESTEROL EN RATAS ADULTAS.

Objetivo.- Ari_ali_zar la sensibilidad del sistema dopam»in'érgico de POA-AHA, por
efectos del implante unilateral de diferentes.cantidades de haloperidol sobre
la ovulacion espontdnea de ratas adultas con ciclos estrales de cuatro dias.
Dado que el implante de 10.0+0.3 ug de haloperidol a las 13:00 h del estro
vaginal, en el lado derecha o izquierdo de POA-AHA,  blogued la ovulacion de fos
animales y dado que se han descrito resultados que.indican que, en este dia del
ciclo, el sistema colinérgico de las mismas areas pariicipa de manera '_Iéter’éii;ada _
en los mecanismos neuroenddcrihoé que regulan la ovulacic'm (Cruz y col., 1987), se
decidié analizar la pariicipacion del'_sistema dopaminérgico del lado derecho o
izquierdo de POA-AHA sobre la respuesta ovulatoria de ratas adultas ciclicas a un

implante unilateral con la mitad de la dosis de haloperidol utilizada en el

~ Experimento No.1.

Para ello, a las 13:00 h del dia del estro, a los animales se les introdujo dentro de
la canula permanente otra canuta (canula interna: aguja de acero inoxidable del No.

25) de 8.0 mm de longitud, en cuya punta se colocaron 10.0£0.4 pg de una mezcla



en cristales de haloperidol + calesterol (1:1). El farmaco fue expulsado dentro del
lado derecho o izquierdo de la region POA-AHA con la ayuda de un alambre de
acero inoxidable mas delgado que ia canula interna [Esquema 3.

Como grupo testigo se utilizaron animales a los que se les implantaron 8.0£0.2 g
de colesterol en cristales (Sigma) en el lado derecho o izquierdo de POA-AHA, a las
13:00 h del dia del estro.

Todos los animales fueron sacrificados en la mafana (09:00-10:00h) del dia del
estro esperado del ciclo estudiado.

En el caso donde el tratamiento realizado bloqued la ovulacion, se procedio
analizar la funcion del hipotalamo por medio del reemplazo de la sefial GnRH-érgica,
inyectando 3.5 pg de GnRH sintético s.c. (Sigma) a las 13:00 horas del dia del
proestro esperado, de la manera descrita en el Experimento No.2 .

Asi mismo, para analizar si el sistema feedback estimulante de los estrogenos fue
modificado por el bloqueo unilateral del sistema dopaminérgico, en el modelo del
animal con implante unilateral del farmaco en el que se blogued la ovulacion, a las
13:00 horas del dia del diestro-2 esperado se inyectaron 10 g de benzoato de

estradiol s.c. (Sigma), de la forma descrita en el Experimento No.2 .

RESULTADOS
~ Implante unilateral de farmaco diluido realizado en el dia del estro

Los efectos del implante unilateral con la mezcla (1:1) de haloperidol + colesteral
en POA-AHA a las 13:00 h del dia del estro, fueron diferentes en funcion del lado en
- €l cual se realizd el hloqueo de la informacion dopaminérgica. El implante en el lado
derecho de POA-AHA bloqued la ovulacion en todos los casos, en tanto que el
izquierdo no afectd la ovulacion. No se observaron diferencias en el peso de los

ovarios ni del Utero (Tabla 11).
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Tabla 11. Tasa de animales que ovularon en el dia del estro esperado (Tasa
Ovulatoria) y media t e.e. del nimero de ovocitos liberados, del peso (mg/100g
de peso corporal) de los ovarios y del utero de los animales a los que se les
realizé un implante unilateral con una mezcla (1:1) de haloperidol+colestrol
(HLP+CQL) o con colesteral a las 13:00 h del dia del estro en el lado derecho o
izquierdo de las areas preoptica e hipotalamica anterior (POA-AHA). Todos los

animales fueron sacriticados en ¢l dia del estro esperado.

g e vtmaye v esa et o e

Tasa | Numero de | Peso delos | Pesodel |
Grupo Lado Ovulatona QOvocitos Ovarios Utero
Colesterol | Derecho 8115 | 119106 | 29.7:13 | 19247
HLP+COL |Derecho gt | 0 | 307108 18719
Colesteral |lzquierdo 6/15 120£10 | 296$09 | 217:9
HLP+COL |lzquierdo 5/8 102406 | 33.1+1.8 203412

* p<0.05 comparada con el grupa con colesterol y con HLP+COL del lado izquierdo (Prueba de
probabilidad Exacta de Fisher).
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El reemplazo hormonal con GnRH a las 13:00 h de! proestro esperado restablecio
significativamente la ovulacion en los animales con implante del farmaco diluido en
| tado derecho de POA-AHA. El nimero de ovocitos liberados fue semejante al del
grupo tratado con colesterol y GnRH (Haloperidol Diluido+GnRH: 9.5£1.5;
Colesterol+GnRH: 10.9:0.9). La administracion de la hormona no modifico el peso
de los ovarios ni del utero (Tabla 12).

Tahla 12. Tasa de animales que ovularon en el dia del estro esperado (Tasa
Ovulatoria) y media t e.e. del nimero de ovocitos liberados, del peso (mg/100g
de peso corporal) de los ovarios y del dtero de los animales a los que se les
realizé un implante unilateral con una mezcla (1:1) de haloperidol+colesterol
(HLP+COL) a las 13:00 h del dia def estro en el lado derecho o izquierdo de las
areas preoptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) y una inyeccion de 3.7 pglk
de hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) a las 13:00 h del proestro
esperado y luego sacrificados en la maiana siguiente.

" Tasa | Numerode| Pesode | Pesodel

Grupo Lado | Owulatoria | Ovacitos |los Ovarios| Utero
RipicoL  [Berece | o8[O | 307408 | Tie7ae
HLP+COL+GnRH | Derecho 506 * §2¢23 | 35.743.0 | 220813
HLP+COL lzquierdo | 518 102406 | 331418 | 20312
HLP+COL+GnRH | lzquierdo 34| 100817 | 307414 | 1745

* p<0.05 comparacio con el grupo con Halopetidol (Prueha de probabilidac Exacta de Fisher).

La inyeccion de benzoalo de estradiol a las 13:00 h del diestro-2 también fue
inefectiva para restablecer la ovulacidn en aquellos animales con bloqueo de la
informacion dopaminérgica del lado derecho de POA-AHA en el dia del estro pero si
fue efectiva en los animales con bloqueo del lado izquierdo (Haioperidol‘Diluido:
8/12 vs. Halopéridol: 0/10, 0<0.05). El peso del L‘it_e_ro" se incre_menié
s'ighificétivamente solo en los‘aniniales con implante d_el lado iéq'uierdo que fuerbﬁ

tratados con los estrogenos (Tabla 13).
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Tabla 13. Tasa de animales que ovularon en el dia del estro esperado (Tasa
Owvulatoria) y media t e.e, del nimero de ovocitos liberados, del peso (mg/100g
de peso corporal) de los ovarios y del itero de los animales a los que se les
realizé un implante unilateral con una mezcla (1:1) de haloperidol+colesterol
(HLP+COL} a las 13:00 h del dia del estro en el lado derecho o izquierdo de las
areas preoptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) ¥ una inyeccion de 10 g de
benzoato de estradiol (BE) alas 13:00 h del diestro-2 y sacrificados en la
44 horas mas tarde (estro esperado).

Grupo Lado Tasa { Numero de | Peso de los Peso del
_ Ovulatoria | Qvocitos Qvarios Utero
HLP+COL  |Derecho o8 | 0 30.7608 | 167£9
HLP+COL+BE |Derecho 0/4 0 36.5¢2.6 | 19044
HLP+COL Izqute}do 5/8 1710.2106 33.1+1.8 | 20311 2
(HLP+COL+BE |lzquierdo |  3/4* | 5733 | 34.3:2.3 | ""?fséilz “

* p<0.05 comparido con fos grupos unplaitqados en ef fado derecho (Prueba de probabididiad Exacta
de Fisher); ** p<0.05 comparado con los grupos con unplante uniateral sin reemplazo honmonal
(Prueba de t de Student).

Efectos del implante unilateral de la mezcla 1:1 de haloperidol+colesterol
sobre las tasas de cornificacion vaginal, diestro vaginal , proestro vagmal y de
ttero distendido. .

El implante unilateral en el lado derecho de POA-AHA con 10.044.0 ug de una
mezcla de haloperidol + colesterol (1:1) resulté en un decremento en la tasa de
animales que presentan un fr_dtis caractéristico de estro al momento del sacrificio al
comprarlo.con el grupo testigo absoluto y con el grupo que recibio el implante del
lado izquierdo; el 75% de estos animales presentaron un frotis tipico de diestro.'-No
se observaron di_férencias significativas en la frecuencia de utero dislendido (Tabla

14).
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Tabla 14. Tasas de animales que en el dia del estro esperado presentan
cornificacion vaginal, frotis tipico de diestro o de preoestro y utero distendido
al sacrificio después del implante unilateral de 10.0+4.0 pg de una mezcla 1:1
de haloperidol+colesterol 6 con 8.0+2.0 ug de colesterol a las 13:00 h del dia
del estro, en el lado derecho o izquierdo de las areas predptica e hipotalamica
anterior (POA-AHA).

A Tasas de : B R
Cornificacion| Diestro Proestro Utero
Grupo Vaginal Vaginal Vaginal | Distendido
"~ Testigo Absaluto 1212 0/12 0/12 0/12
Colesteral 20/30 8/30 2130 8/30
'_ﬁaoper_iagl+cmesteml ) I
‘colocado en el lado B e
Derecho 118 * 718 o8 | o8
Izquierdo 6/8 o8 | 28 | 2/8
L

* p<0.05 comparado con todos fos grupos (Pruebi de probibilidad Exacta de Fisher).

Los resuitados de este estudio nos permiten sugerir que el sistema dopaminergico
de POA-AHA en el dia del estro presenta lateralidad funcional sobre la regulacion
neuroendocrina de la ovulacion. Al parecer, el lado derecho de POA-AHA en esté
dia del ciclo es mas sensible al bloqueo de los receptores dopaminérgico que el
izquierdo.

- Se ha observado que el bloqueo unilateral de los _receptdres calinergicos
rnuscarinicos de POA-AHA a las 13:00 h del estro, diestrd-1 y diestro-2 interrumpio
significativamente la ovulacién de ratas adultas ciclicas. En el dia del-estko’; el
sistema colinérgico esta lateralizado, ya que el blogueo inducido por el implante de
atropina en el lado derecho de POA-AHA bloguea la ovulacién, mfentras_ que el
“implante en e!’lado izquierdo no afecta la respuesta ovulétoria de los animales
(Cruz, y col., 1989). Nuestros resultados son congruentes coh dichas obs'ervaciones.y

por lo que es posible que en el dia del estro los sistemas colinérgico y
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dopaminérgico del lado derecho de POA-AHA comandarian los eventos
neuroenddcrinos que culminan con la ovulacion,

l.a lateralidad funcional de POA-AHA que se manifiesta en el dia del estro puede
estar asociada a las diferencias en el contenido de GnRH en el lado derecho o
izquierdo del hipotalamo medial basal (Gerendai, 1979), de tal manera que el
hbioqueo unilateral de la informacion dapaminérgica (y colinérgica) afecte las senales
necesarias para que se produzca la descarga preovulatoria de la GnRH en la tarde
del proestro.

El bloqueo de la informacion dopaminérgica del lado derecho de POA-AHA con
una dosis menor de haloperidol sigue impidiendo que los estrogenos ejerzan su
accion feedback eslimulante en la tarde del diestro-2, lo que no ocurrio con el

implante del lado izquierdo.
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DISCUSION GENERAL

Los resultados de este estudio nos permiten sugerir que la secrecion
preovulatoria de la GnRH en el dia del proestro, que precede a la ovulacion,
depende de fa funcion del sistema dopaminérgico de POA-AHA durante los primeros
dias del ciclo estral de la rata. El bloqueo del sistema dopaminérgico durante fos
dias del estro y del dies‘;tro-'t indujo un bloqueo significativo de la ovulacion. Al
parecer y al igual que en el sistema colinérgico de estas areas, el lado derecho de
POA-AHA es el que comanda la secrecion de GnRH en el dia de! estro (Cruz y col.,
1989). |

El bloqueo de los receptores dopaminérgicos de PCA-AHA, inducido por el
implante unilateral haloperidol, afectd la respuesta ovulatoria de los animales, asi
camo las frecuencias relativas del estro vaginal al sacrificioc y de la presencia de
utero distendido, en funcion del dia del ciclo en que se realizo la intervencion. El
bloqueo sustancial de la ovulacion durante los dias dei estro, diestro-1 y el parcial
durante el diestro-2, nos lleva a sugerir que el sistema dopaminérgico de POA-AHA
participa de manera importante en los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
ovulacion. Este papel del sistema dopaminérgico ;}udiefa eslar relacionado con las
acciones de las diferentes hormonas esteroides sohre los somas dopaminérgicos, ya
que se ha mostrado la presencia de receptores a estas hormonas en estas neuronas
(Sanhera y col., 1991). -

La informacion dopaminérgica que llega a POA-AHA proviene del grupo de somas .
del area A11, A13 y A14, denominados en conjunto coma sistema dopaminérgice
incerto-hipotalamico (Bjérklound y ccjl, 1975). La lesion electrdiitica bilaterall a nivel
de los somas A13 de la zona incerta de ratas hembra adultas blocjueé la liberacion
preovulatoria de la LH "y de Ia,prolactina‘ en el 70% de I_osan.imales, lo que permite
sugerir una participacion significativa de la informacion dopaminérgica proveniente “
de esta area en la regulacion de la Iiberacién fasica de la LH y’AIa' br’olactina'
(Sanhera y col., 1991), por lo que los resultados obtenidos con el bloqued de _Ioé
receptores dopaminérgicos de POA-AHA son congruentes con estas observaciones.

La posibilidad de que los somas dopaminérgicos A13 estén rela'cionédds con la

regulacion de las funciones sexuales deriva de otras observaciones: 1) en la rata la
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lesion de la zona incerta medial (que contiene a los somas A13) reduce la
concentracion de GnRH en la eminencia media (Wilkes y col., 1979); 2) la inyeccion
de fenobarbital dentro de la zona incerta medial bloquea la ovulacion (Mackenzie y
col., 1989); 3) la tasa de recamhio de la dopamina se incrementa en la zona incerta
medial al momenlo de la liberacion preovulatoria de LH en el dia del proestro
(MacKenzie y col., 1988); 4) los somas dopaminérgicos de la zona incerta estan
involucrados con las acciones feedback estimulantes de los estrogenos y la
progesterona sobre la descarga ovulaloria de la LH (Sanhera y col., 1991; Wilson y
col., 1991).

El bloqueo del sistema dopaminérgico de POA-AHA en el dia de estro redujo la
tasa de animales con cornificacion vaginal sin afectar la tasa de animales con utero
distendido, lo que se acompario de un incremento significativo en la frecuencia de un
frotis vaginal tipico de diestro, lo que nos permite sugerir una alteracion en la
secrecion de progesterona acompanada de la caida de los estragenos. De igual
forma, la interrupcion de la informacion dopaminérgica en el dia del diestro-1
también indujo un bloqueo de la ovulacién acompafado de una disminucién de la
frecuencia de cornificacion vaginal; en estos grupos experimentales la frecuencia de
un frotis vaginal con leticacilos no fue estadisticamente diferente respecto al testigo
absoluto y al testigo con colesterol; sin embargo, la tasa de animales con ulero
distendido fue mayor en los animales con implante de haloperidol en el lado
izquierdo respecto al derecho, hecho que nos permite sugerir la posibilidad de una
accion disimil del sistema dopaminérgico sobre la generacion de senales
neuroenddcrinas que modulan {a secrecion de estrogenos y progesterona.

El bloqueo del sistema dopaminérgico de POA-AHA durante el diestro-2, afecto
relativamente la respuesta ovulatoria de los animales, mientras que en el dia del
proestro no modifico las tasas de owvulacién, de cornificacion vaginal ni de la
presencia de Utero distendido. |

Estos hechos en conjunto nos permiten sugerir que el sistema dopaminérgico de
POA-AHA participa en Ja regulacién de los mecanismos neuroenddcrinos que
culminan con la ovulacién de manera diferencial durante el ciclo estral. Se ha

observado que la administracion sistémica de 2.5 mg/k de peso de haloperidol a
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ratas aduitas ciclicas induce un bloqueo diferencial de la ovulacion, que es mas
significativo cuando la inyeccion se realiza durante los dias del estro y del diestro-1,
con un bloqueo parcial cuando se interrumpe 1a informacion dopaminérgica en la
manana del diestro-2 y en la tarde del proestro (Dominguez y col.,, 1987).

El hecho de que la inyeccion sistémica del haloperidol afecte la respuesta
ovulatoria de los animales en el proestro y que el implante unilateral en POA-AHA no
lo haga, podria indicar que en 13 regulacion de la ovulacion participan otro u otros
sistemas dopaminérgicos fuera del de POA-AHA en el dia del proestro.

El efecto estimulante de los estrogenos en la tarde del diestro-2 requiere de la
integridad funcional de los sistemas dopaminérgicos y colinérgico en el lado derecho
de POA-AHA. En diferentes experimentos, la administracion de estrogenos a ratas
con implante de haloperidol, atropina (Cruz y col., 1992) o pilocarpina (Lopez y col,,
1993) induce la ovulacion solo cuando los farmacos se implantan en el lado
izquierdo de POA-AHA, pero resulta ineficaz cuando el implante se da en el lado
derecho.

Por otro lado, e} feedback estimulante de los estrogenos sobre la ovulacion no se
presenta en ratas adultas con una lesion unilateral en el lado izquierdo del area
hipotalamica anterior (Moran y col,, 1994). Tales diferencias pueden ser explicadas
basados en el momento del implante y la inyeccion de e_slrélgenos_ (48 horas) y la
lesién y la inyeccion (mas de 25 dias). Para_ekp!icar estas v'discrepancias,_ hemos
propuesto previamente'que en el ‘lap’so mayor se pukeden desarrollar mecanismos

neurales de compensacion (plasticidad neuronal) (Moran y col, 1994).
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CONCLUSIONES

1) La participacion del sistema dopaminérgico de las areas preaptica e hipotalamica
anterior en {os mecanismos neuroenddcrinos que regulan la ovulacion espontanea,

varia durante el ciclo estral de la rata.

2) Durante los dias del estro y del diestro-1, la informacion dopaminérgica que llega
a las areas preoptica e hipotalamica anterior es necesaria para que el animal ovule

en el dia del estro esperado.

3} La informacion neural que transcurre en las estructuras extrahipotalamicas, que
se ubican por encima y por fuera de las areas preoptica e hipotalamica anterior,
también participan en la modulacion de los mecanismos neurcendocrinos que

culminan con la ovulacion y la regulacion del ciclo estral,

4) En el dia del estro, la sensibilidad de los receptores dopaminérgicos del lado
derecho de las areas predptica e hipotalamica anterior al bloqueo farmacolagico con

haloperidol, es mayor que la del izquierdo.

5) La ausencia de ovulacion, inducida por el implante unilateral de haloperidol en
las areas predptica e hipotalamica anterior, es resultado del blogueo de la liberacion

preovulatoria de la GnRH que ocurre en el dia del proestro.

6) El bloqueo unilateral de la informacion dopaminérgica en las areas preoptica e
hipotalamica anterior, que se traduciria en la alteracion de la secrecion lén‘ica de la.
GnRH durante el ciclo estral, origina la falta de secrecion enddgena de los

estrogenos.
7) En el dia del estro, el lado derecho de las areas predptica e hipotalamica anterior

actia como un centro importante para que se produzca el efecto feedback

estimulante de los estrogenos en la tarde del diestro-2.
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PERSPECTIVAS

Los resullados del presente trabajo apoyan la idea de que en la rata existe
lateralidad funcional en los mecanisinos neurcendacrinos que participan en la
interaccion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario y que culminan con ia ovulacion. Sin
embargo, ante las limitaciones del modelo experimental utilizado los resultados
mostrados son insuficientes para respander las siguientes preguntas:
¢La inhibicion de la respuesta ovulatoria por la interrupcion de la informacidn
dopaminérgica de POA-AHA al inicio del ciclo es resultado del bloqueo de los
receptores dopaminérgicos de las neuwronas GnRH-érgicas? o bien, ;que otras
neuronas que modulan la acttwdad de las neuronas GnRH-érgicas son influidas por
la informacion dopaminérgica que llega a POA-AHA?

Las diferencias en sensibilidad de las peuronas GnRH-érgicas en ambos de POA-
AHA son el reflejo de la presencia de un mayor numero de ihterconexiones hacia
las neuronas? o que en el dia del estro ;las neuronas GnRH-érgicas del lado
derecho tienen mayor actividad metabolica que {as del izquierdo?

¢ Que subtipos de receptores dopaminérgicos de POA-AHA estan involucrados en la
regulacion de los mecanismos neuraenddcrinos que culminan con la ovulacion en la
rata? Si se expresaran diferentes sublipos de receptores a dopamina en POA-AHA
$estos presentan variaciones en su numero, su  expresion o ambos, durante e
ciclo estral de la rata? ‘

La asimetria en el mecanismo de relraconirol que ejercen los estragenos en el dia
del estro sobre la ovulacion espontanea es resultado de la expresion lateralizada
de receptores a estrogenos en POA-AHA o© én otras areas del SNC que estan
influenciadas por el sistema dopaminérgico? ‘
¢Existe una via neural directa entre el sistema dopaminérgico de POA-AHA y el
ovano? De existir esta via neural dependiente de la actividad dopamlnerglca de
POA-AHA ¢ como esta actuando a nivel del ovario en la regulacion de la ovulacion?
Al parecer la informacion neural que transcurre dorsal a POA-_A_HA participa de
manera importante en la regulacion de la ovulacion, pero ¢sobre cuales estructuras
neurales asociadas al proceso de la ovulacién'_ejerce su influencia? ,Es esta

informacion extrahipotalamica {a que conecta directamente con el ovario?
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INVEH VEMENTOF PROYTAGLANDING IN THE SUPPRESSTON

17 OF NYPOTHALAMIC GONADOTRUPIN REVLEASING HORMONE

PULSE GENFRATOR ACHTIVITY BY TUMOR NECROSIS FAC

TOR o IN VHE RAT Mavugt Nuhhara® and MiSeong Yoo *

artment of Vetenuary Physmlngy, Veretinary Medical Saience, The
aevensny of Tukyo. Tokyo, fapan,

Umder siress canduions such as infecuous and nenplastic discases,
reprinhtive function it knawn ta be wpprened.  In eeapoase w invaive
surtuli, a lerge amaunt of e neceasis Cacior-g (TNF-al iy produced by
o Hivaied Taacmphages amd anncytes, and recagnized 1o play pivotsl roles in
whe voundination of the host defense mechaniami. The purpose of the present
study win 1) 10 chucidate whe effect of 'I‘NFn'm the elecingat mwng of
nypothalubie gonadompin fekeazing honmnone (GnRit) pube generatoe, which
aubated @ Cawade of neumendocnne events that sre reyuired for the memal
reproduchive pnwesses, and 1w examine the possible involvemeny of

antaghinding i mediating the effect of TNF.a on GaRH pulse geacratoe
aitvity  Ovanecnnnized rats were finied with chronically implaneed electnde
armays 1 the medial basel hypathatusius, and muliunit sciivity (MUAY was
munpared from (reely moving amimals.  Blood rainples were withdmwn
gvery b it through the indwelling atnal cannuta for the detepnination of
serwn lueimzing barmune (LD fevel. Bunng a pretreatment control penod,
characiemabic ingreases tvolleys) sin MUA aysociated with the imibation of exch
{11 putse were reconded about every 20 min.  Afier a single bolub injechion of
TNFE-o (8 pg) wes antravenously adminisersl, MUA volleys ocured st
regubar sttervals for about | ha, but thereafier ihe wnterval way significanily
rodonged for o few hours and theo retuned W the cantrol Jevel
atraceaehiventneular acmititravion of TNF-a (30 ag) through ¢ chronically
aplasted cannulain the lateral venmele sumlaly proloaged the iniervat
herweett MUA valleys  These chinges tn the anterval betweett MUA volleys
weve Tathfully cetected by the pulsaule LH secreonn On ibe other hand,
nerber travenous nod insraverebicventnoslar injecnon of TNE-a alfected
MUA solley imenad when adimumstered 10 mn ahier avravenous i ection of
ardomethacin Ch g lodg BW), 4 eycdoony genase iphibalor  tgecnon of
undomerrant abone dud pen have any eltent oo the volley isterval These
resudty waggest that TNE oL prodin el eiher i ibe penphecsd basie ofn the
biawn, deady 10 s adevteane an GinREE pubse treguency wob g cessliint
suppressinn of eproduciive functian, and tha the FNE o acnon on
hyperbalamic GaRH pubae generaor ntay be medisied by prostagbanding

19 ® gp¥B REPLACEMEKT DID ¥OT RESTORE OVULATION IN
RATB WITH UMILATERAL LESBICOR IN THE ANYGUALA.
¥.A.Sanchaze  snd  R.Dominguez. Biology: of
Reproduction Research Unlt. FES~Zaragaza. AP
9-0290, CP 15000, Kéxico O.F. México. .

. The hypothalamic wechaniswms ruqm;l«itlriq ovulation.
- presants asymmatry and lateralizatlon which varles

during the estrous cycle. To analyze it tha partici-

.pation of the amygdala in the requlation of . ovula-~
tiop is also asymmetris, the atfects of . a unilateral

lyaion of the right{R) or lefu(l}) - amygdala dona op
sach day of the satrous eycle on ovulation cccurring
after 2 consocutive 4-~day cyclas, were analyzed,
Alao, thae effects af GNRH injection on proestrus (P)
af thaose animals with an alteration in- ovulation
proveked by the lesion, wera studied. o

The ovulation rate (OR) in aham operated rats was
8/8, tha left ovary (1Q) released 6.42)1 ova and 4.8t
.7 the right one (RO}, When the lasion in the N~
amygdala was done  on -diestrus 1. (D}),. 4/8: rate
ovulated (p<0.0%.ve. sham}, the 1O relaased 2,3%.9
ova (p<0.05) and 6.0f£1,5 the RO. The OR in rats

lesioned on P was normal- (6/6 and 4/4}, .The -number -

of ova shed by the RO of thae rats with a lesion “"in

the R-amygdala, howavaer,. was very low {2,0%1.4). The

oR. and ‘pusher “of ova shed by. rats lesioned  op
estrus, D2, or in the L-aaygdala in Dl were similar

to sham. ' The injection of GnRH, 3.7% ng, 48h after -

placement ‘a ledion  in the R- or L- amygdala ln D1
did not vreatora aovulation (lesleon. in- L-~amygdala¥

GnRH 4/711; lesion in R-amygdala+GoBH 4730 ovulated]
Tha differences ln ovulation induced by a- lesion the -

R-or L-amygdala and its depondence on the day of the
sstroua cycls, suqgest that  the participation of

this area on the requlatiop of _ ovulation '{s

partially asynmetric and .varies during the estrous

©.ecyela, Since tha GnRH injection did not restore

ovulation, the existence of -some neural connuction
betwoen the amygdala and the ovaries {as suggusted.
Supported by DGAPA, PUIS and CONACYT S

. ‘.p N |

18 OVULATION BLOCKADE IMDUCED BY UMILATERAL
INPLANTS OF NALOPRRIDOL {RL¥) 1IN TER
VRARBOPTIC-ANTERION NYPOTHALAMIC ARMAG {FOA~
AR} DURIMG TRR RETRUS CYCLE OF THKE RAY,
J.L.Kordne and R.Dosingues. Keproduction
Remaarch Unlt, FrEg-Zaragoss, UNAN ARY-020,
cP1sco, Mawico City.

In the rat, participation of the cholinwrgic
wyatew of POA-AHA In the requlation or ovulation is
asyanetric and varies during tha estrous cycls,
Then, it waa dacided to analyie it the
pevticipation of the dopaminsrgic system af POA~AHA
is also asymmetric and laterallzed. Cyclic 4-day
rate wars ilaplanted {n the pight () or laft (L)
side of POA-AHA with HLP, a dapamina (DA] receptor
blocker, ar. cholesteral (CHaL), at 13:00 h of
satrue (E), dlastrus-1 (D1} or proestrus (P}, and
autopsied an the expacted day of E. Results are
shown ln the table:

Day lmplant Ovulation rata Number of ova shud

B ClHOL-R-L 14730 ©11.910.8
HLP-R 17110 12
HLP-L 0/10% _ 0

D! CHOL-K-L 6/10 ST IR
HLP-R iy 0
HLP-L 0/8e : o

) CHOL-R-1, 16716 11,5219
=g 6/6 11,510.8
HLP-L 575 11.2t1.0

Present regulta show that for norral ovulation the
function ot the POA-AHA OA aystem la neceusary av
the beginning of the cycle. Since the injection of
HLP on P blocked ovulation, we can  asuupe that
ather DA system plays an atinmulatory role in the
requlation of gonadotrophin secretion related to
ovulatioh, Since no differences in the  inplants
placed in the R or L side of POA-AHA were ahbnarved,
the asymwetry observed in the cholinorgiv systems

- dour not oucur with OA asystes.

suppurted by PULS, CONACYT aml DGADPA,

THE RIGHKT AND LEFT QVARIED OF THI ADULT RAT.
- TEHROUQHOUT YHE XSTROUH4 CYCLE. R, Chavez "and
G, Castale, Reprod, Res. Unit., FES-2aragoza.
UNAM AP9-020, CP1%00 México, D.F. ant TIBCE?,
Mantavideo, Uruguay. = = . . . <

The - neuroendocrine .’ wechanisas  controllipg -
ovulation are lateralizad, and- the differences in
the ovulatory ability by the right-and left ovary
partially  depend ‘on . ovarisn - {sharvstion. . To
understand such differences;  the ovarian vantent
of HE in the right and.laft ovary during  the estrus
eycle was studioed, T o L
The right and laft ‘avary of cyclic ‘adult. female

vatu of the .GlIZ-V strain, @acrificed batween 10.00
to 12,00 h.oon eatrus (E), diestrus V(D) diestrus -

2 (D2), . or prosstrus.. ({P) .were = used ' for
quantificatfon of ‘NE by HMLC, .. 0 0 e T YT
The results obtained are:present in. the table:

Day n -Ovary . -Meight' ' . Content |~ Concentration .’
TP AR ¢ - } I B L ) (/ey}
CE 6 lote 26.387,1 0 14,782,200 0,63G0.01
6 right -~ 245482.4 . 38,4¢6.7ab 1,610, Ma
DY 8 left o 250482,2 0 13.2¢1.60 0 1,580,010
C 8 right . 24.4%2.5 - 16,5t2.7 9,102
Dz B left. 26.9£2,0 | 16,0:1.4 5.610,04
: 7 ‘right 27. 422,74 0 25.5110.4 ‘1,020,207
10 lefe 30,722,187 4ra6Nb 1920070
L8 .right - 30.82).4. - 2}, BEI Qa4

a, P<0.0L va. left ovary same day .
b, P<0.01°va, same avary, other days of the cysle -

© Prasent rasults. show ° that the uvvarian content

and concentration of HE varies in the estrus cycle, .
with a different  pattern in_ the right  and . left.

ovaries in E and B, These results could explain
the Jdifferences in ovulatory ability by the ovaries

_previously. described.. ; -
“Supported by DGAPA, PUIS-UNAH and CONACYT,
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CLAECTN DEL BLaJUEO et nTERnL, DEL STSTEMA  DOFAMINL -

GICO (DAY DE LAS AlilAS FREOFTICA B HIPODTALARMICA

MAITERTOR OO0 oAby S00GE Ly QVULAGCTON ESFORTANEN  DE

PV RATA ADULTA. Mordn Jobhuss, tndag ve Investingac1dén

on Boologla doe dla Repeadueeian, FES Jaragoca, UNAR,
Coisten edentias do gue 1a unidad PUOAAHN  caorcoe

i rontirel  asimetrioen en la regualacian de la

vl aon de s rala, yo aue el Llogaeo unilateral
dol saistema calindegion del Tado derecha de PO0 Abd
realisoda en ol dia det eatra, 1mpide la avalarioan on
tanto gue ) Llonueo el Tado izaguwierdd no Ja afenta,
Fara averiguar s el blogueo del sastema DA de  FOO-
A ofecta la avulacion de la M1 GMA. Mmanera, s
utilizaron ratas atdulcas  con ciclog estirales
regnlares de d-dloac: a las 12000 h del dia del evtro
vainal a los animades se les admimistraron [0 g de
halapardoel oo el lado derechoa o 1z erdo de #00-
AHAL Un grupo testigo fue wmplantado con 10 pg  de
caleateral dun la misma foraa, Todos  los  animales
fugron sacrificados en la mahana del estro  aesperaco.
Los resultados se muestran on Ja siguiente tabla:

O FPROPORCHIM DE ANIMALES OVULANTES
lLadao \ laplante COLESTERDL HALOPERINDOL
DERETHD B/71iG 1711 »
1IQUTLERDO &/15 /10 »

# pu i comparado con @l Implante con Colesteral.,

La  administracidn de GnRH en el proestro  ssperado

rertablece parcialmente Ja ovulacidn en lok . animales
can blaguen unilateral (7719 va 1/721), El tratamiento

con benzuato de astradiol no restablocid la ovulacidn
en lus animales cen hlogueo del lado derecho (G/78)
paro  si la hizo en las animales can ¢l implante  del
lada izquietrdo {8/8). Estos - -resultoedos muestran que

la informacion dopamingrgica. que so genera en el  din
del estro participa ra manera importante sn las

mecsiismos neuraenddcrinogs que regulan la  ovulacion,
La ausencia de ovulacion seria el resultade de  la
alturacion de Ja secrecion preovulatoria de GnRH, * Al

paretuer, . &n @) lado derocho de POA-AHA S emiute  un
centro’ qus  es impartante para que  se  producca el
afecta  feeoback estimulante de los  estrogenos. Es
ponible que la informacidn eatralpotaladmica en ashos
lados del cerchro teagan un papel importante en esta
regulacaon, ya ove  la steple introduccidn de la
cdnula  wvacta bloaguea parcialmente la ovulactidn
{(cdnula vaclsr L1/90 ve cin ecolesterals $4/30) .,

‘Apuyndn par FUIS, CONACyT y DGARA,

CTU TG GLARDULAK FXDOR N0 EN ABENOHIPOIRIGIS DE
POY A tr o D UIN CASTT
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UN ESTUDIO DE LOS MECANISMOS NEUROENDOCRINOS SOBRE LAS
MODIFICACIONES DE LA OVULACION INDUCIDAS POR Bl BLOQURO
UNILATERAL DEL SISTEMA DOPAMINERGICO {DA] DE POA-ALIA

MordnL L. y Dominguez, R,

UIHR. FEN Zaragoza, UNAM, México.

La participacién del sistema colingrgico de POA-ALA en la regulacion de in ovalacidn
ed lnlernlizada y varfa durante ol ciclo eatral. Renultadon previos indican que Ia
participacion de] DA no serfa asimétricen, yn quo su bloqueo por el implante unilateral
can hinloperidol HILP) afeeta por ipunl tn eapacidad ovalatorin de los animates, Para
mnatizar fos inecaninmos nevrvendécrinos afectadon por el bloguen del DA, ratae ciclicas
con impinnte del HLE en o} Indo devecho {-D} o lzquierdo (-1} realizado en los dinn del
estrn o diestra 1 fusron tratadas con 3.7 pg/k de GnRRH a las 13.00 h del proestro.
Otros animales recibieron 10 g de bonzoato de eatradiel |BE) a 1aas 18,00 h del diestro
2. Los nnimalos freron sacrifieadon en ol sstro esperndo. Ln pmporcldn de animales
que avularan se muestra en la siguients tabla:

{Ha Fautin Uiaytiv 1
Grupo HLp.D HLP HLP.D HLP-|
8in‘Iratamiento Nt Wi wr w1

ol 4% R 11% 1) 6%
1% e 64 1] 4A

*¢ p<t).06 camparado cont los grupos tratadaos.
Estos reaultados mueatran quoe la susencin de ovulacidn serfa of resultado de la
alterncidn de la secrecidn preovulatorin de GuRil. £n of dfa dal estre el lado derecha
de POA-AHA actia comoun cantro importants para quo ko produzens ol efecto loedback
estimulante do los estrégenos.
Apoyndo por PUIS, CONACYL' y DGAPA.

Pas

INTERACCION ENTRE TEJIDO EPITELIAL Y ESTROMATICO AL INICIO DE LA
DIFERENCIACION TESTICULAR '

Moreno Mendoza, N. y Merchunt Larios. H.

Dept. Blol. del Desarrotlo., 1nat. de Invest. Bloméd. UNAM, México, ILF, México.

En el ratén, el gene Bry so oxpresa ol din 11 do la gestacion (dy), desencadenando una
serin do interaccinnes celnlares que tevan 1a diferenciacién de un testfculs a partiv
de In génada indiferenciada.

“h nuestro Inborntorio investigrinns los mecanismoa celulares que controlan la
morfogénesis del testfculs n partir de In expresién del Bry. Cultivando génadas de 11
dg, ostablecimos que e} mesonsfros ndyacente es nocesario pura la organizacidn do
o cordanes saminfferos, sin ambargo, la diferencincidn de 1ns células de Sartoli y de.
Leydig se lleva n cabo en gonndas sinladns, Obsorvamna qus células del estroma
wesondfrico penetran hacia [n goundn y probablemente participen an In organizacion
de los cordones. Pesteriormente, encantrutos que estroma proveniente de otros
érganoa también permite o arganizacidn de los cordones, por lo que la presencia de
células masondfricas no parece ser espectfica. Poatulamos que el gena Bry controlala
axprsuidn de gends Involucrados an 1a proliferacién y migracidn de cdlulaa autromﬁhcuu
necesarins para la diferenciacion del testiculo,
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RL BLOQUEO UMNILATERAL DREL OISTREMA DOPAMINERGICO [DA)
DB LAS ANEAB PREOPTICA B HIPOTALAMICA AMTRRIOR [FPOA~
AHA] AFECTA LA OVULACION BH LA RATAB ADULTAS
EOTINULADAS COH GnRE Y B8TROGENOA. MHordn J.Lula,
UIBR, ¥EB-Xaragosa, UNAN.

Bl bloqueo unilateral del DA de POA~AHA, inducldo

r el implante unilateral con haloperidol [NLP),
Topide la ovulsacidén esponténea de la rata adulta con
afactos que dependen dol dia del cicle estral en gue
sa realiza la intervencién. El inplante unilateral
con HLP realizado en el dia dal estro o diestro-1
bloqued = significativamente 1la ovulacién en los
animales tratados. Para anallizar los necaniemos
neurcenddcrinos afectados por el bloqueo del DA, &
ratas adultas ciclicas con implante de HLP en lado
derecho o lzquierdo de POA-AHA se lon aduinistraron
3.7 ug/kg de GnRH a las 13,00 h del proestro, Otros
animales reclbieron 10 pg de benzouto de estradiol
(BE] a las 13.00 h del diestro-2. Un grupo tastigo
fue implantado unilateralmente con colasterol (COL]
pero ho se les aduinistaron 1las hormonas.  La.
inyeccién de GnRH restablecié parcialmente 1la
ovulacién en los animales blogueados (19722 vs 1/3%,
p<0.01). La inyeccién de BE produjo ‘efactos
agipbtricos en funcién del lado y del dia del aiclo
en que s¢ realizd el bloqueo; 8blo el lnplanta con
HLP en al lado derecho de POA-AHA reallzado an el dia
del estro falla para restablecer la ovulaclén de los -
aninales (0/8 va 14/18, p<0.01), Bl nﬁmuro de
ovocitos liberados [NOL] por loa animales con COL fue-
semajante al de un grupo control nacriricado en estro
(COL: 12.0:0.4 vs Control: 12.0%0.3). El NOL t o.e.m. -
. se muestru en la sigulente tablas . -

| ‘Namero de ‘Ovocitos Libardos o
o Dia / Grupo Coleatarol ‘HLP + GnRH - HLP + BE

. Egtro - 12,0%0.3 T.61,9 ® 11 8:&09

Diestro-1 12.010,9  6.0%1.2 % 8.210.9 *

* p<0,05 comparado con al grupo con colesterol .
Los resultados muestran que la falta ds- ovulaclﬁn'

ser!u el resultado de la alteraci6n de la secrsbién.
reovulatoria de GnRH. En el dfe dal astro el lade

‘derecho do POA=ANA actfin comp un centro importante

para que se produzca el efecto feedback estimulante
de los estrégenos., El bloqueo unilateral del DA da =

POA~AHA en el estro o diestro-l afecta directamente
al ovario, {Apoyado por PUIS, comacyr y DGEPA}
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FFEZTG DEL I‘IGUTFH UNTLATERAT DEL STSTEMA ')f“?i':‘\HIN]{‘RGIF"W DY
LAS AREAS FREORTICA B HIFOTALAMTCA ANTERTIOR [FOA-AHA} SOBRE LA
QVULACICHE  ESPONTANEA DE LA RATA.  MORAN PLPAI%“ LJdL Ly
DOMINGUEZ CASALA R. Unidadl de Invoestigacién en Biologia de la
Reproduceisdn, FES-Zaragoza, UNAM, México, D.F.

%a ha observade que la participecidn del mistema colindrgico de
POA-AMA en la regulacidn de la ovulacién es lateralizada y varia durante
el ciclo egtral. Para analizar at el otstema deopaminérgico (DA} de POA-AHA
gn compnrta de la miswma forma, se eatudtd el efecto del blequeo dapami-
nérgico inductdo por el fmplante untlateral de halaperidol (HLPY en el la-
do derecho {-D} o irquierdo (-1} dn POA-AHA durante el ciclo eskxal de la
rata. Sa utilizareon ratas adulrvas con ciclon regulares de 1-diag y a las
13:00 h del estrao (E}. diestro-1 (D-1}), dilestro-2 (D-2] o proastro (P},
grupoys de animales fueron implantados unilaterxalments con LD ug HLP & con
8 pug de colejterol (COL) en POA-AHA. Todos los anwmales se sacrificaron en
la mailana del watro euperado del ciclo entudtados se disecaron la trowmpas
y #sa contd el nimero de ovocitos liberados. En loa. animales con implante
unilateral realizado en E y D-1 la proporcién de animales que ovulan en el
E esperado dlominuyd significativamente {JILP-D: 1/18 wva. COL-D: 14728
HLP-T: 0/17 va, COL-I: 12/25, p«0.0%], en tanto que el raalizado en D-2 y
P no la afectd (ILP-D: 11/14 wvn. COL-D: 16/17; HLP-I: 12/20 vs. COL-I;:
14/20, ns). El nimera de ovocitos liberados por los animales ovulantes no
pe modificsd por ninquno de los implantes. Para analizar los mecanismos
neuroanddcrinos afectados por al bloqueo del DA, otros animales con
implante de HLP-D & HLP-I realizado en los dfas del E y D-1 fueron
tratadas con 1.7 ug/k de GnRH @ las 13:00 h del proestro esperado. Otroy
animales reciblarxon 10 g da benzoato da estradiol {BE) a lag 13:00 h del
dlestro 2. Los animales fueron psacrificadcs en ol  estro esperado, La
proporcién de animales qua ovularon se muestra en la giguiente tabla:

Dra CEstro : Diesero 2

Grupo HLU-D  HLP-T HLP D HLP ]

Sin Trnrnmiﬂnto' 1/11 n/re 0/7 o/
cnRH 4/% 1/5 575 6/6

BE O/8 *c 5/% 5/6 /6

e ope. S comparyds cone g qrupes tratados.

_ Entog reaultados nom paermiten sugerir qua la - informacidn dopami-
érglica generada al {inicio del ciclo estral es esencial. para que la
ovulacidn Be produzca) .qua ol bloqueo da la ovulacidn es el repultado de
la alteracién da la secrecién praovulatoria de GnRH; que en el dfa dal
aatro al lado derecho de POA-AHA perfa un centro importante para que ga
produzea ¢l afacto faedbark estimilante de lau sgtrdgencs en la tdldﬂ dal
diestro-2.

llnuyadn paor FUIS, CONACYT » DGAPA LN 2109”3/
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l '; Sen DifTerences in Cuituy induced Retease of Hpothalamic
Narrpinephuine and GaltH in Rabilits a5 Measured by Micradiabpls,
Shu Pag Yang * KoY Lrancis Pas, David L. Hess, amd Haold G Spics
thvasion o) Repsoduoie Seivnes, Oiegon Regivaal Primate Reseaich
Comtrr, Beavepon, OR 91006

Gonpdutiepin releasiog hoteme (GREE and luteintzng bormone {EH)
wHr b ps vt by oty g fesake eabbuts, ami while nore puiephine (NE} 1
vabved an s peaneas, fhe iengrasl sequence fae NI effoais ss unclear Fuithestraue,
sitheagh mepcaens a ciculabag 11wl wsiosteane (1 adiey wwaiing onile rabbus
bove been incsmsastesily obawrved, shanges e mgle by pathabanue acotwheminals m
assonaatio w il e oitas innain g e desenbed o evpeament 1, we uttlized the dochmgue
ot redialysis (I3 to examsine sinilancaus hypothalamie NE and GaREb ielease
Belone, dunng and atwer maling in bty male and fomale rabbale Cach rabbit iecened »
feangal vein a sthethed awd a 3 guiketule daccied wowad e medoan emneme (M)
via b headpicie The Tyt dnes weee pavsed G gaggher roons where all samples were
vellectead wihout distudung abe anmials Avcusglaed pld samples (Karh's Ringer
Fhophate baddee, KR grd mtenmatiens o samples wene collegded a 10 aon niersals
fon Fhows Teshered, freely mosang ablas weie ¢ sposed tihear ustetbercd padoers o
HEanaanies i the begminng of fle S bowt by semoviug @ plerglang banies Coitud was
conbstiied By the preeseace of sporne i dhe vagima evels of Goftlt weae dewnmined by
t n-h.-.muuum..u.ny gtiay aud NE by HPLC with clecohienacal deieciron oy 8o
Rtk Caocematons af plasia | Hand PFRU were asaged by specdie RIAG Love ool
WU st reased oven e g values wbun JEimn o conoas (QUEC FRE o THE W
pramb 1 P 05y o the Tesmales and oetaned elevated b -2 b Lworeased Jesebs ad
Lol were alvo alwersed within 20 wa ol codus ¢ 17908295 vs 441 R ppand) and
Gl leseloarmamed elevated fn V4 b Concenitand surges ol plasea L aod PHE
went v welledt g e Ot 0 and 090, peak = 14740048 B aod 9024 )
ngfsdaespertanely For Ui and PrE pe 0 03E Mo sqpmbivanit Changes in any of thie four
T s were obwerved o shang e irmabes (ues) Ldewee, on signivant chauiges o
e desets o hypuoshialine ViadtlE amd K1 o plavna L and VRL wele alsensed in males
alier Vi o shane oaung -3, eacky Yo cendi thew s, Eapwimnent | s ay
wpeates) i inates witloi g0 beadgueces Eevels of plasma EHLPRE as welt ae T werr
div s Janged after comns (=44 ot shgar-mating (n-}  tiese imole abhats 1w,
these olners atiol Sapgron the mapniy of pablivhed iepons, aid e Latsiic with the
concrpt thar vexndly dingdpin wieshansos iegulanng GoRI and LEE seyretion are
rescat od e gabbe W condode et the by pothalsme patustasy gongdad aais in the dwe
seves ol valbbs sesponds dufeeemly o genaal stiostatann, and that the telease of
bypothalim NE sawcases i oo cononteny with, @ GitH susge i the fennake
{Suspponteal by NDH guaits RE TR, FIE- EREHS amd DK- 30 D)

315 THERE 5 NOT RELATIONSHIP BETWEEN SERDTONIN
CONTENT IN THE HYPOTHALAMUS AND OVULATION,

IN PRECPUBERTAL RATS WITH A LESION IN THE [JOHSAL

RAPHE NUCLEUS ( DRN).

ML, Ayata, J. Monroy® and 1. Dominguer. Blology ol Reptoducton Unil,

F 3 hmunu UNAM AP 9.020 CP 15,000 Maxicy, O.F. Ménkco,

Snyutonie participates in the neaurcsendocrina regulstion aof
il astcietion precading ovuletion, The wffacte of & Isaton
In the URN on firet oviulation, depsnd oo the sge of Lha
animat  when the lesion was dune parforsed. Yo analine 1f ths
changaa in ovulation depend on ths contant . of serotanin n
the hypathalamis, serotonin and ita matabolite wore
guantified by HPLC In rats with g laglon bo the DRH was done
parforaad on dsys 21, 34, 37 or 10 of sge. autopsied tha day
of first vaglnal sstsus. . . )

Talele shiwn the tepuits (exprevand as ng/ my of tialu_nlu

aroup Ovatation Hurber af ST S-H1AN
: rate uva shed . s
H oy . : .
Sham 19 K.iH10.6 0.9910.} TRTSUNT
1 exinn e RN | CHIthal s 0NT028
H Y o
Shain i Tt KT LIHLD
beaun (TITF] [RITY R AT . L0044
1 day o o
Shum /L : 17u4 0.3210.07 9.7 1007
evion W - LXTLAR (R TL X T I Y Y ST
1 day o : — '
Shan a6 - Ma4 09410 LRI HLM
levin - wige. | B ol W LNLINER

. I'-u 08 su shue Kroup, :

Frassnl resulis suggest that the sodifications n lpmutlunuul
nvulatlon  induced by LNK lesions, do not depand oo the
lwputllillhic llrntm:in contant,

Supportsd by I’ADII’, DOFA IN F100%T, CONACy‘I‘ HET1IS and
U,

' A
'il‘l PATTERNS OF CLRCULATING  PROLACTIN, 1H AHD FSH  DLRING
INPAHITRE - AGONTST FHDUCED TERHIRATION G ARESTRUS IH BEAGLE DOGS.
k. oonbedn, 't T, Vrrltrmn.' L.0.H, Shiva," sud P. Concannon.
Faculty ol Vetevinary Medleloe, Unlversity of Llege, Llege,
e d g L’ wid College of Veterinary Bedlclnes, Cornell Unlverstey,
Ithaca, NY?

mlmln_luu'nllun of & Jopamioe agontst during the abilgate
anestius ol ovavlan cyeles fn dogy tesulis In early teininavion
nf apextrus, a prematura fot)fcular phase and fertile avulation.
Three groups of 5 doga each were alntnistered the dopamine
apunist cabevpoiine (5 up/hg/day} untli proestrus or for 40 days
begdnnlng in early (mean cycle day 1068), uld (lay 142) aor late
{day LJ/U} anestrus. Ll FSIL and prolactin were assayed In
plasma ubtalned every 1-3 days. The resultlug Intevestrus
fubervals were  E3a01, L6641, and (BBLY Jdays, rempectively,
avd shorber or Tess variable (pe2. 03) than the 196224 days In )
cutttyal bltches, The duratlon uf treatment wnt)) proestyuc was
M1, 14t6 and 617 Jays ko the early, mld, and late nnestrous
dogs, vespretlvaly,  In each proup prelactln vas reduced from
values at 1% days post eatrus (5. 811.0) bhat detectahle (7.6:0.4
np/wl} Wedore the atart of tpwatment, wox decreased ta non-
derectable (< 0.4 ng/ul) or wear-nondetectable jevels within 2.5
days, and rewmaloed fow thiougheut treatwent.  FSI was elevared
at purmal aAvestrus levebs (V85320 ng/nd) pre-treatnent, revalned
Idgh untd ! proestrun fn all eprly and ald.anesirus bitehes, but
way decreased within 2.3 days {77315 ng/al) tn all late suestrus
hitchos, av oy Jurt befare sigos of Induced prosstrus,  FSH
veached nadly €3082)° fn late proestrus, 2-4 days before
incrrastng to ovulatory peak levels (760226}, 1 was low
pretyretment. (0,710.2), incvvased sianslently to 4.230.8 at day
1% b 80 of 1% dogs, and wae then reduced until the ovulatnry
TH o surge (19.%13.5). The data dewspstrate that prolactin-
tawering duses ol dapanine agonisl can translently elevare LN
rapddly dn eavly or late aseatrus, but alter ovarlan function
suttletent to cause vegetive fteedback on FEH secretion more
vapidly fn bate than eavly ancstrus. Therefore, changes other
han vedueed prolactin and 18 efevation, aid related to stages of
cyele, must ne pequired for the foilicnlur respense of dogs to
dopanine agonist frestment.,

;lb ASYMMETRY IN THE ABILIEY OF A llt\llAllIlAL

IMPLANT OF HALOPE RIDOL - [HLP) INYOQ  TUE
_I'Itl:l)l"ll(.~ANll.ltl()lt NYPOFHALAMIC AREA [POA-ANA),
PERFORMED - ON ESTRUS DAY, TO MOIMFY SPONTANEOUS
OVULATION OF THE RAT.

AL, Maorén®, Itrpmduﬂmu llutuch llml H,h-!.aragau. UNAM.
AP9-020, €IS, Mizico (‘lly. '

The panicipation nflhe (.Imlmugu systes nfl'()/\ AllA in illc segulation ol
ovulation on the day of estrus (B Is asyametsic and Jatenatized, while there

is evidence i Lhe pacticipation of the dopaminargic system of POA-AHA is

not. The unilateral imp!lnl of 10.043.0 pg af 1L in the vight (R) or fefl (I )

hide of POA:AHA “blocked ovulation when wis done the’ day of L.

analyze if w lower dose of 1P does not hide the asynunetric response on l
at 13:00 h of £, cyclic 4-day rats were implanted with cholesterol (C1H0L),

“HLI, o a 1) mixouse of cholesterol snd HUP{MIX), into the ® or I side uf_.

POA-ANIA and autopsied on the ned expected day of E. Sone animals with
ai iplant of the wivtute into the gight side were injected a1 13:00 h with
GuRilon the expected day of proesirus, of wuh eslmiml Immn!c (l l!) o

_dncﬂms& Results ate dumn in the hlrl:

) -lmplanl : ()ml.ﬂmualn_ Numbtrul‘mnlml
CHOL-R-L- M0 e
mert o une oo
MIX-R R 1} ot TV
MIN-, : L S [} 3171
MIX-R4GRRII 516- ' 9 u} l :
MIX- Iul 1} S ’ 0.

pc 008 computeed with N(')l & [ um‘:\ﬂ\ L

Mesent resalts sugpest ilul ihe u!ulinniu:p,ic system ufl’(M ALIA plays gn’
ssyunnetric wle'in the reurvepdactine mechsnisms regulating the avilition
aml the seusibiility of the lfglll sldc to blockade is lnblm llun the lef one..

[Supporied by CONAC yl'umd L‘GH‘A N .’HMWj
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LATERALIZACION DEL SISTEMA DOPAMINERGICO DE LAS AREAS
PREOPTICA E HIPOTALAMICA ANTERIOR [POA-AHA} SOBRE LA
OVULACION ESPONTANEA DE LA RATA: RESPUESTA ASIMETRICA
AL IMPLANTE UNILATERAL DE HALOPERIDOL {HLP] REALIZADO
EN EL DIA DEL RSTRQO. Moran J, Luis, Unided de Tnvestigacidn en Blologia
dec la Reproduceién, FES-Zaragoza, UNAM.

El sistema colinérgito de POA-AHA participa de manera [ateralizada y
asimétrica en la regulacién de Ia ovulacitn, pero ¢f shitema dopaminérgico de.
¢stas dreay aparenfemente no, ys que el implante unilateral con 10.043.0 pg de
HLP en ¢l lado derecho (D) o kzquierdo (1) de POA AHA bloquearon la
ovulacién en ratas cclicas que recibieron ¢l implante co ¢l dia del estro (E). Para
anslizar si ests dosis de HLP pudo enmascarar unn respuesta ovidaforia
atimétriea en lag animales, a lay 13:00 b del E! grupos de retas que presestaron
ciclos regulures de cuatro dins fueron implantadas com wna mexcla 1:1 del
firmaco difuldo en coleaterol (COL+HLF) en &l fado D 6 1 de POA-AJIA, Otros
animales con implante de Ia mezcla en el lado dereche de POA-ALIA fueron
inyectados con GnRI a las 13:00 h del proestro esperado, 6 con benzoata de
estradiol (BE) a las 13:00 h de} diestro-1. Como grupo festigo se- utilizaron
animales con implante unilateral de 8.0£2.0 pg de colesterol en POA-AHA.
Todos los animales fueron sacrificados en Ia mafiana del E esperado. La {as de
animales ovulrates y el nimero de avocilos hberndosit ¢!, 18 muestran e la

siguiente tnbla.

Implante Tasa de Animales  Nomero de Qvacitos
: Ovulsntes: ~ Liberados:
CO1.-D-1 L4/30 119108
HILP-D-1 12 . N
COLANLP.D vy » 0
 COL+HLP-1 LY - 10, 2106
COLHILP-D+GaRE - 516 9,241,
COL+HLP-D+BE 04 + | o

* p<0.95 comparado con ol gmpo con C‘()l D 1y C‘OI,HILJ -]

[-,slos resultados nos permiten sugerir que el mmm dopaminérglco de
POA-AHA participa de manera Interlizada en lor niccanismos neurcenddcerinos
que regulan la ovulacién de ls rata y que la sensibilidad en ef Iado- derecho de
esta regibn es mayor que la del fzquierdo en ¢f bloqueo de la ovulacién, El lado
derecho de POA-AUA parece ser un sitio importante pnra que se prodmu el
efecto fudbnch estimulante de Jos cslrégmos.

Apoyade pur (.()NAC)Ty DGAPA IN 210891,
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Effects of the unilateral implant of halupundul al the preoptic-anterior

hypothalamic area, on ovulation

{056 Luis Moran & Robena Domingace

L

flstony o Repronss oo Resssis B Do, HES Zatagoas, GNASE AP 9030 CIVX) Mewen

tn nrder  anabyse shethee the pastivipation ol the dupaminer-
pie spntemr of Whe preoplic-aiderior Iypsihalamic ares (IFDA-
AHAY i he regidanan ol ovualation i sy mmrlia dad vanes
dusivg the esteaus cyele ol dhe eal, 3y it occurs with the
thnlinrvﬂ,ic spsteen, ffwe eltects ol 4 adateaal irplast af
hatopenicdol wete stuhed Cyelue fourdeday rals with & perinas
oenteannula disectest (o sthe ight o Behsde ol the PORAAHA, at
100 b o estomen 1EF bestomny §oae 3 M, D) o peoestess 1
reaelved an implant of balepeddob ROV 3igipl ae cholestenit
MO 2hpg) The aminale were killed 2t the maniog nl the
test eapestvd abay of eviiooy (o compansie with chatesee)
m\ph;alui stimaly  the  geufaling vaty was  redhngd by
Bduperisdod bmplantatinn made an 1 oc D o enlier wide ol
POA-AHA 1 iulestesad. 205t oy Halopeadal 15 Py v The
Hnplantation ol babapesdal na D o P ded gl abect uvidalion
(Cholestecal: 30717 vs Halopeida? 2640 ms1 T dnpection st
gunadotropin-retrasing hormone 157 gkl ve a the alteenuon
of P 1o rals with an fmplant of baloperidob made oo ) or 28 an
either sinfe of FOAAHA, restired avulabinn 1PU22 »8 115,
PO 0n Yhe lnjection ol estradiat hewgoate 1y s 00l
on D, e O-bglapecidal-implasted oty sestieed nvatation The
same gealntent fo Dhaloperidoalamplanied  animaty cestoned
meolatinn when the baloprndal was placed inlo the Lt side of
POAABA 1561, sl i1 was ineflective when hataperidol way in
the right side Huth. Thete reoutty sugyedt it the pastaigation o
the POA-AHA dopandneigic  systent ou The  neuurndoy rine
mechanisms contenthing the refease o) Gl un dhe dlermuen of
proeshoy and astdation, yaries during the ratrous cyiie, and iy
secessary Al thr haginning ol the esrosy vyole lut parmal
ovlathort The panitive deedback of etrugens an 032 needs the
integeity of the sight side uf POA-AHA.

Keywontss  owdaton  POAABA doplimtwgi. system

*hatopendol, ambaesal nnplaot

R S e A e e 3 € b P et g PR

Intinduction

The patticipatiaa of the dopaminetgic systens in the reguala
tivn of the gungdoteapin secretivn and uvulttory jrocess W
controversial since bath stanuisfory, imhibitnry and neolsd
roley of dupamitie have been descnbed (Wewer & Ganong,
FOI8; Sawyer & KRhlinn, 1980, Tasaka e ol 198 Prevein
resulty of our Labacatny Bas shown Bt the eflects af the
binckade of the dopanpinerne ystem np ovalaton vl
duting the #ytrous cycle and pctscnu some type of Creadan
vipiations (Dowminpues o1 af | 19%7)

The eflecis of wlateral binckade o stimalatitin of the
chalimetgic system ab the pevpneantena hypachatanic
areas (POAAHAL poovaikeal by the undsteral unplant of
stropine o5 pdecarpie, on spanianeous avufation, i3 asym-
metric wndd vayics duning the estious rycle (Ceur #1 af |, 1989,
Cruz ¢r ol ( V992, Loper vt of | 1992).

In those aimiads which the choliergic syem of POA.

luurspomlunr JM Mni.m
Revened Y3 Angusy b4, aocopied 19 Uebiuary 1999

ATEA was bbb ed op shisbsled, the esogen sunslinsey
Jeedbach aesuling nn ovibalimn was working only whea the
wnplang of attopine o |u|umt‘unc wat done wi the el ude
ol POAAUA {Ceur er of , 1992, Laper e ul, 1012}

T connaue with the study ol the Lateratity and asvinmetry
o the hapathabsnne areas regufaning giidiiops teleasre
amd avilanon, we deceded 1o analyse whethier 1he paihiapa.
upn of the Aopamedie system ul POA-AHA iy these
wiecttnisas, 18 also asyapterae wid lategalized  To o analyse
e hypethess, we sndied the etteces ot spoatansous ovils
ool andatsad mplant of hatopendol 1o FOA AA.
peformed on cach 3y of estons tyele of the 15t

Rosutta

fmce U uinlasesad smptantabon o chulesterol tedaced the
avebation pate, wathoud altectg the ninbar of ova shed, not
the weight ol the ovatiey and uterus, ihe wsnlts ol the
anplatitatien of halopeddad o avatsta, santter ol ova
shed, weipht ol the uvanes anmd wlests wege compaied with

“those i the vholesterod imptapted amnady

The effevis of Babupersel mnplant vy ssolabion saned
avcotding wth the day of ihie cyele when the amplart was
done Vhe quplants sude o edaon ai diesieus | iesdlied
the Wockade of wealstion, alole when the wuplams were
doue on diestras 2 ur pivestins, avolation was nat affected
Philerences sm dise wnplant un e 1100 o0 nght side afiecting
wsulanon “were not. obsepved. b cnmpanison asth the
chuolesierat implatited anitaby, the weight of the uierss was
lywer when halopendaol was implanted in the fet side of
POA AHA v estrus, and wiy increased by sing unplnm
made on dievrus-d (Fable 1)

The injecnon of Gulthl un the expec il d.ly of pm--suns
to rars with & unflavesal implans ol halopendal made oo
estrus of diestoistd, induced  ovalation wm B6% of the
animals. b companisun with ovilating <holesterol-implagted
1als, (he wuntbes of ova shed by those animads snpianted

“wathy hafoperidol on esirus aod yrated with Guitfh was

signilicative lover (Cholesterol N3 205 v H.lhmcndnl
GuRH Y6 £ 19, P<008) {Table Ny

The ammatd with an ingplage of halopegidol i the tight
sidde of POAAHA, made ou estrus, geeeiving esttadiol ben.
roate an diestius-d did not ovelated, while those with e

“unplait wm the leltsude  did Seveniy-five xreent of

hdogeridol-nplanicd 1aes on diesteas-) avetated aflee est.
rndml bcnmnlc alsumstration on dmum H (”iablc 3

} Dlu‘uﬁinu

Prasent muﬂs lnggest tlm lhc ;nmvu!atmy redease of

Galtgl o she -Jay of procstros resilbing . v ovilation,
depeads on' the function of the dopaminergie syzizm of both
sudes of the PON-AHA regicn ab the beginning of the cycle,

“Mrecause no dllerences an the avilzlion blockade provoked
by e mngtants placed in the aht o lelt side of POAAHA

on esius of dhesteus-§ weie abserved, the  asymuneny
observed in the choliprrgic Synem does nol ocvur wih the
dupaminergic syiiem o POA AN,



Unifaterat dimplant of hataparidal a0 POA AHA 30 Grulbiin
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Babibe 1 vulassan rate and mean £ SFM of the number of ava shed and sweght of the ovanc
aned wieesy u acd satn with o wedateral implany of cholesterol o1 halapersdal in the right m lehy
sile of the preoplicapteanr hypothalamic aes (PUA-ALTA) paformed un each day of the

estigus wycle. The anunaly were saunfived oo the ngat epected estins day
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Dable 2 Owvutabion sate wnd mean & SEM of the nnniber of nva thest and weight of the ovanes and
uteras 1tk taty wath a undatergl dmplam of Ralopedsl i the cnght o el gide ol the
peoptic-antennr hypathataime seea (POAAHAF praloimied ¢sdrous or diestos- 1 The anjualy seveived
Y2k of gonaletiegun eeleasing hogone {CaR 1) at 1Y 00 b on Wie expected Jay of procsions and

were saunfived e nest morng, :
Qeulation Numbet of Chvasjan . ey
Sule Corair vt Shed weight weight
Hakopendn} Right (11 12, IR TtRr LY
Haloperdal + GaRH Right T3 HNLLE AR AW Sty
. Halaperulol . el ) oig Q whti1r 14t 1
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P <G0Y Chi Square test; **F <003 Student's 1 el

Table 3 Owulation rafe apd mean £ 5EM of the number of gva shed and weight of the ovanes and
uterus dm iniact raes with' o uimbaters) implant of hedoperidol in the right -or - lell pde of the
preoptic-anieript hyputhalamic srea (POA-ANA) pedomed on eatiows or diestrug ). The animals
reveived {0 pgkg of estradiol benzoate (EW) 81 1100 h of the diestrun day T and were saenficed 44 0 -

lales
. thulonion Number of thvarian - ey

Day{Group Snfe L onne g Shed - weight © wright
Erirug i :

Halependuyt Right ik 12 M0iag W77

Halopersdol + ER fRight . 074 _ 1] Myt Fa LRSI
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When balopetidod was ingected subcitapeaundy oi destous.
2 ar proestraus, 5% al anmaly dud a0t ovatate {Dvmingues
er uf, 1987)

We have tepottesd halopernob sjeceal on the day of
diestius-2  or  proestrns pagtsally  bBlocked  ovulation
(Dominguez ¢t al 1957} The amannt of halapeside] used in
this study was higher than i present one (2.3 mgek) Hhen,
we van assurne that other dopaminergie systenigs) piays i
stintulating 1ole un the regulanion of gunsdoliapin secietion
related to avulation, sive aceordmy with Koodon er af
(1994) “the posubility exists that DDA gy acr through D
rathet than 132 receptors posahly in tie median aminence via
ceceptors o1 peve  teennnals  Pherelore e AR
nencasesaclary Heatonal sydent which s fowcally active in
the suppression of PRI, secienon may als be wnvalved i the
wgalayon uf LT

The posinve feadback ellects of estmpen vu diearns 2
needs the fanchonal integidy of e dapannegge and
chobineque systems At the aght sele of PEEACAHA Ty Al
eapeiinents, estropen adoimstesion to pabs with ae anplant
al” Balopendol, awopme (e peosf o B9 or prilovargone
thoper et of . 1IN sdined avulision asly when dlie digs
weee iaplaoted on e lele sle ol 1ON AHA and wiy
metlective when the pnpiant was e the pbt wde

O the piber Wit the estradhod cumubaeog teedba b e
sultng i ovalstien way nal present iy watie 3 anateral
fesizn an the fell wde of the etroar by pertoilsma ared
(Muoan er ad | 19 Sucdt diffesences van be explamed based
w1 the time bevnveen the wnplaat dnid the isgestion of eslingen
LI nod the fesion asad ahe pmecisan (20% days) de
explam soch dinesepancies, we e presionsdy propusad
‘uring s e perisd a compentatoegy neural mechiunan
(netironal plasticny) developed” (Mot er af o 19}

Materialy sad inethody

Adsult (1909 - 250 ) surgan pats of de O 1AV stain, Trom
out own stock were punntamed wader conditings ol cont:
rofled Bighting tlights on from 013 O3 o 19 OR) sath fiee
access tu food s tup water A canpuly 120 gauge uuler
diameter) was unplinted stereotinically under anaesthesia
mduced with sodicm pentubaitatal (Yogihel (Anestesal,

South Kline Horden de Mexwa, Menco), dallowing 1he,

method previnusly desenbed (Uear v af | 1989, Estious
vycles were muopiored by daly vagial smears and only
ammals shuwing thice consecutive 4 day cycles were useil.

Reletences

Cruz, M E. Janamilla, L. & Dambsguez, RO 3 Endocrenct
123, )1 -4

Crser, ME, Cattra, ) & Domdnguer, R (1992 £ Fadoernad 13
205-210 )

Denntinguer, R, Gawda, M, Meader, S A & Ulow:Agmne, A
1E98) 2. Badocnnod 193, 11 a3

Ramg, 1 F. & Khppel, WA (19835 Fhe rar braim £ seereosnase aihan
of she fivebram end bover parts of the froim srenn Riltuoore,
Williarns & Wilkins Lo

Kondon, ©, Duigva, $Y . Madinez e b Lscatera G & Wener,
R 11994} Phyuotogy of Hepraducion Second Ediien By I
Kuatpl & 3. Hell Chupies 21 Vol 1 Raven Pross, New Yk,
ep 1621~ 0¥

Umkatenad imgtant of halogendcl ca POA AHA ind mrylgtion A
1L thorkn & # Doty e re
3

Unduterof implants fudoperndol o POA-4H A

Abter the rats woth an autes connubd wiplapted shaowed theee
wuhsecubing 4 day Cycies, a9 annes cagoula (25 gage) with a
100 & 30 g crysials of halopersdol (Sigima Chemical Cao, St
Lowms M3, USA)oe BUO L 20 ip of cholestera] (Sigmvii il the
bp was tiserted 30 13 0B on estrous, diestiows |, diesiious
2 og proestras day aod the petiel ryeeled. The ammals were
autopsied an the motmng of the expected day of estious
alter wnilatessh implastadion

Hovmanal veplaconeas

Cuoups of ymals wath an unifateesl implant of bilopeinlol
probonued i ealius ar deserds [oat TR0 an the expected
ay ol proestens were njected subvulapeausly (tey wah
Ve ob gonsdoutopin releasing hormone {GaltH)} (syn:
thetie lutermasg hormane releasing harmoene, Sipwa)
sacndiced the et modming Sty dose of Gultl uaduced
ovilation s ety wells amlateral bBlochade ot sanmbaton of
the PON AHA chobinerge system (0ps2 et af . (141 Loper
el ol B2

Adathes  grovp al oy with a wnbalces] unplast of
Wloperndul on estrus ot dicsdiuy L on the secend \I.Iy 4
dieniisty gevened B0 ol estridiod bensvate se (Sipma) and
were billed 4 Liter

Awtapry procedioe and thatisticaf iy e

The asurady were kidbed by dlevapiianon, the ovidiers
dissected and uva counted using a dissecting tincrsiope. Hie
avapes sid uieos weie disectes and weghed i precasion
balance  The bon, tived i fognaldehyde FO% was cw
senially av Kb b sudised  with ciesyb ovisder  The
sterestinac athas of Komyg & Khppel (176 1) wis used to place
the amplants Fhose animals with the iplant outside of e
POA-AA were discanded {rom analysis (two rats)

12ata of the werght of [he vines and uterus were snalysed
by mulritaciotial analyns of vanance (MANOVA} followed
by Tukey'vaest o by Stident’s ¢ test; ovulation wate tpumbet
ol ovidating/muimber of rats licaled) was analysed by 2 Chi
squate ae Fisher's exacl probabihty test; the number of 013
shed by ovulatag srimal by the Kouskal-Waly test, [ollowed
by U-Mann Whitaey lest. A probabulivy value equal or fess
than $% wik admitied as gmficant.
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