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RESUMEN

El dimetilsulféxido (DMSO) es un disolvente organico con propiedades anfipaticas
capaz de transportar sustancias liposolubles a través de diferentes tejidos. Existe controversia
acerca de la seguridad al aplicarlo en tejidos animales ya que algunos investigadores lo
consideran potencialmente tdxico. Sin embargo, resultados de nuestro laboratorio lo postulan
como un vehiculo seguro cuando se aplica directamente en el tejido ovarico o en la piel.

En el presente estudio, se utilizaron 68 ratas hembra adultas de la cepa CII-ZV con
libre acceso al agua y al alimento, alojadas en un cubiculo de 14 horas luz/10 horas oscuridad.
En todos los animales se realiz6 el registro del ciclo estral por medio de frotis vaginales
diariamente y en todos los experimentos Unicamente se utilizaron animales que cumplieron al
menos tres ciclos estrales consecutivos de cuatro dias (diestro-1, diestro-2, proestro y estro;
animales ciclicos).

Entre las 13:00 y las 14:00h de cada dia del ciclo estral, grupos animales ciclicos
fueron sometidos a una laparotomia bilateral con el fin de exteriorizar los ovarios y realizar
una microinyeccion con 20 pL de DMSO puro dentro de cada bursa ovarica; como grupos
testigo se utilizaron animales ciclicos que recibieron 20 pL de agua destilada en los diferentes
dias del ciclo estral. Todos los animales con microinyeccion (DMSQO: 20; Agua Destilada: 16)
se sacrificaron en la mafana del siguiente estro vaginal observado. Como grupo control
absoluto se utilizaron 8 animales ciclicos intactos que se sacrificaron en la mafiana del estro
vaginal. En ninguno de los casos, la microinyeccion del DMSO o agua destilada modifico la
duracion del ciclo estral (vehiculos (n=40): 4.0£0.0 dias vs Intactos (n=8): 4.0+0.0 dias; n.s.)
ni la cuota ovulatoria (vehiculos (n=40): 12.7+0.3 ovocitos vs Intactos (n=8): 12.4+0.1
0VOCitos; n.s.).

Con base en estos resultados, se realizé otro experimento para analizar los efectos de la
microinyeccion local del antagonista dopaminérgico sulpirida (antagonista selectivo de los
receptores DA2) disuelto en DMSO puro y asi, compararlos con otros hallazgos donde se
emplea como vehiculo de la sulpirida al acido ascorbico 0.1%.

Entre las 13:00 y las 14:00h de los diferentes dias del ciclo estral, en otros grupos de
animales ciclicos, se realizdé una microinyeccion a través de las bursas ovaricas con 20 pL de
una solucién de sulpirida (5ug/pL) diluida en DMSO puro en cada ovario. Estos animales se
sacrificaron en la mafiana del siguiente estro vaginal observado. Solo la microinyeccién con
sulpirida realizada en el diestro-1 retraso el estro vaginal 24 horas (Sulpirida (n=8): 4.8+0.2
dias vs DMSO (n=24): 4.0£0.0 dias y Agua Destilada (16): 4.0£0.0 dias) pero no ocurrié en
los otros grupos tratados con el antagonista (DMSO + Sulpirida (n=12): 4.0+£0.0 dias).
Tampoco se observaron cambios en el namero de ovocitos liberados entre los grupos.

Estos resultados permiten sugerir que el DMSO administrado directamente sobre el
tejido ovéarico no afecta las funciones primordiales de la gbnada y que su uso como agente
infiltrante para el estudio de los efectos fisiologicos de farmacos insolubles podria ser
recomendable.
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1. INTRODUCCION

Las membranas biolégicas se caracterizan por su extrema selectividad, por lo que
diversos solutos no pueden atravesarla libremente e incluso, ni siquiera alcanzan a interactuar
con los lipidos y proteinas que la integran (Alberts y cols. 2008).

Muchos farmacos experimentales y de uso clinico certificado, debido a sus propiedades
polares, tienen dificultad para realizar sus acciones a nivel de la membrana lo que obliga al
incremento de las dosis y a tiempos de espera prolongados para que estos farmacos tengan las
acciones y efectos esperados (Brunton y cols. 2012). Por otra parte, se sabe que la matriz
extracelular juega un papel preponderante en los mecanismos de reconocimiento y de
inmunidad bioldgica (Alberts y cols. 2008).

De acuerdo con lo anterior (Como se puede resolver el problema de la accion rapida de
un farmaco activo para resolver un problema de salud? El vehiculo que se utiliza como medio
de transporte del farmaco puede ser una solucion.

El dimetilsulféxido (DMSO; (CH3),SO) es un liquido sin color, se ha usado como
disolvente organico e industrial, criopreservador de o6rganos y tejidos (Pegg, 2007), como un
medicamento en medicina veterinaria y humana (Pope y Oliver, 1966; Parkin y cols. 1997) v,
en los Ultimos veinte afios, en la innovacion de tecnologias en biologia molecular y celular
(Chakrabarti y Schutt, 2001).

El DMSO fue descubierto por el cientifico ruso Alexander Saytzeff en 1866 se obtiene
como subproducto durante el procesamiento de la pulpa de madera para la fabricacion de
papel (Shirley y cols. 1978).

El gran potencial del DMSO como agente infiltrante lo postula como una excelente
opcidn para el uso experimental de un conjunto de farmacos activos cuya solubilidad en agua
es dificil. Por ejemplo, los antagonistas de la dopamina son muy insolubles en agua y su uso
en los sistemas in vivo, dificulta la interpretacion de los datos experimentales cuando son
utilizados como herramientas en el estudio de sus efectos en los sistemas biologicos.

Existe un creciente interés en analizar el papel funcional de este disolvente por sus
propiedades anfipaticas y sus efectos al momento de interactuar directamente sobre la matriz

extracelular en los tejidos donde es depositado como agente infiltrante.



Dado que existe informacion ambigua y contradictoria sobre los efectos supuestamente
toxicos del DMSO, en el presente trabajo se analizaron los efectos bioldgicos in vivo del
disolvente aplicado como agente infiltrante en el tejido ovarico de la rata hembra adulta. Se
analizaron sus efectos directos cuando se aplica en tejidos vivos buscando los signos de
citotoxicidad por medio de histologia convencional con microscopia de campo claro y
registrando la duracién del ciclo estral, asi como el nimero de gametos liberados en el modelo
de la rata adulta. Por otra parte, se probara su eficacia cuando se utilice como agente infiltrante
de un antagonista dopaminérgico especifico y selectivo del receptor a dopamina tipo 2.

1.1 Estructura funcional del ovario

Los ovarios de la rata son estructuras pares de forma oval que varian en apariencia y
tamafo dependiendo de la etapa del ciclo reproductivo. La anatomia microscopica del ovario
de roedor se muestra en la Figura 1. Cubriendo la superficie del ovario hay una capa Unica de
mesotelio peritoneal modificado, el epitelio ovarico (OSE, por sus siglas en inglés) continla
con el ligamento ancho (mesovarium) que brinda soporte al ovario. EI OSE del ovario puede
variar de tipo de epitelio escamoso a cuboidal, columnar a pseudoestratificado; esta variacion
regional en la superficial morfologia del OSE es acompariada con los cambios ciclicos que
ocurren dentro del parénguima ovarico subyacente durante el ciclo estral (Erickson, 1995;
Figuras 2 y 3).

En el ovario de los mamiferos se pueden distinguir tres zonas bien diferenciadas: 1) la
corteza, que es la zona mas dominante y que contiene los foliculos en diferentes fases de
maduracion y los cuerpos luteos, entre los foliculos se encuentran el tejido conectivo de sostén
y las células del estroma. 2) la médula, que contiene una rica red vascular y tejido conectivo; y
3) el hilio, donde se encuentra la arteria y vena ovarica, vasos linfaticos, las terminales
nerviosas Y las células intersticiales (Erickson, 1995) (Figura 1).

El ovario estd recubierto por una sola capa de células epiteliales, llamada epitelio
germinal. El ovario adulto esta constituido por tres unidades funcionales diferentes: 1) el tejido
intersticial, 2) los foliculos y 3) los cuerpos liteos. Estas estructuras estdn en constante

transformacion. Asi, mientras alguna de ellas regresa (p.ej. los foliculos atrésicos pasan a



formar parte del estroma), otros pueden formarse (el foliculo tras la ovulacion se transforma
en cuerpo luteo; Erickson, 1995).

Las futuras células intersticiales las encontramos en el hilio, se derivan de las células
mesenquimales en el estroma del ovario. Las células intersticiales sintetizan y producen
andrégenos los cuales son muy importantes en la regulacion de un nimero de procesos
reproductivos fundamentales y por lo tanto son de gran relevancia fisioldgica (Erickson,
1995).

Figura 1. Anatomia microscépica del ovario de un roedor normal (ratén, 40X). La corteza (C) contiene
numerosos foliculos (F) en varias etapas de maduracion y cuerpos lGteos (CL). La médula (M), que no
siempre esta presente en las secciones histol6gicas, contiene vasos linfaticos, nervios y vasos sanguineos
(Tomado de Cartwright y Moreland, 2008).




Figura 2. Epitelio superficial ovarico (OSE) — epitelio tipo columnar. Tanica albuginea (TA). Corteza (C).
(rata, 400X) (Cartwright y Moreland, 2008).

(Cartwright y Moreland, 2008).

En el estroma ovarico se encuentran cuatro clases de células intersticiales que se
clasifican, por sus caracteristicas y posicion en el ovario, como: primarias, tecales, secundarias
e hiliares.

Las células intersticiales tecales proceden del estroma y migran hacia la membrana
basal del foliculo donde se disponen en bandas para formar las tecas interna y externa. Esta
migracion hacia la membrana basal tiene lugar cuando el ovocito esta madurando y el foliculo
contiene dos o tres capas de células de la granulosa. Después de la ovulacién, las células
tecales se transforman en células teco luteinicas del cuerpo lateo. Las ceélulas teco-
intersticiales de los foliculos atrésicos con antro pasan a formar parte de la glandula
intersticial. En cambio, las células que rodean a los foliculos preantrales en las que no se ha
producido la diferenciacion celular y que entran en atresia, no forman parte de la glandula
intersticial ya que no poseen receptores a la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en
inglés). Lo mismo sucede en las células tecales de los foliculos preovulatorios que entran en
atresia, los que tampoco forman parte de la glandula intersticial. Las células tecales
intersticiales tienen receptores a la hormona luteinizante LH, a prolactina, a la hormona
adrenocorticotropica (ACTH, por sus siglas en inglés), a la noradrenalina, hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés) y a los estrégenos (Dominguez, 1993).

Cuando los foliculos no llegan a liberar sus 6vulos consecuentemente se vuelven

atrésicos, las células intersticiales tecales se transforman en células intersticiales secundarias



que mantienen la actividad esteroidogénica y son inervados por terminales adrenérgicas. Por
altimo, las células intersticiales sintetizan y secretan testosterona en respuesta a la
estimulacion de la LH (Erickson, 1995).

El foliculo ovarico es la unidad anatémica y funcional del ovario. La mayoria de los
foliculos se encuentran principalmente en la periferia de la corteza, inmediatamente por debajo
de la tanica albuginea. El foliculo est& constituido por un ovocito, que esta rodeado por células
de la granulosa que a su vez forman las células de la corona radiada, cumulus ooforo, antro
folicular, células de la granulosa, lamina basal, células de la teca interna, células teco-
intersticiales, tejido conectivo, teca externa (Van Voorhis, 1999; Zhang, 1999; Figura 4 y
Tabla 1).
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Figura 4. Esquema que muestra los principales compartimientos anatémicos y funcionales del ovario en los
mamiferos (Modificado Strauss 111 y Williams, 2009).

El cuerpo lateo es una glandula enddcrina transitoria, formado por células foliculares
que permanecen después de la ovulacion (Juengel y cols. 1999). La formacidn de cuerpo luteo
es iniciada por una serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos en las células de la teca
interna y la membrana granulosa del foliculo preovulatorio. Esto es llamado luteinizacion.

Estos cambios ocurren como resultado de un incremento de los niveles de LH en la sangre,



asociado con el aumento preovulatorio de esta hormona. Una descripcion més completa de los
cambios morfoldgicos asociados en la luteinizacion en la rata es la de Anderson y Little
(1985). Después de la ovulacion y de la eliminacion folicular, la pared del foliculo se colapsa
y el estrato de las células de la granulosa queda dispuesto en pliegues. Se rompe la lamina
basal que antes separaba las células de la granulosa y la teca interna, donde hay una cierta
extravasacién de sangre a partir de los capilares de la teca externa con lo que resulta la
formacion de un codgulo central que invaden la cavidad del foliculo roto, el crecimiento de
éstos nuevos vasos parece ser debido a un factor angiogénico que debe ser secretado pronto
después de la ruptura del foliculo (Erickson, 1995) (Figura 5)

Tabla 1. Clasificacion de los Foliculos Ovaricos (Van Voorhis, 1999).

Foliculos primarios. El primer signo de maduracion es el cambio de tamafio del ovocito el cual se agranda de 20
a 70 um, a medida que el ovocito se agranda, las células foliculares se hacen cuboides o cilindricas bajas y, por
proliferacion mitética dan origen a un epitelio estratificado de células de la granulosa transformando asi al
foliculo primordial unilaminar en foliculo primario multilaminar. En estos foliculos el ovocito empieza a crecer,
se forma la zona pellcida, las células de la granulosa proliferan formando dos o tres capas que rodean al
ovocito y las células del estroma ovéarico se organizan y se forman las capas de las células de la teca. Los
foliculos con estas caracteristicas ya se conocen como secundarios.

Foliculos secundarios. En el curso de la proliferacion continua de las células foliculares, los foliculos en
crecimiento se hacen de forma oval con el ovocito en posicion excéntrica. Cuando el foliculo alcanza un
diametro de aproximadamente 200 um y tiene de 6 a 12 capas de células, aparecen entre las células unos
espacios irregulares llenos de liquido claro llamado liquido folicular, los espacios irregulares entre las células
granulosas van confluyendo para formar una cavidad Unica de forma de media luna llamada antro.

Foliculos maduros (foliculo de Graaf). En los estadios tardios del crecimiento folicular disminuye el nimero de
figuras mitéticas entre las células de la granulosa. Los espacios intercelulares que hay entre las células de las
capas mas internas del epitelio se agrandan. Se va relajando la conexion de las células de la granulosa del
cumulus ooforo que rodea el ovocito con el resto del epitelio, de este modo, el ovocito junto con su zona pellcida
y la corona radiada se va liberando de su insercién en el cumulus ooforo en preparacién para la ovulacién. La
teca interna y externa del foliculo alcanzan su desarrollo maximo en el foliculo maduro. La teca interna esta
constituida por células grandes, fusiformes, con nlcleos ovales y con gotitas de lipido en su citoplasma. En
concordancia con la funcion endocrina de la teca interna estd su rico plexo capilar. La teca externa esta
formada por fibras y células fusiformes, dispuestas concéntricamente, que no parecen tener ninguna funcién
secretora.
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Figura 5. Esquema que muestra el desarrollo y las distintas etapas del crecimiento de los foliculos ovéaricos; a
lo largo del desarrollo folicular, los principales compartimentos sufren cambios graduales que se
caracterizan por la proliferacién de las células de la granulosa y de las células de la teca, ademés de la
aparicion del antro; al iniciarse el desarrollo, el ovocito abandona su estado en dictioteno de la profase | y
continla su diferenciacién hasta culminar la segunda division meiética si y sélo si es fertilizado por el
espermatozoide (Tomado de Bulum y Adashi, 2003).

Las células de la granulosa y las de la teca interna sufren cambios citologicos. Se
agrandan y acumulan lipidos y se transforman en células poligonales y palidas, llamadas
células luteinicas. En la rata el nimero de los espacios de las uniones entre las células de la
granulosa incrementa cuando el foliculo madura, pero disminuyen justo antes de la ovulacion
(Niswender y Nett, 1988).

El nGmero de cuerpos lateos presentes en el ovario depende del nimero de ovulaciones

que, a su vez, varia segun la especie. Después de la ovulacién la transformacién del foliculo a



cuerpo lateo es debida fundamentalmente a la hipertrofia de las células lGteas y al aumento de
la vascularizacion. Puesto que las células lGteas derivan de las células de la granulosa y de la
teca interna se pueden distinguir dos tipos de células luteas: las del interior que constituyen la
mayor parte del tejido luteinico que son células de mayor tamafio y las de la periferia, que son
celulas de menor tamafio. Las células liteas grandes (células granuloso-luteinicas, células de
tipo Il) son poliédricas y contienen todos los elementos de las células secretoras de esteroides
(mitocondrias, reticulo endoplasmico liso y granulos de secrecion); al contrario, las células
liteas pequefias son irregulares y derivan de las células de la teca (célula de tipo I), contienen
ribosomas unidos al reticulo endoplasmico y no presentan granulos de secrecién (Niswender,
1988).

1.2 Ciclo Estral

Mucho de lo que se conoce de la ovulacidn espontanea esta basado en el conocimiento
del ciclo estral de la rata. El ciclo de la rata es Unico por su brevedad. La periodicidad de luz
juega un papel importante en la duracion de las etapas del ciclo estral. La palabra estro es una
adaptacion del latin de la palabra griega oistros que significa: accesorio, picadura o frenesi.
Este término fue usado por W. Heape, para describir el periodo especial del deseo sexual de la
hembra y se distingue del ciclo del macho (Freeman, 2006).

El ciclo estral de la rata tiene una duracion de 4 a 5 dias y es regulado por factores
enddgenos, particularmente por la interaccion del eje Hipotalamico-Hipofisis-Ovario y puede
ser influenciado por factores exdgenos como la luz, temperatura y sustancias quimicas
percibidas por el epitelio olfativo (Kilen y Schwartz, 1999; Freeman, 2006).

A partir del andlisis de los cambios del epitelio vaginal, el ciclo estral se divide en
cuatro fases: diestro-1, diestro-2, proestro y estro, lineas abajo se indican los principales
cambios del epitelio vaginal en relacion con el ambiente hormonal.

El ciclo estral comprende un periodo de tiempo determinado y se divide en las
siguientes fases:

Diestro-1. Esta fase tiene una duracion de 6 a 8 h. Durante el diestro-1 la concentracion
plasmatica de la LH, la hormona foliculo estimulante (FSH) los estrégenos y progesterona son

basales. En el ovario se observan foliculos en todas etapas de crecimiento. La monta y la



copula no se permiten. La secrecion de progesterona por el cuerpo liteo y la del estradiol por
los foliculos inhiben la secrecion de gonadotropinas. La vascularizacién y motilidad del dtero
estan disminuidas. En el frotis vaginal se aprecia infiltracién leucocitaria junto con algunas
ceélulas cornificadas. Los cuerpos luteos de formacion reciente son la principal fuente de
secrecion de progesterona. Durante este dia comienza la regresion funcional del cuerpo luteo
siempre y cuando no haya habido cépula, que en algunos roedores estimula la liberacién de
prolactina (hormona lGteo trofica). La secrecidn de estradiol por los foliculos en crecimiento
sigue aumentando (Kilen y Schwartz, 1999; Freeman, 2006).

Diestro-2. Esta fase dura de 55 a 57 h. Al igual que la fase de diestro-1 los esteroides ovaricos
inhiben la secrecion basal de gonadotropinas que a su vez mantienen el crecimiento folicular.
Las concentraciones plasmaticas de estrégenos comienzan aumentar en la tarde de este dia
resultado de la estimulacion de la enzima aromatasa por la FSH. También la FSH estimula la
division mitotica de las células de la granulosa lo que se traduce en el crecimiento y
diferenciacion de los foliculos que ovularan en ese ciclo. El cuerpo lGteo continGa en proceso
de regresion. El utero es pequefio, anémico y no contractil (Kilen y Schwartz, 1999; Freeman,
2006).

Proestro. La fase de proestro tiene una duracion de 12 a 14 h. Los foliculos han adquirido el
estadio de foliculos preovulatorios y secretan grandes cantidades de estradiol. Esta hormona
ejerce ahora un efecto estimulante (retroalimentacién positiva) sobre la secrecion de
gonadotropinas. En la mafiana de este dia las concentraciones plasmaticas de los estrogenos
suben bruscamente, alcanza un maximo (pico preovulatorio de estrogenos) y disminuye
también en forma brusca hecho que estimula la actividad de las neuronas noradrenérgicas en el
hipotdlamo provocando la secrecién preovulatoria de la GnRH. Este evento estimula la
liberacion preovulatoria de la FSH y de la LH, pero la liberacion de FSH ocurre ligeramente
antes que la descarga preovulatoria de la LH. En la tarde de este mismo dia, se alcanzan las
méaximas concentraciones de estas hormonas. El pico en la concentracion plasmatica de la LH,
estimula en el ovario la sintesis del plasminégeno que inicia los mecanismos celulares que
llevan al rompimiento de la pared del foliculo para que el ovocito pueda ser expulsado horas
mas tarde. La glandula intersticial secreta progesterona, la cual favorece la ovulacion. La LH

induce la ovulacién y la luteinizacién del foliculo después de la ovulacion. El Gtero, por accién



del estradiol, se hace extremadamente contractil y en la vagina aparecen células epiteliales
nucleadas. La cépula es aceptada solo en el proestro tardio, con el comienzo de la fase
obscura. La secrecion de la FSH en la mafiana del dia estro, que es debido a la disminucién de
la secrecidn ovérica de inhibina, estimula el crecimiento folicular (Kilen y Schwartz, 1999;
Sanchez-Criado, 1999; Freeman, 2006).

Estro. La fase de estro tiene una duracién de 25 a 27 h. En este dia se presenta el periodo de
celo en que la hembra presentan los patrones de la conducta sexual. El acercamiento, la monta
y la cépula son aceptados. Como en la madrugada de este dia ocurre la ovulacion los 6vulos se
encuentran en el oviducto en la mafana del dia del estro. El foliculo postovulatorio comienza a
estructurarse como cuerpo liteo mientras una nueva serie de foliculos primarios comienzan a
desarrollarse. En la mucosa vaginal se encuentran numerosas mitosis que desplazan a las capas
mas superficiales (epitelio escamoso y cornificado), que son exfoliados a la luz de la vagina.
La presencia de estas células en el frotis vaginal es indicativa del estro y sefial de probable
ovulacion (Freeman, 2006). La concentracion plasmatica de progesterona aumenta en el dia
del estro, mientras que los estrogenos y la LH son béasales, excepto la FSH debido a que en la
mafiana de este dia del ciclo ocurre un segundo pico en la concentracion plasmatica de la FSH,
aungue de menor magnitud que en la tarde del proestro cuyo papel es el de reclutar los
foliculos que ovularan en el ciclo siguiente (Freeman, 2006) (Figura 6).

La FSH se une a su respectivo receptor en la membrana celular y estimula la sintesis de
estrégenos por las células de la granulosa. EI complejo hormona-receptor actia sobre el
sistema de la enzima adenilato ciclasa (AC), induce el aumento del 3,5 adenina-
monofosfatociclico (AMPc) y estimula la sintesis y la actividad de la enzima aromatasa, la
cual transforma los andrégenos a estrégenos (Freeman, 2006).

La LH regula la sintesis de estrogenos por sus efectos sobre la produccion de
androgenos por las células tecales y por la estimulacion de la sintesis y la actividad de la
enzima aromatasa de las células de la granulosa que previamente han sido estimuladas por la
FSH (Freeman, 2006).

La prolactina inhibe la actividad aromatasa de las células de la granulosa y bloquea los
efectos de la FSH sobre las células mismas lo que resulta la disminucion de la produccion de

estrégenos. También actua sobre las células de la teca donde bloquea la sintesis de androgenos
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al inhibir la formacion del AMPc y las enzimas que inducen la escision de la cadena lateral del

colesterol.
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Figura 6. Concentraciones plasmaéticas de progesterona, prolactina, estradiol, LH (Hormona Luteinizante)
FSH (Hormona Foliculo Estimulante) obtenidas a intervalos de dos horas durante los cuatro dias del ciclo
estral de la rata. Cada punto representa la concentracién media + E.E.M. de las hormonas. Las barras negras
representan la fase de obscuridad de las 18:00 a las 06:00 horas del dia siguiente (Smith y cols. 1975; citado
por Freeman, 2006).
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La secrecién de estrogenos por el foliculo estd regulada por la FSH, la LH, la
prolactina y por otros factores y hormonas cuyos efectos estan acoplados a su vez a las de la
FSH y LH. Algunos de estos factores y hormonas son: GnRH, oxcitocina, factor de
crecimiento epidermal, vasopresina, estrégenos, los corticoides adrenales y la prostaglandina
(Freeman, 2006).

1.3 Eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario

De todos los elementos implicados en la regulacion de la funcion ovarica, el
hipotdlamo es el lugar de control e integracion de todas las sefiales nerviosas y humorales
procedentes del propio SNC, la hipofisis, los ovarios y el Gtero.

Al contrario de otros sistemas endocrinos, en el eje hipotalamico-hipofisis-ovario
participan hormonas hipotaldamicas (GnRH), varias hormonas tréficas adenohipofisiarias (LH,
FSH, prolactina), hormonas ovaricas (estrogenos, andrdgenos y progesterona), hormonas
peptidicas y factores locales y hormonas producidas por el Gtero (prostaglandinas, opiaceos
enddgenos y neurotransmisores). La secrecion de gonadotropinas depende de la accién de la
GnRH sobre la adenohipdfisis (Fink, 1999). La sefial de salida de la hipdfisis es,
consecuentemente, la secrecion pulsatil de la LH y FSH. Estd secrecion hipofisaria esta
inhibida (retroalimentacion negativa) por las hormonas ovaricas (estradiol y progesterona)
(Everett, 1988; Figura 7).

El ovario es una glandula de funcionamiento ciclico, lo que implica que sus
componentes son efimeros. La sefial de entrada son las gonadotropinas por un lado, los
factores locales por otro, y en algunos casos, sustancias procedentes del utero (Speroff y cols.
1999). La FSH estimula el crecimiento y la maduracion de los foliculos ovaricos, mientras que
la LH causa la ruptura del foliculo bajo la influencia de las concentraciones basales de la FSH
y LH, las células de la granulosa secretan estrogenos y al momento de la ruptura folicular
sufren transformaciones estructurales y bioquimicas que resultan en la formacion del cuerpo
luteo (Niswender y Nett, 1988). La sefial de salida, independientemente del évulo maduro,
incluye los esteroides ovaricos y la inhibina que ademas de sus acciones periféricas regulan la

secrecion de GnRH, LH y FSH. Mientras la FSH solo actta sobre las células de la granulosa,
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la LH tiene multiples lugares de accion en el ovario: las células tecales, las intersticiales,

granulosa y luteinicas.

Estimulos Externos e Internos

l(+/—)

(+/-)

A 4

(+/-)

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

v

(+%)

Estrégenos
*Progesterona

Andrdégenos
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HIPOTALAMO

GnRH (+)

A 4

ADENOHIPOFISIS
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LH (+) FSH (+)
Inhibina

OVARIOS

OVULACION

Figura 7. Representacion esquematica de la interaccion neuroendocrina y endocrina de los
componentes del eje Hipotadlamo-Hipofisis-Ovario. La hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) induce la secrecién de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) que a
su vez estimulan la secrecion de hormonas ovéricas de retrocontrol (esteroides sexuales: estrdégenos,
progestagenos y andrdégenos; e inhibina) asi como la maduracion de los foliculos y la ovulacion. Las
flechas indican las acciones estimulantes (+) o inhibitorias (-) sobre su 6rgano blanco (Tomado de

Sanchez-Criado, 1999).
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La FSH y la LH son glucoproteinas que constan de dos cadenas diferentes: subunidad
a de 96 residuos y la subunidad B de 114 residuos de aminoacidos; y ambas subunidades se
hayan unidas por enlaces no covalentes.

Las subunidades a y P son sintetizados a partir de precursores que experimentan
maduracion postraduccional que incluye la adicién y modificacion de oligosacéridos; esta
glucosilacion ocurre tanto en la subunidad a como en la B. Se ha postulado que cada etapa del
proceso de maduracion representa un locus potencial para el control fisiolégico de la
formacion de la hormona y su secrecion (Fink, 1988; Counis, 1999).

Las gonadotropinas son sintetizadas en la adenohipofisis por células especializadas
Ilamadas gonadotrépos. Son capaces de producir una o varias hormonas. La sintesis y
liberacion de gonadotropinas son estimuladas por la GnRH, un decapéptido secretado de
manera pulsatil por neuronas localizadas en diferentes regiones del hipotalamo (Childs, 1999).
Los estrogenos también estimulan la secrecion de gonadotropinas en particular a la LH, por
sus efectos sobre la hipofisis y sobre neuronas que regulan la liberacién de GnRH (Fink, 1988;
Blake, 1999; Weick y cols. 1971).

Si bien la GnRH estimula la liberacion de ambas gonadotropinas, existen evidencias de
la secrecion de FSH y LH que son diferenciales y participan otros factores hipotalamicos
especificos que estimulan e inhiben de la secrecion de FSH (Dominguez, 1993).

La secrecion de la FSH y LH esta regulada por mecanismos de retrocontrol que
involucra la participacion del SNC, la adenohipéfisis y las génadas. Tanto en la hembra como
en el macho, la secrecién basal de las gonadotropinas se mantiene durante la mayor parte de su
vida reproductiva, sin embargo en la hembra esta secrecion basal es interrumpida por una
liberacién masiva de gonadotropinas que ocurre de manera periddica y precisa en forma de
una intrincada cascada de retroalimentacion positiva, que es inducida y promovida por los
esteroides ovaricos. Tanto en la hembra como en el macho, la secrecion de las gonadotropinas
ocurre de manera pulsatil. En la hembra, la secrecion de LH y FSH es inhibida por los
estrégenos (Fink, 1988; Aguilar, 1992).

La secrecion de las gonadotropinas estd regulada por varios sistemas de
neurotransmision, el mas estudiado es el sistema catecolaminérgico (Vijayan y McCaan 1978),

en particular la noradrenalina como regulador de la secrecidn de la GnRH vy, por lo tanto, de la

14



FSH y LH. A partir de resultados obtenidos por estudios farmacoldgicos, se puede presumir
que la participacion de los diversos sistemas de neurotransmision en la regulacién de la
secrecion de las gonadotropinas varia durante el ciclo estral (Dominguez, 1993).

Al igual que la LH, la FSH es liberada en respuesta al estimulo de la GnRH y presenta
una liberacién maxima cuando se incrementan las concentraciones plasmaticas de la GnRH en
el sistema portal-hipotalamo-hipofisiario. En la rata, las tasas de liberacion de la FSH se
mantienen relativamente elevadas atn después de la caida de la secrecion preovulatoria de la
LH (Fink, 1988).

La secrecion preovulatoria de la FSH y la LH es el resultado de dos eventos
simultaneos: 1) el aumento en la frecuencia y la amplitud de los pulsos de secrecién de las
neuronas GnRH-ergicas en el sistema portal-hipotalamico-hipofisiario y, 2) el aumento
progresivo de la sensibilidad de los gonadotrépos a dicha hormona (Fink, 1988; Childs, 1999).

La cascada de eventos que desemboca en la liberacion preovulatoria de la LH es
iniciada por el incremento de la secrecion de 17 B-estradiol (Fink, 1988). EI aumento de las
concentraciones de estradiol permite la expresion de una sefial neural para la liberacion de la
LH: la secrecidn preovulatoria de la GnRH, asi como el incremento progresivo en la respuesta
de los gonadotropos a la GnRH (Fink, 1988; Childs, 1999).

En la rata, la secrecion preovulatoria de la FSH ocurre aproximadamente 11 horas
después que la de la LH. Se ha sugerido que este desfasamiento entre ambos picos
preovulatorios puede ser resultado de los siguientes factores: que exista una hormona que
estimule en forma especifica la secrecion de FSH; que las hormonas esteroides, la inhibina u
otros factores regulando de manera diferencial la respuesta de los gonadotrépos a la GnRH, o
que la secrecién de la LH de la adenohipdfisis esté continuamente expuesta a la GnRH,
mientras que la FSH sea desencadenada por la GnRH pero que luego sea independiente de ella
(Fink, 1988). Otra hormona adenohipofisiaria importante en la regulacion del ciclo estral es la
prolactina. La prolactina tiene una sola cadena polipeptidica de 198 aminoéacidos, se sintetiza
como prohormona y al momento de liberarse sufre una escision proteolitica, por lo que se
forma la estructura molecular que se encuentra normalmente en el plasma. Los analisis por

electroforesis y cromatografia de la prolactina muestran que esta hormona no es una molécula
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Unica, sino una familia compuesta por cuatro variedades moleculares, que estan codificadas
por clones de ADN diferentes (Devesa y cols. 1992; Nagy y cols. 1999; Freeman, 2006).

En la rata, el estradiol estimula la liberacion de la prolactina al actuar directamente
sobre la adenohipoéfisis e indirectamente al actuar sobre neuronas blanco en el cerebro
(Freeman, 2006).

La prolactina desempefia un papel fundamental sobre el desarrollo de la glandula
mamaria y el inicio y mantenimiento de la lactancia. Asimismo, modula la secrecion de
gonadotropinas de la hipofisis anterior y, por tanto, de la funcién gonadal de ambos sexos
(Weiner y cols. 1988; Devesa y cols. 1992; Nagy y cols. 1999). Durante el ciclo estral de la
rata las concentraciones plasmaticas de la prolactina son bajas respecto a las que registran
durante la tarde y noche del proestro, lo que se correlaciona con los perfiles de secrecion de
los estrogenos por parte de los foliculos preovulatorios durante dicho periodo (Freeman,
2006).

La prolactina es capaz de regular la sintesis y secrecion de GnRH. El control de la
secrecion de prolactina se establece por un mecanismo de retroalimentacion corto de forma
similar a lo que se ha descrito para las gonadotropinas (Weiner y cols. 1988).

La regulacion de la secrecidn de la prolactina esta dada por dos tipos fundamentales de
sustancias hipotalamicas estimulantes (factores liberadores de la prolactina o PRF’s, por sus
siglas en inglés) e inhibidoras (factores inhibidores de la prolactina o PIF’s, por sus siglas en
inglés). La prolactina estimula directamente las neuronas hipotalamicas productoras de PIF.
Este se vierte al plexo portal y alcanza la hipdéfisis anterior, inhibiendo la secrecion de
prolactina. Si disminuye los niveles de prolactina, disminuye también el PIF, y se restablece la
biosintesis y secrecidén de prolactina por la hipofisis. Uno de los factores inhibidores de la
secrecion de prolactina es la dopamina (Devesa y cols. 1992; Nagy, 1999; Freeman, 2006).

Al igual que para la FSH y la LH, la secrecion de prolactina se produce de manera
pulsatil, la que depende del modo de secrecion de la dopamina y que proviene del sistema
tuberoinfundibular (Ai4) ubicado en el hipotdlamo medial basal. En los lactotropos se han
detectado receptores estereoespecificos a la dopamina de alta afinidad cuya densidad varia
durante el ciclo estral. Los farmacos que incrementan los niveles hipotaldmicos de dopamina

disminuyen los niveles circulantes de prolactina, al igual con las drogas con efecto agonista de
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la dopamina (p.e., bromocriptina) y por el contrario, todos los farmacos antagonistas de
dopamina (p.e., haloperidol) producen un incremento en sus niveles circulantes (Devesa y
cols. 1992; Freeman, 2006; Fitzgerald y Dinan, 2008).

1.4 Ovulacién

Uno de los procesos con que culmina el crecimiento y la diferenciacion folicular es la
expulsion del ovocito maduro y recibe el nombre de ovulacion (Dominguez, 1993).

La ovulacion es considerada como el resultado de un proceso inflamatorio localizado,
ya que antes de que se produzca la salida del ovocito hay edema en la teca interna y muerte
celular y aumento de las prostaglandinas en el area. Para que se produzca la ovulacion, son
necesarios varios cambios en la pared del foliculo y en las relaciones entre las células de la
granulosa y las tecales. Durante la Ultima etapa del crecimiento y diferenciacion folicular se
produce la desaparicion de los desmosomas que presentan las celulas de la granulosa y de la
teca, asi como la degradacion de las fibras colagenas, provocada por la fibrinolisina sintetizada
por las células de la granulosa. Esta enzima es activada por el plasmindgeno, producto de las
células de la granulosa. La desaparicion de los desmosomas y los nexos entre las células de la
granulosa es consecuencia de la disminuciéon de la concentracién de estrégenos en el licor
folicular, producido inmediatamente antes de la ovulacion, contiene mas agua que el que se
forma antes y parece que se secreta a una velocidad mas alta ya que después del pico de LH la
capacidad de sintesis de estrogenos por las células de la granulosa disminuye rapidamente,
mientras que aumenta la de la progesterona (Dominguez y cols. 1991; Dominguez, 1993;
Espay y Lipner, 1994).

La ovulacion depende de una compleja sucesion de fendmenos endocrinos en los que
participan el hipotalamo, la hipéfisis y el ovario. El control central del ciclo reside en la regién
arqueada del hipotalamo medio basal. Las neuronas de esta regidn tienen una actividad de la
liberacién pulsatil de la GnRH, que es transportada por los vasos del sistema portal-
hipotalamico-hipofisiario al l6bulo anterior de la hipéfisis (Dominguez y cols. 1991;
Dominguez, 1993).

La regulacion de la ovulacion es el resultado de un conjunto de eventos
neuroendocrinos que modulan el crecimiento y la diferenciacion de los foliculos ovaricos. En

éstos eventos intervienen: las gonadotropinas (FSH) estimula el desarrollo, la maduracién y la
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diferenciacion de los foliculos ovéricos, y la (LH) que causa la ruptura del foliculo maduro y
la liberacién del ovocito (Fink, 1988). También participan las hormonas secretadas por el
ovario, en particular los estrogenos; las hormonas de las glandulas suprarrenales y del timo;
las hormonas troficas y reguladoras de la energia como son las hormonas secretadas por la
tiroides y la hormona de crecimiento; y los neurotransmisores clasicos y peptidérgicos que
Ilegan al ovario por los nervios o que son sintetizados en dicho érgano (Dominguez y cols.
1991; Cruz y cols. 1992; Espey y Lipner, 1994).

2. ANTECEDENTES

Muchos farmacos y diversas sustancias usadas como herramientas farmacoldgicas en
pruebas y bioensayos bioldgicos que tienen una actividad fisioldgica y fisioterapéutica
comprobada presentan problemas en su administracion, debido particularmente a su
insolubilidad. Frecuentemente deben ser administrados en un vehiculo irritante o toxico. El
DMSO es un solvente apropiado para esta clase de agentes insolubles en agua y que ademas
presenta propiedades bioldgicas aun no estudiadas que podrian colocarlo como un disolvente
adecuado para infiltrar farmacos que actuen directamente a nivel de la matriz extracelular.

¢Por qué aparentemente el DMSO que es significativamente menos toxico y que puede
ser utilizado como reemplazo de otros disolventes, ya sea puro o en mezclas de disolventes
seguros, es infrautilizado? Quizas la utilidad del DMSO no ha sido totalmente comunicada a
aquellos en posiciones capaces de tomar decisiones sobre la seleccion de disolvente comercial,
o tal vez se debe a "mitos de bioseguridad” que han rodeado DMSO durante varios afos
(Vignes, 2000).

Las dosis mas altas, soluciones méas concentradas, una mayor frecuencia de exposicion,
0 un periodo de exposicion mas largo pueden producir uno o mas de los efectos tdxicos
observados en algunos estudios de laboratorio y clinicos (Smith y cols. 1983).
Sin embargo, los limites de tolerancia del DMSO, no se han establecido para todas las
condiciones de exposicion. Ademas, existen documentos y reportes cientificos que muestran

datos que recomiendan su uso terapéutico en animales domésticos e incluso en humanos.

2.1 Propiedades Fisicas y Quimicas del DMSO
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El DMSO es una molécula anfipatica con un dominio altamente polar y dos grupos
metilo apolares, por lo que es soluble tanto en los medios acuosos como en los orgénicos
(Santos y cols. 2003) (Tabla 2).

El DMSO disuelve diversas sustancias organicas, incluyendo carbohidratos, polimeros
y péptidos, asi como también sales inorganicas y gases. Por lo general no tienen ningin efecto
biolbgico grave, por lo tanto, las soluciones de DMSO-agua de compuestos organicos se
pueden utilizar en diversos bioensayos (Balakin y cols. 2006).

Tabla 2. Algunas propiedades fisicas y quimicas del dimetilsulféxido (DMSO) (Tomado y simplificado de
Borgioli, 2007).

Nombre Formula Temperatura Volatilidad Toxicidad'®  pariametro de Solubilidad
de ebullicién (°C) (BuAc=1) TLVITWA {mg/m’) DLsg (mgika) fy fo fn

w=G

-

Dimetilsulfoxido ™~ 188 e ! 14.500 41 36 23

]

o Mo determinada: son muy poco voléties

Al aumentar los valores disminuyen la loxicidad. Ejsmple: n-Butitarmina TLVW/TWA 15 rrrg-fm'lz DL gy= 366 mgkg
Y Los paramalros inlerpretan los contributos de las fuerzas de dispersion (Iy), de las fuerzas polares (1), de las fuerzas de umion a hidrdgena ().

El DMSO es un solvente polar, fuertemente higroscopico, que muestra capacidad de
solubilidad en agua y lipidos. La aplicacion de esta sustancia a la piel resulta en la
hiperhidratacion de la capa cdrnea con el subsiguiente aumento de la permeabilidad. Mientras
gue no tiene efectos conocidos sobre las membranas plasmaticas, puede causar cambios en los
filamentos de queratina, sus efectos in vivo son de corta duracion (Brisson, 1974).

La mayoria de las propiedades fisiologicas de DMSO parecen estar relacionadas con
sus propiedades de penetracion, su potencial para inhibir o estimular enzimas, y actuar como
un capturador de radicales libres, entre otras.

Estas cualidades se basan en gran medida en las caracteristicas quimicas de DMSO,
incluyendo su afinidad a las uniones de hidrogeno, afinidad por el agua, la capacidad de
intercambio de agua entre las membranas celulares, y la capacidad de reaccionar con
moléculas organicas (Wexler y cols. 2005).

Por su propiedad de atravesar rapidamente la epidermis y las membranas celulares, el

DMSO se ha propuesto como excelente acarreador de drogas o venenos, lo cual podria
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representar maltiples ventajas para el ensayo de los efectos de farmacos insolubles o
hidrofébicos, ademas se ha reportado que DMSO es menos toxico que otros disolventes
anfipaticos usados en la industria farmacéutica y de servicios, tales como dimetilformamida,

dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona, entre otros (Baker, 1968).

2.2 Usos Potenciales del DMSO en Biologia y Biomedicina Experimental

Se han documentado numerosos estudios de laboratorio que versan sobre las acciones
farmacoldgicas primarias del DMSO, entre las que cabe mencionar: la penetracion de la
membrana celular, efectos sobre tejido conectivo, accion antiinflamatoria, analgesia, diuresis,
mejora o reduccion de la eficacia de otros medicamentos, inhibicién de la colinesterasa,
vasodilatacion, relajacion muscular, el antagonismo a la agregacion plaquetaria, entre otras
(Jacob y Herschler, 1986).

El DMSO es uno de los disolventes mas comunes para la administracion in vivo de
varias sustancias insolubles en agua. No esta claro como la respuesta a una sustancia particular
se ve alterada por el DMSO, pero en general se cree que actla como un portador penetrante de
sustancias a traves de las membranas en todos los niveles de organizacién biologica.

Las propiedades méas importantes de DMSO como portador penetrante implican la
capacidad para cambiar la conformacion de las proteinas y para reemplazar el agua (Rammier
y Zaffaroni, 1967).

El DMSO se absorbe facilmente por via cutanea y oral en animales y seres humanos y
mejora la absorcion de muchos productos quimicos por esas rutas, el DMSO en altas
concentraciones es mejor absorbido que en diluciones en combinacion con agua. (Wexler y
cols. 2005).

Hay cuatro variables principales que influyen en la penetracion de un soluto a través de
cualquier membrana: 1) el coeficiente de difusion a través de la membrana, 2) la
concentracion del agente en el vehiculo, 3) el coeficiente de particion entre la membrana y el
vehiculo, y 4) el espesor de la barrera de membrana. Los agentes de penetracion estan
disefiados para afectar una 0 mas de estas variables sin causar una modificacion estructural o
quimica permanente de la barrera fisioldgica. La alteracion del grosor de la membrana es

menos practica para la administracion de farmacos (es dificil concebir agentes no toxicos que
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podrian disminuir reversiblemente el grosor del estrato corneo), por lo que la mayoria de los
agentes de penetracion, incluyendo el DMSO, se cree puede alterar reversiblemente los
principios 1 a 3. Existe alguna evidencia que sugiere que el DMSO puede aumentar la difusion
a través del estrato cdrneo al interrumpir la funcion de la barrera.

Algunas pruebas sugieren que el DMSO puede aumentar la difusion a través del estrato
cdrneo por interrupcion de la funcién de barrera, esto probablemente se produce a través de
interacciones aproticas con lipidos intercelulares asi como tambien puede incluir la distorsion
reversible de cabezas de lipidos que producen una disposicién de embalaje mas permeable.

Ademas de lo anterior, se sabe puede tener efecto en agentes menos solubles en
combinacion con una variedad de vehiculos ya que favorece un incremento de la penetracién
mediante el transporte de una concentracion mas alta de la sustancia a través de la barrera de
membrana (Capriotti y Capriotti, 2012)

El DMSO es comunmente usado en medicina veterinaria como balsamo, sélo o en
combinacion con otros ingredientes, en este Gltimo caso el DMSO es usado como solvente
para acarrear los otros ingredientes a través de la piel. Ademas, en caballos DMSO es usado
via intravenosa sin combinacién o en combinacion con otras drogas, para el tratamiento en el
incremento de la presion intracraneal y/o edema cerebral. (Schleining y Reinertson, 2007a;
2007b).

Numerosos estudios han demostrado que el DMSO aumenta la permeabilidad de la piel
en los seres humanos y animales (Sweeney y cols. 1966; Astley y Levine, 1976; Malten y Den
Arend, 1978). La concentracion de DMSO determina el grado de cambio en la permeabilidad
y la eliminacion del disolvente en la recuperacion parcial o completa (Astley y Levine, 1976)

El DMSO se ha utilizado en varias situaciones terapéuticas en humanos. En 1978
recibio la aprobacion por la Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos de
América para su uso en el tratamiento de la cistitis intersticial, mediante instilacion
intravesical (Parkin y cols. 1997). Sus efectos no parecen estar relacionadas con una liberacion
de histamina a partir de mastocitos (Stout y cols. 1995). Se ha utilizado con éxito en
tratamiento: dermatolégico (Hsieh y cols. 1987; Burgess y cols. 1998), urinario (McCammon
y cols. 1998), pulmonar (Iwasaki y Haman, 1994), en amiloidosis (Morassi y Massa, 1989),

enfermedades gastrointestinales (Salim, 1992), el DMSO atraviesa la barrera hematoencefalica
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(Broadwell y cols. 1982) y ha sido eficaz en el tratamiento de edema cerebral traumatico
(lkeda y Long, 1990). Se ha utilizado también en el tratamiento de trastornos musculo
esqueléticos (Rosenstein y cols. 1999; Zuckner y cols. 1967) adenocarcinoma pulmonar (Goto
y cols. 1996), enfermedades reumatoldgicas (Abdullaeva y Shakimova, 1989), prostatitis
cronicas (Shirley y Stewart, 1978), enfermedades dermatoldgicas (Guerrey cols. 1999),
esquizofrenia (Smith, 1992) y como un analgésico topico (Kingery, 1997). Adicionalmente, se
ha sugerido para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Regelson y Harkins, 1997).

2.3 Toxicologia del DMSO

Ademas de todo lo mencionado anteriormente para aplicaciones farmacolégicas en el
tratamiento de diferentes patologias, cabe mencionar que también se han reportado varios
efectos secundarios sistémicos adversos por la utilizacion del DMSO, como nauseas, vOmitos
(Davis y cols. 1990), diarrea (O’Donnell y cols. 1981), hemolisis (Samoszuk y Reid, 1983),
reacciones anafilacticas que se manifiestan con erupciones cutaneas, enrojecimiento y
ocasionalmente broncoespasmo (Stroncek y cols. 1991), insuficiencia renal (Smith y cols.
1987), hipertension diastolica y sistélica (Hameroff y cols. 1983), bradicardia, bloqueo
cardiaco (Styler y cols. 1992); rara vez, edema pulmonar o paro cardiaco (Baum y cols. 1992).

Otros efectos secundarios de DMSO incluyen; aliento con olor a ajo y sabor en la boca
debido a la excrecion pulmonar de un pequefio porcentaje de DMSO como dimetil sulfuro
(Jacob y Herschler, 1983); su aplicacion topica, aunque bien tolerada, puede causar leve ardor
local temporal (Bertelli y cols. 1995), erupciones en la piel y prurito (Swanson, 1985). Se ha
informado de un caso de sulfohemoglobinemia después de la aplicacién dérmica de DMSO en
el tratamiento de la cistitis intersticial con fatiga, cianosis y disnea con ejercicio leve (Burgess
y Hamner, 1998).

El efecto secundario mejor documentado de tratamiento con DMSO es la hemdlisis
intravascular después de la infusion intravenosa de solucién al 40% o mayor que puede
resultar en la excrecién urinaria de hemoglobina (Waller y cols. 1983). A pesar de una
hemolisis transitoria dependiente de la dosis y que presenta hemoglobinuria, no se ha

reportado ninguna alteracion en la funcion renal (Muther y Bennett, 1980).
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También se ha descrito hiperosmolalidad sérica en el control del aumento de la presion
intracraneal con DMSO administrado por via intravenosa (Wolf y Simon 1983); el mismo
efecto también se observd en estudios in vitro en sangre humana (Santos y cols. 2002); sin
embargo, el DMSO penetra la membrana celular y causa un aumento en la osmolaridad dentro
y fuera de la célula, impidiendo cualquier hemdlisis significativa debido a la formacién de un
gradiente osmotico (Franco y cols. 1983).

Una de las preguntas mas importantes acerca de cualquier terapia medicinal, es la
seguridad. Las reacciones adversas del DMSO son relativamente leves y pueden producirse en
relacion con su concentracion y su modo de administracion (Jacob y De la Torre, 2009).

La toxicidad aguda de DMSO es baja en los animales. La DL50 en humanos es de
1800 mg/kg en piel y de 606 mg/kg por via intravenosa. La DL50 por via oral en la Rata va
desde 14.5 a 28 g/kg y la DL50 dérmica por encima de 40 g/kg, por via intraperitoneal e
intravenosa la DL50 en ratones, ratas y perros supera los 15 g/kg. Se ha demostrado que dosis
letales agudas en animales de experimentacion pueden producir taquipnea, inquietud, coma,
hipertermia, y muerte subita, también puede ocasionar la muerte después de varios dias
causada por insuficiencia renal (Jacob y Herschler, 1983).

El DMSO es un teratdgeno experimental y también causa otros efectos reproductivos
en animales de experimentacion (Wexler y cols. 2005) sin embargo, hasta ahora no existe
antecedentes que puedan explicar la influencia de DMSO en accién como agente teratdgenico
debido a la diversidad en los procedimientos experimentales empleados y los tipos de
anomalias que esos estudios indican (Smith y cols. 1983).

Existe controversia sobre el aparente papel toxico del DMSO en la rata, que se sabe
puede tener efectos teratogénicos cuando se administra durante la primera semana de
gestacion induciendo anormalidades fetales.

Sin embargo, el DMSO no se considera directamente embriotoxico y ha demostrado ser un
crioprotector exitoso para semen y embriones de mamiferos (Pegg, 2007)

Investigaciones han reportado los efectos teratogénicos en varias especies de animales
de experimentacion. Caujolle y colaboradores (1967), observaron anomalias del desarrollo que
incluyen: malformaciones de las extremidades, pico, 0jos y celosomia en embriones de pollo

inyectados con una solucion de DMSO al 50%. Otros autores describieron anomalias como
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exencefalia, microftalmia, costillas fusionadas y labio leporino en embriones de hdmster cuyas
madres fueron tratadas con una inyeccion de 2,5 g/kg o mas de DMSO en el dia 8° dia de
gestacion (Gill, 1981).

Tanto Caujolle y colaboradores (1967) como Staples y Pecharo (1973) encontraron
evidencias de embriones anormales (anencefalia, extremidades malformadas, y celosomia) en
ratones inyectados intraperitonealmente con 5 g/kg/dia 0 mas de DMSO durante la segunda
semana de gestacion. Juma y Staples, (1967) reportaron un aumento en las resorciones de
embriones de ratas que en los dias 8° - 10° de la gestacion fueron tratadas con 10.25 g/kg/dia
de DMSO al 90% sin embargo no causo efectos teratogénicos. Caujolle, (1967) observé un
aumento en anomalias del desarrollo cuando administr6 diariamente DMSO (5-10 g/kg) desde
el 6° hasta el 12° dia de gestacion. Caujolle, (1967) documentd que dosis orales diarias o dosis
subcutaneas de 4 a 5 g/kg de DMSO administrados a conejas en los dias 6° al 14° de gestacion
no causaron mortalidad embrionaria ni teratogenicidad; y segun Staples y Pecharo, (1973) la
mortalidad embrionaria aumenta con dosis subcutaneas de 3 g/kg en los dias 8° al 11°, pero no
tiene efectos teratogenos.

Se han realizado varios estudios con el objeto del reconocer anormalidades

teratdgenicas embrionarias y fetales en roedores (Tabla 3).

Tabla 3. Efectos teratogénicos y embriotoxicos en la rata (Smith y cols. 1983).

Dosis/concentracion y'.a de . Efectos Referencia
administracién

5-10 g/kg/d del 6°-12° dia de Malformaciones del sistema nervioso, Cauiolle
gestacién (50% DMSO) Po. Ip. extremidades, mandibula, celosomia 196% '

y edema.

. Disminuye el nimero de crias vivas

10.25 g/kg/d del 8°-10 ° dia de . . S Jumay
gestacion (90% DMSO) Sc. incremento de resorciones, ningdn Staples, 1967

tipo de malformacién grave.
10.25 g/kg/d del 8°-10° dia de
gestacién (90% DMSO) Ip No teratogénico Staples y

' ' Pecharo, 1973

Algunos estudios teratoldgicos sugieren que DMSO no es un teratdgeno en mamiferos

cuando se administra por via oral y dérmica a dosis que no producen toxicidad materna
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manifiesta, el DMSO no es un teratdgeno en dosis bajas, independientemente de la via de

administracion.

2.4 Efectos del Uso de DMSO como Vehiculo de Agentes Teratdgenos

Los efectos teratogénicos provocados por una Unica inyeccion del agente antimalarico
pirimetamina o del agente antitumoral 6-mercaptopurina en ratas el dia 13° de gestacion se
redujo por el pretratamiento con DMSO (Barilyak y cols. 1978). Sin embargo, en otro estudio
el DMSO no intervino en la accién teratogénica de la pirimetamina (Anderson y Morse, 1966).
Inyecciones del insecticida dieldrina (dias 6° -14°) en ratones prefiados resulté en toxicidad
materna y fetal que se incrementd cuando se utiliz6 DMSO como vehiculo (Dix y cols. 1977).
La toxicidad embrionaria y fetal inducida por el metabolito flngico (acido secalonico) se
redujo cuando se utilizo DMSO como vehiculo (Reddy y cols. 1981). La mortalidad fetal y
anormalidades en hamsteres tratados con el insecticida tiram o disulfiram por via oral en el dia
7° u 8° de gestacion se incrementaron cuando se usaron junto con DMSO (Robens, 1969).

Se evaluaron siete sustancias con capacidad teratogénica en embriones de pollo para
determinar los efectos que podria tener el DMSO sobre el desarrollo y mortalidad. Los
productos quimicos probados en embriones de cuatro dias de edad fueron: 3-acetilpiridina, 6-
aminonicotinamida, bidrin, sulfanilamida, 3-amino-1, 2, 4-triazol, fisostigmina, y nicotina.

EI DMSO no tuvo ningun efecto sobre la mortalidad de los embriones, sin embargo,
hubo un aumento en los efectos teratogénicos cuando se usé en conjunto con sulfanilamida,
una disminucién cuando se utilizé junto a 3 acetilpiridina, 6-aminonicotinamida, 3-amino-1, 2,
4-triazol y no se registraron cambios en la combinacidn con fisostigmina y nicotina. (Landauer
y Salam, 1972).

No hay antecedentes que puedan explicar la influencia del DMSO en accién como
agente teratdgenico debido a la diversidad en los procedimientos experimentales empleados y

los tipos de anomalias que esos estudios indican (Smith y cols. 1983).
2.5 Dopamina y Receptores Dopaminérgicos

Las catecolaminas se caracterizan por un grupo catecol: un anillo bencénico con dos

grupos hidroxilo al que esta unido un grupo amina. Entre las catecolaminas esta la dopamina,
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la norepinefrina (noradrenalina) y la epinefrina (adrenalina). Todas las catecolaminas se
sintetizan a partir del amino4cido L-Tirosina. Las catecolaminas se sintetizan principalmente
en el cerebro, en la médula suprarrenal y en algunas fibras nerviosas simpaticas (Tresguerres,
2008).

La dopamina es sintetizada por neuronas especificas que tienen sélo las dos primeras
enzimas de la ruta de biosintesis: Tirosina Hidroxilasa (TH) y L-Dopa-descarboxilasa que
actian secuencialmente para la produccion exclusiva de dopamina: las neuronas
dopaminérgicas, que tras su estimulacion quimica o eléctrica liberan dopamina en la sinapsis
(Garcia Sevilla y Meana, 1988).

Las catecolaminas juegan un papel clave en el metabolismo de nutrientes y la
generacion de calor corporal, estimulan no sélo el consumo de oxigeno sino también el
consumo de combustibles, como la glucosa y los acidos grasos libres, generando asi calor.
Estimulan la glucogendlisis y la degradacion de los triglicéridos a los acidos grasos libres
(lipolisis). También tienen un papel en la regulacion de la secrecion de multiples hormonas.
Por ejemplo, la dopamina inhibe la secrecién de prolactina, la norepinefrina estimula la
secrecion de GnRH vy la epinefrina inhibe la secrecion de insulina por las células beta de los
islotes de Langerhans del pancreas (Garcia Sevillay Meana, 1988).

La dopamina es un neurotransmisor ampliamente distribuido en el sistema nervioso
central y algunas zonas periféricas incluyendo el sistema cardiovascular y el sistema renal. En
el cerebro la dopamina esta involucrada en el control de los movimientos, la cognicion, las
emociones, la memoria, la recompensa y el mecanismo de la regulacion de la secrecion de
prolactina por la hipéfisis. Varias enfermedades se han relacionado con alteraciones de la
transmisidbn  dopaminérgica como trastornos neuropsiquiadtricos 'y enfermedades
neurodegenerativas, principalmente (Hoffmann y Lefkowitz, 1996). Los efectos fisioldgicos
de la dopamina son mediados por proteinas membranales que fungen como receptores de
sefiales quimicas especificas, denominados receptores dopaminérgicos (RDA), que tienen
expresion generalizada en todo el cerebro de los mamiferos (Rangel-Barajas y cols. 2015).

De acuerdo con Rangel y colaboradores (2015), los RDA pertenecen a la familia de
receptores acoplados a proteinas G. Hay cinco subtipos de receptores de mamiferos que se

dividen en dos familias segin su estructura y de la respuesta bioldgica. La familia RDAL
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incluye a los receptores RDA1 y RDADS, la familia RDA2 consiste en RDA2, RDA3 y RDAA4.
Los subtipos RDAL estan acoplados positivamente a la AC para inducir la acumulacion
intracelular del AMPc y la activacion de la proteina quinasa (PKA) dependiente de AMPc
(Rangel-Barajas y cols. 2015). En contraste, los RDA2 estan acoplados negativamente a la
AC, como resultado de su activacion disminuye la acumulacion de AMPc y ocurre la
modulacion de la actividad de PKA y sus efectores. La activacion de este receptor estd
asociada también con otras vias de sefializacion e incluso, podria actuar de forma diferente
dependiendo del &rea cerebral o bien, de acuerdo con las condiciones fisiologicas (Cooper y
cols. 1995) (Figura 8).
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Figura 8. Sefalizacion intracelular de los RDA2. Se producen por una activacién compleja de sefales
intracelulares que estan relacionadas con eventos como el neurodesarrollo, la degradacion proteosomal, la
proliferacion celular y el proceso cognitivo. Efectos estimulantes se indican con flechas rojas, las flechas
discontinuas rojas indican la activacion plausible y los efectos inhibitorios en lineas azules indican el final
con un circulo (Tomado y modificado de Rangel-Barajas y cols. 2015).

2.6 Receptores Dopaminérgicos y Ovulacion
Recientemente se ha demostrado la importancia del sistema dopaminérgico ovarico,

confirmando las observaciones de Dominguez y colaboradores (1987). Afos atras, se
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comprob0 que en ratas adultas el dia del diestro-1 del ciclo estral, el sistema de receptores
dopaminérgicos (RDA) es indispensable para que se presente la ovulacion el dia del estro
esperado. Este estudio se realizo al administrar tres diferentes antagonistas dopaminérgicos:
haloperidol antagonista inespecifico, sulpirida antagonista del receptor tipo 2 (RDA2) y
SCH23390 antagonista del receptor tipo 1 (RDAL) dentro de la bursa ovarica en diferentes
horarios a lo largo del ciclo estral. De manera interesante, el sulpirida y el haloperidol se
comportaron de manera semejante “bloqueando” la ovulacion cuando se administraba en la
noche del estro, todo el diestro 1 y la mafiana del diestro-2 en contraste al SCH23390, el cual
tenia efectos solo en la mafana y noche del diestro-1. También se pudo mostrar el aumento en
la expresion de TH en los animales administrados con haloperidol, lo que podria indicar un
aumento en la sintesis de dopamina, mientras que la expresion de la fosfoproteina regulada por
la dopamina y AMPc (DARPP-32) incremento de igual manera, proteina que se activa por la
interaccion de la DAy el RDA1 (Venegas y cols. 2015).

La DA ha sido encontrada en el liquido folicular de foliculos preovulatorios humanos
en altas concentraciones y en cultivo de células de la granulosa de foliculos humanos se ha
mostrado la presencia de cuatro de los cinco subtipos de RDA, estando el receptor tipo 3
ausente. En el ovario de rata se encontré el ARNm de los receptores tipo | y tipo de Il en
cuerpos ldteos y tejido intersticial mientras que en los foliculos ovaricos su presencia es
moderada (Rey-Ares y cols. 2007).

El ovario cuenta también con el sistema de recaptura de DA, en células de la granulosa
humana se encuentra el transportador de dopamina (DAT), la catecol-O-metiltransferasa
(COMT), las monoaminoxidasa A y B, ademas del transportador vesicular de monoaminas 2
(VMAT?2), mientras que en cepas de ratas Wistar y Sprague-Dawley se demostrd que expresan
tanto DAT como VMAT (Greiner y cols. 2008; Saller y cols. 2014).

2.7 Antagonistas de la dopamina

Los antagonistas dopaminérgicos juegan un papel importante como tratamiento contra
diversos padecimientos psiquiatricos y neurolégicos, pero también como herramienta de
investigacion, para entender el origen y desarrollo de estas enfermedades o para crear y

mejorar las terapias que involucren a la dopamina (Bahena y cols. 2000).
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2.8 Propiedades farmacoldgicas de la sulpirida

La sulpirida: (RS)-N-[(1-etilpirrolidin-2-il)-metil]-2-metoxi-5-sulfamoilbenzamida, es
un neuroléptico y antipsicotico de la clase de las benzaminas, se utiliza en el tratamiento de
una amplia gama de trastornos psicoticos. Es un antagonista dopaminérgico selectivo post
sindptico de los receptores de la familia RDA2. No produce efectos secundarios
extrapiramidales como otras benzaminas de uso clinico (Martin y cols. 1996).

El efecto de la sulpirida ocurre sobre estructuras limbicas, no interactla
significativamente con receptores de otros neurotransmisores. Se presenta como polvo
cristalino casi blanco, insoluble en agua, ligeramente soluble en alcohol y cloruro de metilo y
puede disolverse en acidos minerales e hidroxidos alcalinos (Palomo, 1991).

Debido a la insolubilidad y baja afinidad a sus receptores, se dificulta el uso de algunos
antagonistas dopaminergicos en diferentes bioensayos, en ese aspecto el DMSO puede resultar

de gran utilidad para infiltrar este tipo de agentes poco solubles.

3. JUSTIFICACION

Se desconocen los efectos biologicos del DMSO aplicado en el tejido ovarico de la rata
adulta. Muchos farmacos y herramientas farmacologicas con actividad fisioldgica y
fisioterapéutica comprobadas presentan problemas en su administracion debido a su
insolubilidad y frecuentemente deben ser administrados en un vehiculo irritante o téxico. El
DMSO es un solvente que ha demostrado gran capacidad para disolver agentes insolubles en
agua y ademas presenta propiedades biologicas ain no estudiadas que podrian colocarlo como
un disolvente adecuado para infiltrar farmacos que actten directamente a nivel de la matriz
extracelular. Por tanto, se analizaron sus efectos directos cuando se aplica en tejido vivo
buscando los signos de citotoxicidad por medio de histologia convencional con microscopia de
campo claro, ademas de analizar los efectos que pueden alterar la secrecidén de gonadotropinas
o0 incidan sobre la ovulacion, registrando para esto la duracion del ciclo estral, asi como el
namero de ovocitos liberados en el modelo de la rata adulta. Por otra parte, se probd su

eficacia usandolo como vehiculo de un antagonista dopaminérgico tipo 2 (sulpirida), con
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actividad probada sobre esos pardmetros y comparando los efectos del DMSO con estudios

similares en donde se han usado otros vehiculos para la administracion del antagonista.

4. HIPOTESIS
1) La administracion local del DMSO en las bursas ovaricas de la rata adulta en los
diferentes dias del ciclo estral no tiene efectos citotoxicos, por lo que no induce

cambios en el ciclo estral ni en la ovulacion espontanea.

2) La administracion local del DMSO como vehiculo infiltrante del antagonista
dopaminérgico sulpirida en las bursas ovéricas de la rata adulta en los diferentes dias
del ciclo estral no modifica los efectos reportados de sulpirida sobre el ciclo estral y la

ovulacién espontanea.

5. OBJETIVOS
5.1 General:
Evaluar los efectos del DMSO aplicado localmente en el tejido ovarico de la rata adulta

sobre el ciclo estral y la ovulacion espontanea.

5.2 Particulares:

1) Evaluar la citotoxicidad del DMSO administrado localmente dentro de las bursas
ovaricas, en los diferentes dias del ciclo estral de la rata adulta, sobre la duracion
del ciclo estral y la ovulacion espontanea.

2) Probar el efecto del antagonismo especifico sobre los receptores a dopamina tipo 2
con el antagonista sulpirida sobre la duracion del ciclo estral y la ovulacion

espontanea utilizando al DMSO como vehiculo infiltrante.

30



6. METODOLOGIA

Se utilizaron 68 ratas hembras adultas de la cepa ClI-ZV, con edades de 90-120 dias y
con peso corporal de 200-250 g, mantenidas en condiciones de iluminacion controlada (14 h
luz/10 h oscuridad; luces de las 05:00 h a las 19:00 h) y con libre acceso al agua y al alimento
balanceado.

Con el fin de controlar las fases del ciclo reproductor, se realizaron los registros del ciclo
estral por medio de frotis vaginales que se tomaron diariamente entre las 09:00 y las 10:00 h.
Una vez que los animales presentaron tres ciclos consecutivos de cuatro dias de duracion
(diestro-1, diestro-2, proestro y estro; ratas ciclicas) fueron asignados a los diferentes grupos
experimentales. Todos los experimentos se ajustaron a la NOM-062-Z00-1999.

6.1 Objetivo Particular 1: Evaluacion de la citotoxicidad del DMSO administrado
localmente dentro de las bursas ovaricas, en los diferentes dias del ciclo estral de la rata
adulta, sobre la ovulacion espontanea y la duracion del ciclo estral.

Entre las 13:00-14:00 del Diestro-1, Diestro-2, Proestro o Estro, se formaron grupos de 6
animales ciclicos que fueron sedados con vapores de isoflurano y sometidos a una laparotomia
dorso-bilateral a nivel de la regidn inguinal con el fin de exteriorizar los ovarios y realizar una
microinyeccion dentro de cada bursa ovarica con 20 ul de DMSO 100%. De modo semejante,
un grupo sham recibié la microinyeccién con solucién de agua destilada.

En todos los animales, el registro del ciclo estral se reanudo al dia siguiente. Los
animales fueron sedados con vapores de isoflurano y sacrificados entre las 09:00 y 10:00h de
la mafiana del siguiente estro vaginal (estro vaginal observado) se registro la duracion del ciclo
estral en cada grupo, se disecaron los ovarios y los oviductos donde se buscaron los signos de
ovulacion y se conté el nimero de ovocitos liberados. Como grupo control absoluto, se
utilizaron 8 animales ciclicos que se sacrificaron en la mafiana del estro esperado, luego de
preentgar al menos tres cicloe estrales consecutivos de cuatro dias (Control Intacto).

Los ovarios de todos estos animales fueron procesados para histologia en campo claro,
se incluyeron en bloques de parafina, se cortaron en micrétomo a 10 um de grosor (Gavifio y

cols. 1992) y fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina (Luna, 1975).
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Se registraron los signos de inflamacién o necrosis en los tejidos ovéricos de acuerdo

con la metodologia propuesta por Yoshida y colaboradores (2009).

6.2 Objetivo Particular 2: Analisis del efecto del antagonismo especifico del receptor a
dopamina sobre la duracién del ciclo estral y la ovulacién espontanea utilizando al DMSO
como vehiculo infiltrante.

Otros grupos de 8 y 4 animales ciclicos respectivamente, fueron distribuidos en grupos
experimentales para realizar la microinyeccion dentro de las bursas ovéricas de un antagonista
de los receptores dopaminérgicos tipo 2: sulpirida, usando DMSO como vehiculo.

Entre las 13:00-14:00 del diestro-1, diestro-2, proestro y estro se formaron grupos de
animales ciclicos que fueron sedados con vapores de isoflurano y sometidos a laparotomia
dorso-bilateral a nivel de la region inguinal para exteriorizar los ovarios y realizar una
microinyeccion dentro de cada bursa ovarica con 20 ul de solucion sulpirida (5ug/uL) en
DMSO 100%.

De igual forma que en el experimento anterior, en todos los animales el registro del ciclo
estral se reanudo al dia siguiente. Los animales fueron sedados con vapores de isoflurano y
sacrificados entre las 09:00 y 10:00h de la mafana del siguiente estro vaginal (estro vaginal
observado) se registro la duracion del ciclo estral en cada grupo, se disecaron los ovarios y los
oviductos donde se buscaron los signos de ovulacion y se contd el nimero de ovocitos
liberados. Los ovarios de los animales fueron procesados para histologia en campo claro para
su posterior analisis y se registraron los signos de inflamacion o necrosis en los tejidos

oVaricos.

6.3 Analisis Estadistico.

La duracion del ciclo estral y el nimero de ovocitos liberados fueron analizados por la
prueba de Kruskall-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Los
signos de alteracion tisular o de citotoxicidad en los tejidos ovaricos fueron registrados en
tablas de contingencia y analizados con la prueba de Probabilidad Exacta de Fisher, segun el
caso. Se consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias iguales 0 menores a
p<0.05.
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7. RESULTADOS

El peso corporal entre los grupos testigo y los grupos tratados con el DMSO o sulpirida
fue semejante (Control Intacto (n=8): 218+5 gramos vs Agua Destilada (n=16): 247+4 gramos
vs DMSO (n=24): 235+4 gramos vs Sulpirida (n=20): 2354, n.s.). Por tal motivo, el peso de
los ovarios y del Utero se expresé en mg/100g peso corporal.

No se encontraron diferencias significativas en el peso de los ovarios ni del Gtero entre
los diferentes grupos experimentales (Masa ovarica: Control Intacto (n=8): 26.3+1.6 mg vs
Agua Destilada (n=16): 23.3+0.8 mg vs DMSO (n=24): 26.5+1.2 mg vs Sulpirida (n=20):
24.2+0.9, n.s. // Utero: Control Intacto (n=8): 163+7 mg vs Agua Destilada (n=16): 180+7 mg
vs DMSO (n=24): 1777 mg vs Sulpirida (n=20): 18310, n.s.) (Tabla 4).

El analisis de la duracion del ciclo estral entre los grupos tratados con agua destilada y
DMSO no mostro ninguna alteracion ni tampoco en el nimero de ovocitos liberados (Tabla 5).
Sin embargo, el tratamiento con sulpirida indujo el retraso en la presencia del estro vaginal de
casi 24 horas, pero no modificé el nimero de ovocitos liberados en este grupo respecto al

grupo testigo tratado con DMSO o agua destilada (Tablas 6 y 7).

7.1 Histologia del Ovario

No se observaron alteraciones significativas en la histologia de los principales
compartimentos de la corteza ovarica. Los foliculos y cuerpos lGteos mostraron una apariencia
normal, sin signos de necrosis u otra alteracion que comprometiera su funcionamiento.

La microinyeccion del DMSO mostrd algunos signos de distencion vascular en la zona
medular del ovario que son semejantes a los efectos de la microinyeccidn con solucion salina

0.9%, agua destilada o solucién de acido ascorbico 0.1% (Figuras 9 y 10).
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Tabla 4. Peso relativo de los ovarios (mg/100 g peso corporal) + e.e.m. y peso relativo del Utero
(mg/100 g peso corporal) en los animales ciclicos que recibieron una microinyeccion de DMSO
dentro de las bursas ovéricas a las 13:00h de uno de los dias del ciclo estral. Los animales fueron
sacrificaron en la mafana del siguiente estro vaginal observado.

Agua Destilada DMSO (n=6) Sulpirida
Ol oD Ol oD Ol oD
Estro 12.0+0.8 12.1+0.8 12.1+1.1 12.0£1.2 12.3£1.3 12.0£1.3
Diestro-1 10.2+0.3 10.4+0.5 12.0£0.7 12.4+0.8 11.1+0.6 12.3+0.6
Diestro-2 10.7+0.6 11.2+0.8 13.2+0.5 12.7+0.9 11.2+1.1 12.6x0.7
Proestro 13.2+1.5 15.2+0.6 16.5£1.6 14.9£1.9 12.3£1.9 13.9+1.4
Masa Ovérica
Agua Destilada DMSO Sulpirida
Estro 24.1+0.6 (n=4) 24.242.1 (n=6) 24.3£3.2 (n=4)
Diestro-1 20.5+0.4 (n=4) 24.31£1.4 (n=6) 23.4+1.0 (n=8)
Diestro-2 21.7+1.4 (n=4) 25.911.4 (n=6) 23.84£0.8 (n=4)
Proestro) 28.4+1.6 (n=4) 31.4+3.4 (n=6) 26.3+£3.2 (n=4)
Peso del Utero
Agua Destilada DMSO Sulpirida
Estro 187416 (n=4) 168+18 (n=6) 175429 (n=4)
Diestro-1 173+10 (n=4) 181421 (n=6) 187+16 (n=8)
Diestro-2 163+4 (n=4) 17910 (n=6) 191+29 (n=4)
Proestro 195418 (n=4) 18046 (n=6) 17449 (n=4)
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Tabla 5. Duracion el ciclo estral (dias) m+ e.e. y del nimero de ovocitos totales liberados + e.e.m.
en los animales ciclicos que recibieron una microinyeccion de DMSO dentro de las bursas ovaricas
a las 13:00h de uno de los dias del ciclo estral. Los animales fueron sacrificaron en la mafiana del
siguiente estro vaginal observado.

Duracion del Ciclo Estral

No. de Ovocitos Liberados

Agua Destilada DMSO Agua Destilada DMSO
Estro 4.0£0.0 (n=4) | 4.0%0.0 (n=6) 13.5+0.9 (n=4) 12.2+1.4 (n=6)
Diestro-1 4.0£0.0 (n=4) | 4.0%0.0 (n=6) 14.8+1.0 (n=4) 12.0+0.9 (n=6)
Diestro-2 4.0£0.0 (n=4) | 4.0%0.0 (n=6) 12.8+0.9 (n=4) 12.0+0.6 (n=6)
Proestro 4.0+0.0 (n=4) 4.0£0.0 (n=6) 12.8+0.6 (n=4) 11.8+1.0 (n=6)

13.4+0.4 (n=16)

12.0+0.5 (n=24)

Tabla 6. Duracion el ciclo estral (dias) m+ e.e. y del nimero de ovocitos liberados * e.e.m. en los
animales ciclicos que recibieron una microinyeccion de DMSO + sulpirida dentro de las bursas
ovaricas a las 13:00h de uno de los dias del ciclo estral. Los animales fueron sacrificaron en la

mafiana del siguiente estro vaginal observado.

Duracion del Ciclo Estral

No. de Ovocitos Liberados

DMSO + Sulpirida
Estro 4.0£0.0 (n=4) 11.5+0.5 (n=4)
Diestro-1 4.840.2* (n=8) 10.6+0.7 (n=8)
Diestro-2 4.0£0.0 (n=4) 11.0£0.4 (n=4)
Proestro 4.0£0.0 (n=4) 11.2+0.7 (n=4)

11.0+0.3 (n=20)
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Tabla 7. Namero de ovocitos liberados izquierdos y derechos de cada uno de los grupos de
animales ciclicos que recibieron una microinyeccién de agua destilada, DMSO o DMSO +
sulpirida dentro de las bursas ovéricas a las 13:00h de uno de los dias del ciclo estral. Los
animales fueron sacrificaron en la mafiana del siguiente estro vaginal observado.

Agua Destilada DMSO

NOL Ol NOL OD NOL Ol NOL OD
Estro 7.3+0.5 (n=4) 6.3+0.9 (n=4) 6.0+0.7 (n=6) 6.0+1.2 (n=6)
Diestro-1 8.2+0.8 (n=4) 6.8+0.5 (n=4) 5.6%0.4 (n=6) 6.5+0.6 (n=6)
Diestro-2 6.3+0.5 (n=4) 6.5+0.5 (n=4) 5.8+0.3 (n=6) 6.5+0.5 (n=6)
Proestro 6.8+0.9 (n=4) 6.0+0.4 (n=4) 6.3+0.7 (n=6) 5.5+0.6 (n=6)
DMSO + Sulpirida
Ol oD

Estro 6.0£0.4 (n=4) 5.7+0.5 (n=4)
Diestro-1 5.1+0.6 (n=8) 5.2+0.3 (n=8)
Diestro-2 5.7+0.5 (n=4) 5.2+0.5 (n=4)
Proestro 5.5+0.3 (n=4) 5.7+0.7 (n=4)
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Figura 9. Imagenes que muestran el efecto de la Ml con 20 pL de DMSO 100%; 20 uL SHAM (H20)
en el tejido ovarico de ratas que recibieron tratamiento en los diferentes dias del ciclo estral.
Aparentemente, los tejidos corticales no mostraron signos de alteracion estructural; MO: médula
ovérica; VL: vaso linfatico; A: arteriola; CL: cuerpo luteo; F: foliculo; D1: diestro 1; D2: diestro2; E:

estro.
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Figura 10. Iméagenes que muestran el efecto de la Ml con 20 pL de DMSO 100%; 20 uL de DMSO
100% + sulpirida en el tejido ovarico de ratas que recibieron tratamiento en los diferentes dias del
ciclo estral. Aparentemente, los tejidos corticales no mostraron signos de alteracion estructural; MO:
médula ovérica; VL: vaso linfatico; A: arteriola; CL: cuerpo lateo; F: foliculo; D1: diestro 1; P:
proestro; E: estro; S: sulpirida.
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8. DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que el DMSO no indujo cambios
significativos en la estructura cortical de los ovarios. Aparentemente, la infiltracion del
disolvente a través de las bursas ovéricas no tuvo efectos citotoxicos que comprometieran las
funciones primordiales del ovario.

Se ha visto que el DMSO aplicado en terapias contra inflamacion (Parkin y cols. 1997;
Dujovny y col. 1983), infecciones virales (Aliaga y col. 1992) o bacterianas (Pottz y col.
1967) analgésicas (Kingery, 1997; Gaspar y col. 2011) y como un criopreservante (Pegg,
2007) ha mostrado efectos bastante seguros. Nuestros resultados al aplicarlo directamente a un
drgano dentro de la cavidad corporal muestran que sus efectos son facilmente controlables por
los mecanismos naturales de detoxificacion y eliminacion de sustancias de desechos, donde el
sistema linfatico participa. Como se sabe, los sistemas linfaticos comprenden un sistema de
transporte unidireccional para liquidos y proteinas al recolectarlos del espacio intersticial y
devolverlos a la circulacion sanguinea (Swartz, 2001).

Es un hecho notable que la técnica quirurgica y la aplicacion del DMSO administrado
directamente sobre el tejido ovarico no modificara la secrecion de gonadotropinas ni afectara
las funciones primordiales de las génadas. Es decir, el organismo de la rata se reajusto a sus
funciones sustantivas de modo rapido. La aparente no alteracion de las funciones ovaricas, son
un reflejo de la incidencia correcta de los esteroides sexuales en los centros superiores que
controlan la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas.

Con base a lo anterior, el uso del DMSO como agente infiltrante pudiera ser
ampliamente recomendado para analizar el papel fisiolégico o farmacologico de sustancias
quimicas experimentales. En el presente trabajo, fue utilizado como vehiculo para la
infiltracion del antagonista dopaminérgico sulpirida, su empleo indujo los mismos efectos a
los observados en otros trabajos cuando se emplea acido ascorbico 0.1% como vehiculo
(Venegas y col., 2015; Letras Luna, 2016; Gonzalez Quiroz, comunicacion personal) y se
especula que tendria efectos semejantes a los vehiculos utilizados para administrar otros
antagonistas de la dopamina, por ejemplo, mezclas de alcohol agua, solucién salina o agua
destilada (Venegas y cols. 2015; Gonzélez y cols. 2016., Venegas y cols. 2017; Guzman y
cols. 2018).
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Con la finalidad de utilizarlo como un vehiculo inocuo, es claro que falta realizar
estudios complementarios que profundicen sobre el conocimiento del margen de bioseguridad
con el que se puede emplear. Por ejemplo, se podrian comparar sus efectos respecto a otros
vehiculos convencionales apoyados con técnicas inmunohistoquimicas para analizar la
presencia de indicadores de apoptosis, de expresion de proteinas clave en las cascadas de
sefializacion intracelular que conducen a la biosintesis de receptores a gonadotropinas, de los
propios receptores a la dopamina, factores intimamente ligados a la angiogénesis, por
mencionar algunos. Asi mismo, con técnicas simples de Biologia Molecular, se podria realizar
un analisis comparativo del eventual dafio o alteracion de la expresion génica de dichas
proteinas.

Existen maltiples alternativas de trabajo cientifico en el campo de la Biologia de la
Reproduccion y la Endocrinologia Reproductiva Experimental donde este agente infiltrante
pudiera ser utilizado. En nuestro caso, profundizar en el analisis de las funciones ovaricas y de
sus organos (cuerpo luteo y el foliculo ovéarico) o tejidos clave (células de la teca, de la
granulosa, el ovocito o las células luteas), requeririan del uso de un vehiculo inocuo, que
permita la solubilizacion de sustancias liposolubles y, lo mas importante, en concentraciones
minimas que produzcan efectos fisiologicos claros y no artificiosos. EI DMSO podria ser
empleado como un vehiculo eficaz para estudiar los efectos de farmacos bioactivos a menores
dosis e incluso, en tiempos de reaccién menores. De acuerdo con informacion novedosa sobre
las funciones que realizan los diferentes compartimentos anatdmico-funcionales del ovario,
seria interesante probar sus efectos como agente infiltrante y la produccién de especies
reactivas al oxigeno y sus indicadores de estres oxidativo, ya que se sabe que dichas sustancias
estan implicadas en la ovulacion, pero también en diversas patologias ovaricas.

Por otra parte, los efectos del antagonismo dopaminérgico en el tejido ovarico utilizando al
DMSO como vehiculo, reprodujeron hallazgos previos sobre la alteracion de las sefales
neuroendocrinas y endocrinas que conducen a la ovulacién espontanea. De este modo,
Venegas Yy colaboradores (2015) estudiaron los efectos de la microinyeccion de la sulpirida y
de otros antagonistas de la dopamina, a través de la bursas ovaricas sobre la ovulacion
espontanea en ratas con ciclo estral regular de cuatro dias de duracién y sus resultados

mostraron un desfasamiento del estro con un retraso neto de un dia, lo que coincide con
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nuestros datos, incluso comparado con el modelo del animal hemicastrado (Letras y cols.
2016).

Las causas del retraso del estro vaginal pueden ser explicadas por la alteracion o
interrupcién de los esteroides sexuales que acttan al nivel del sistema nervioso central y del
hipotadlamo. De algiin modo, en los animales con el antagonismo del receptor dopaminérgico
tipo 2, la vida del cuerpo luteo se mantiene veinticuatro horas mas de lo esperado, es decir, la
progesterona mantiene sus efectos inhibitorios sobre los centros que conducen a la descarga
fasica de la GnRH y en consecuencia, la descarga preovulatoria de las gonadotropinas se
retiene hasta que el sistema acumula suficientes estrégenos para que ejerzan sus efectos
estimulantes sobre la secrecion fasica de la GnRH y hasta ese momento, el ovario estaréa en
condiciones de liberar a los ovocitos cuando se presenten los picos preovulatorios de las
gonadotropinas.

Venegas y colaboradores (2015) demostraron que la inyeccion de GnRH en la tarde del
proestro esperado induce la ovulacion en el 100% en los animales con antagonismo

dopaminérgico, aunque en el modelo del presente estudio no lo comprobamos.

9. CONCLUSIONES

1) La administracion directa del DMSO sobre el tejido ovarico no afecta las principales
funciones ovaricas, estimadas por la duracion del ciclo estral (indicador de la secrecion
de gonadotropinas y esteroides sexuales) ni la ovulacién espontanea (numero de
ovocitos liberados).

2) La administracion del DMSO como vehiculo de la sulpirida indujo efectos semejantes
a los observados en otros modelos experimentales donde se han utilizado otros

vehiculos, es recomendable como agente infiltrante de antagonistas de la dopamina.

10. PERSPECTIVAS

Con base en los hallazgos del presente estudio sobre el margen de seguridad que el
DMSO como vehiculo infiltrante para el uso experimental de antagonistas de la dopamina, y

quiza otros farmacos, que por su naturaleza quimica son escasamente solubles en disoluciones
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acuosas, hace falta realizar mas pruebas experimentales para promover su utilizacion. Es muy
probable que su uso como vehiculo permita facilitar el manejo, calcular y/o economizar
reactivos, utilizar dosis bioldgicamente dptimas para analizar el efecto de sustancias quimicas
administradas en tejidos u organismos vivos Yy prevenir la instalacion de artificios
experimentales que pudieran enmascarar los verdaderos efectos de las manipulaciones
farmacolodgicas en los modelos experimentales.

En lo particular, a nuestro grupo de trabajo le interesa profundizar en el conocimiento
del papel funcional que la dopamina ovarica y del hipotalamo desempefia tanto en la funcién
de la génada como a otros niveles del eje hipotalamo-adenohipéfisis-ovario. Por tanto, seria
interesante realizar un estudio profundo sobre los efectos agudos o a largo plazo que ocurren
cuando el DMSO entra en contacto con los tejidos de la corteza ovéarica o en el cerebro de la
rata, mismos que forman parte esencial de la regulacion de la funcién reproductiva. También
se ha comenzado a explorar la funcion de la dopamina en el tejido testicular de la rata, debido
a que tienen receptores a dopamina y aparentemente desempefian un papel importante en la
funcion testicular. En este contexto los posibles usos del DMSO como un vehiculo infiltrante
abren un amplio panorama para realizar diferentes estudios en el campo de

Neuroendocrinologia de la Reproduccion.
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