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RESUMEN

Las funciones del ovario, secreción de hormonas y ovulación, son reguladas por1 las
gonadotropinas hipofisarias, las propias hormonas secretadas por el órgano y por
la inervación que recibe, la cual modula, entre otras, la respuesta del folículo a las
gonadotropinas
En el presente estudio se analizaron los efectos de la denervación sensorial
inducida por ía administración de capsaicina (50mg/kg de peso) al nacimiento
sobre los procesos de pubertad, ovulación espontánea e inducida, preñez,
concentración de esferoides y en el desarrollo folicular1 en la pubertad y durante
algunas edades de la etapa juvenil,,
En los animales denervados se observó un retraso significativo de la pubertad,
medida por la edad de la apertura vaginal y el primer estro El número de ovocitos
liberados por ambos ovarios, fue menor que en los animales testigo absoluto o
tratados con el vehículo,, El número de folículos medidos en los ovarios de los
animales tratados con capsaicina al nacimiento fue significativamente menor que
en los tratados con el vehículo, acompañado por un incremento en el porcentaje
de atresia folicular,,
Todos los animales denervados al ser colocados con machos fértiles, copularon y
presentaron tapón espermático, pero sólo 3/15 quedaron preñadas y parieron a
término, El número de ovocitos liberados por los animales denervados, tratados
con PMSG o PMSG-hCG fue significativamente menor1 que el de ios animales
intactos estimulados con gonadotropinas
En los ovario de los animales denervados y sacrificados a los 20 ó 28 días de edad,
el diámetro folicular promedio fue menor1 que el de los testigos, mientras que a ios
32 días fue mayor, El número total de folículos contados en los animales de 20 y
28 días de edad estuvo aumentado , debido principalmente a un mayor número de
los folículos con diámetro menor1 de 200um, En los ovarios de ios animales
sacrificados a los 32 días de edad se observa incremento en el número de folículos
con diámetro mayor a 350um, de los cuales la mayoría presenta características de
atresia,
La concentración de progesterona en el suero de los animales denervados fue
menor en todas las edades estudiadas, siendo esta diferencia significativa en los
animales sacrificados a los 24, 28 ó 32 días de edad,, La concentración de estradioi
fue menor que sus respectivos testigos, sólo en los animales sacrificados a los 28
días de edad,
Los resultados obtenidos en el presente estudio apoyan la idea de que la
inervación sensorial participa en la regulación del crecimiento y la maduración
folicular. Y en ía regulación de la secreción de progesterona por el ovario por
medio de un circuito neurohormonal que une a! ovario con el sistema nervioso
central



INTRODUCCIÓN

ASPECTOS ANATÓMICOS DE LA DISTRIBUCIÓN DE LA INERVACIÓN EN EL

OVARIO,,

Las funciones del ovario son reguladas por1 las hormonas hipotaiámicas e

hipofisiarias y por señales neurales directas, La inervación del ovario y del sistema

reproductor en general, incluye componentes simpáticos, parasimpáticos y

sensoriales de! sistema nervioso autónomo y llega al ovario por medio del plexo

ovárico, el nervio ovárico superior y el nervio vago, Las terminales de dichos

nervios liberan a! interior de la glándula una serie de neu retransmisores entre los

que se encuentran la noradrenalina (NA) y el péptido intestinal vasoactivo (VIP),

los que han sido considerados como reguladores de la esteroidogénesis y el

desarrollo folicular temprano (Dissen y col 1993, Hsueh y col,. 1994, Mayerhofer y

col 1997),

Las fibras del nervio ovárico superior y del plexo ovárico se consideran

predominantemente de tipo catecolaminérgico, aunque también poseen fibras

inmunoreactivas al VIP, a la sustancia P (SP) y al péptido relacionado con el gen

de la caicitonina (CGRP), Dichas fibras llegan al ovario por vías diferentes: Las

fibras VIPérgicas llegan al ovario por medio del nervio ovárico superior, mientras

que las que contienen SP y CGRP lo hacen por el plexo ovárico (Dees y col, 1986;

Klein y Burden 1988b), Las fibras inmunoreactivas a la SP y a CGRP, comúnmente

relacionadas con la inervación sensorial, se encuentran asociadas principalmente

con los vasos sanguíneos, mientras que las VIPérgicas están en contacto con el

tejido intersticial de la glándula (Kannisto y col, 1986),

El plexo ovárico se origina en los plexos aórtico y renal cuyos cuerpos

celulares preganglionares se localizan en los segmentos TÍO y T i l de la médula

espinal., El nervio ovárico superior es una rama del plexo celiaco, sus cuerpos

celulares están presentes en ios segmentos T7 a L2 de la raíz dorsal y en los



segmentos TÍO a L3 del ganglio para vertebral; dicho nervio transita por el borde

Esquema 1. Trayecto que siguen los
nervios ováricos CG, ganglio celiaco;
SL, ligamento suspensorio del ovario;
SON, nervio ovérico superior; OPN,
nervio del plexo ovárico; OV, vena
ovárica Tomado de Klein y Burden
1988.

del ligamento suspensorio (Lawrence y Burden, 1980; Burden, 1985; Klein y

Burden, 1988a) (Esquema 1),

Las fibras sensoriales que se localizan en el ovario se originan en los

segmentos T9-T11 y L2-L4 de la médula espinal y arriban al órgano por el plexo

ovárico (McNeill y Burden 1987; Klein y Burden 1988a; Nance y col, 1988; Papka y

col 1996),

La inervación parasimpática que recibe el ovario proviene del nervio vago

(Hill, 1962, Burden y Lawrence, 1977) y de los niveles S2-S4 de la médula espinal

y llegan al ovario por1 medio del plexo hipogastrio) (Mitche!,1988), aunque algunos

autores mencionan que este plexo no contribuye a la inervación del ovario

(Burden, 1985), El soma de las neuronas que inervan ai ovario y que provienen del

nervio vago, se localizan en el ganglio nodoso y en las células ganglionares de la

raíz dorsal de los segmentos TÍO a L2 (Burden y col., 1983a) El nervio vago

contiene fibras mielinizadas y no mielínizadas A nivel del diafragma, la medía del

numero de axones mielinizados es de 82±9 7 y de 9489±370 para los no

mieünízados, El diámetro de los axones no mielinizados está en el rango de 0 25 a

1,0 ¡jm (Gabella y Pease, 197.3) Se ha mostrado que no hay diferencias en la
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cantidad de fibras que transcurren por el vago izquierdo y el derecho; mientras

que Powley y col,, (1983) reportan que hay un entrecruza miento de fibras

accesorias del lado izquierdo al derecho por debajo del diafragma

Las neuronas sensoriales aferentes no sólo tienen la función sensorial sino

que también forman parte de los sistemas efectores locales donde están

involucradas por ejemplo, en la respuesta inflamatoria a la irritación y a lesiones

de los tejidos (Holzer, 1988), Esto implica que las terminales sensoriales tienen la

característica de conducir impulsos antidrómicos, Las fibras sensoriales que arriban

al ovario presentan características similares a las que inervan otros órganos

viscerales; tienen como péptidos marcadores a la SP y al CGRP y al VIP; tienen

soma pequeño y las fibras tienen muy poca o no presentan mielina (Traurig y col

1983, Holzer 1991),, Los péptidos liberados por1 los nervios sensoriales ejercen su

efecto al unirse a sus receptores en el órgano blanco., Las terminales sensoriales

de termoreceptores o nocireceptores son terminales nerviosas libres, sin

estructuras accesorias y sus axones no están mieltnizados o presentan muy poca

mielina,,

ESTUDIOS DE MARCAJE ANTERÓGRADO Y RETRÓGRADO HACIA Y DESDE EL

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Los nervios sensoriales del sistema nervioso autónomo se proyectan desde

el corazón, pulmón, tracto intestinal, glándulas endocrinas, etc, a los ganglios

sensoriales autonómicos, A nivel periférico se acompañan con los nervios

simpáticos o parasimpáticos, mientras que a nivel central, entran al cuerno dorsal

del núcleo sensoria! en la base del cerebro (el núcleo del tracto solitario), Como

regla general, las fibras que conducen impulsos nociceptores viscerales (sensación

de dolor) siguen a los nervios simpáticos, mientras que los nervios parasimpáticos

contienen fibras que conducen otros tipos de estímulos y hasta ahora no hay

evidencias de fibras características a nociceptores en el nervio vago (Brodal 1996)

(Esquema 2),



ganglio espinal

rama comunicante

Esquema 2,, Ilustración de las fibras
sensoriales del sistema nervioso autónomo
de los órganos viscerales Nótese que las
fibras pasan a través de plexo
para vertebral y ganglios antes de entrar a
los nervios espinales por las ramas
comunicantes (Modificado de Brodal,
1996),

ovario

Que el ovario reciba inervación motora del sistema simpático y deí

parasimpático (por medio del nervio vago) y adicionalmente posea fibras aferentes

que viajan por rutas simpáticas y vagales, permite sugerir1 la existencia de un eje

neuraí ovario-hipotálamo, el cual pudiera estar involucrado en el control de las

principales funciones del órgano., De las evidencias funcionales que apoyan esta

hipótesis se encuentran los trabajos del grupo de Gerendai (1995,1997,2000),

quienes al extirpar un ovario observan en el hipotálamo, en el mismo lado en el

que se extrajo la gónada, incremento en el contenido del factor liberador de las



gonadotropinas (GnRH), Adicionalmente, las lesiones unilaterales en el hipotálamo,

en áreas extr ahí pótala micas, en la médula espinal o la sección del nervio vago,

modifican algunas funciones oválicas (Gerendai y Halász, 1997),, Advis y col.,

(1989), mostraron que a ratas inmaduras hipofisectomizadas a las que se les

lesiona el lado izquierdo del área preóptica anterior del hipotálamo, presentan

incremento significativo en la concentración de VIP intra-ovárico

La mayoría de las evidencias morfológicas obtenidas por estudios de

mareaje trans neurona I, indican que las vías por las que la información sensoria! de

los órganos reproductores es llevada al sistema nervioso central, es por medio de

los nervios sensoriales que terminan en el cuerpo de la raíz dorsal y la sustancia

gris intermedia,, Una parte de la información aferente es liberada por la vía el

tracto espino-solitario al núcleo del tracto solitario de la parte caudal de la base del

cerebro y a través del núcleo gracilis,, El núcleo del tracto solitario proyecta en

parte a los núcleos paraventricular y supraóptico del hipotálamo, núcleos que

están relacionados con la regulación de algunos procesos reproductivos (Collins y

col,, 1999) (Esquema 3),



Diafragma

Esquema 3,, Sección de la parte caudal de
la base del cerebro, el ganglio nodoso, el
nervio vago y el curso hipotético que sigue
hacia el ovario, el útero y el cérvix El
ganglio paracervical está localizado
adyacente al cérvix uterino, cerca la unión
entre el cérvix con la vagina. NTS, núcleo
del tracto solitario (Modificado de Collins y
col.. 1999)

Ganglio
pa racen/1 cal

ASPECTOS FUNCIONALES DE LA INERVACIÓN SENSORIAL EN EL

SISTEMA REPRODUCTOR

Según Nance y col, (1987) "la administración intrateca! de capsaicina

(fármaco que induce la destrucción de las fibras sensoriales tipo C y A5) a ratas

adultas no tiene efectos en la duración del ciclo estral, la hipertrofia compensadora

o el comportamiento sexuaf de ia hembra., Sin embargo, los animales denervados

mostraron una reducción significativa en la tasa de fertilidad, comparada con las

ratas testigo", Los autores sugieren que la falta de información sensorial reduce la

respuesta ante el estímulo cervíco-vaginal inducida por la cópula sobre sistema

nervioso central, que induce la preñez

Estudios realizados por Traurig y col. (1984) han mostrado que la

administración de capsaicina en la etapa neonatal, además de modificar el

crecimiento corporal en la etapa peripuberal, induce retraso en el inicio de la
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pubertad, pero que cuando el animal llega al estado adulto presenta ciclos estrales

normales, Sin embargo, la capacidad de aparearse (evaluado por1 la presencia de

tapón espermático y espermatozoides en el frotis vaginal) en la tarde del proestro

es significativamente menor comparada con el control, Así mismo, la respuesta

decidua! es marcadamente menor en las ratas ¿enervadas, En trabajos

posteriores, los autores observan que tanto la secreción de progesterona como la

sensibilidad del útero a la misma, son normales en los animales tratados con

capsaicina, y plantean que las alteraciones reproductivas son debidas a la falta de

los impulsos aferentes que se producen durante ía cópula, lo que facilita la

secreción de progesterona por el cuerpo lúteo, la cual es necesaria para el

mantenimiento de la preñez o la seudo-preñez (Traurig y col., 1988),

De los primeros estudios que relacionan al nervio vago con las funciones del

ovario, se encuentran los de Carlson y DeFeo (1965), quienes muestran que la

vagotomia bilateral realizada a ratas adultas impide ía respuesta decidual, el

aumento en el peso del útero y de las concentraciones plasmáticas de

progesterona que normalmente se presentan como respuesta a la estimulación

cervical, Algunos autores proponen que las fibras aferentes del ovario, contenidas

en el tronco anterior y posterior del vago, median los reflejos que pueden ayudar a

controlar en forma muy fina algunas funciones del ovario (Burder) y col, 1983a),

Estudios de nuestro laboratorio han mostrado que la sección uni o bilateral

del nervio vago no modifica el patrón de ciclo estral (Cruz y col., 1986), mientras

que modifica a la baja la tasa de animales ovulantes como el numero de ovocitos

liberados y este control es variable de acuerdo al día del ciclo en que se encuentre

el animal y al nervio del que se trate (Cruz y col, 1986, Chávez y col 1989).,

Burden y colaboradores (1981) mostraron que la vagotomia abdominal

altera el patrón de ciclo estral y la seudo-preñez inducida por ía estimulación

cervical además de la secreción de prolactina y el incremento de progesterona,

característico de la seudo-preñez En la rata preñada la vagotomia incrementa eí

numero de reabsorciones fetales, evento acompañado de concentraciones bajas de



LH en ía hipófisis (Burden y col, 1983b), io que indica que la vagotomía afecta la

síntesis o la liberación de LH y coloca al nervio vago como un componente en la

ruta de señalización deí eje hipotálamo-hipófisis-gónada

Ojeda y col,, (1983) mostraron que la vagotomía bilateral realizada a ratas

prepüberes induce retraso en la edad de la apertura vaginal y a nivel deí ovario

disminución de la actividad del complejo de enzimas de tipo aromatasa, lo que se

traduce en una disminución de la secreción de estrógenos No se observaron

cambios en las concentraciones plasmáticas de FSH o LH ni en la cantidad de sus

respectivos receptores en los ovarios, lo que indica que el papel de las

gonadotropinas no se vería modificado por la falta de este tipo de inervación, pero

si afectaría la esteroidogénesis, Evidencias aportadas por nuestro laboratorio,

muestran que en la rata púber1 la participación del nervio vago varía con la edad y,

que la modulación que ejerce el vago izquierdo es diferente a ía del derecho

(Betanzos, 2001),

Una metodología frecuentemente empleada para estudiar la participación de

la información sensorial en la fisiología de diversos órganos, es la utilización de la

capsaicina, que es el componente activo del chile picante, el cual provoca una

sensación de dolor ardiente,, Este compuesto actúa por medio de la estimulación

de un receptor de membrana, el cual ha sido localizado en neuronas aferentes

primarias en ¡os segmentos cervical, toráxico y lumbar de la médula espinal, para

finalmente llevar1 esa información de daño ai sistema nerviosos central (Holzer

1991, Szallazi 1994, Wardley y col, 1997),

FARMACOLOGÍA DE LA CAPSAICINA,

La capsaicina (8-metil-N-vani!IÍI-6-nonenamida) es el principio activo de

ciertos chiles picantes del género Capsicum ía cual presenta una cadena de nueve

carbonos con un doble enlace, Tiene ía capacidad de inducir1 excitación intensa en

un grupo seíecto de fibras sensoriales con soma de diámetro pequeño y un

mecanismo subsecuente de transmisión quimiosensible y de dolor térmico, Posee

efectos neurotóxícos sobre neuronas sensoriales primarias que contienen sustancia



P Su estructura química se muestra en el esquema 4 (Burks y col,,, 1985; Holzer,

1991; Caterina, 1997)

V x 3
CHo-NH-C-[CHo)¿J-CH=CH-CH

u °

Esquema 4,, Fórmula química de la capsaicina, Tomada de Holzer, 1991

En eí animal adulto, varias semanas después de la administración de la

capsaicina, las neuronas primarias aferentes exhiben obvias señales de daño

ultraestructura!,, En el animal neonato la capsaicina causa degeneración de

neuronas y un deterioro permanente en los mecanismos de transmisión del dolor

(Holzer, 1991),,

Varios investigadores han mostrado que el tratamiento a ratas neonatas con

capsaicina causa la destrucción de neuronas sensoriales primarias que contienen

SP y CGRP y como resultado se da una marcada y permanente disminución de

estos neurotransmisores en tejidos periféricos, El reconocimiento de la capsaicina

con propiedades farmacológicas únicas ha facilitado ias investigaciones de la

función de la SP como un neurotransmisor de los nervios sensoriales (Burks y col,

1985),,

La SP ha sido medida en el cuerno del ganglio dorsal, el cual contiene los

cuerpos celulares de los nervios sensoriales somáticos, en el cordón espina! dorsal,

donde se localizan las terminales centrales de los nervios sensoriales somáticos y

en los tejidos periféricos (Burks y col,, 1985), Además de la SP se ha mostrado que

otros neuropéptidos como el CGRP se ven alterados después del tratamiento con

capsaicina, El contenido de CGRP-IL se redujo en un 70% en el corazón, mientras

que en la parte dorsal del cordón espinal disminuyó en un 60% (Franco-Cereceda
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y col, 1987) Los efectos de la administración de capsaicina a bajas dosis son

diferentes cualitativa y cuantitativamente a los efectos que se observan cuando se

administran dosis altas del fármaco, Las lesiones más consistentes provocadas por

la administración de la capsaicina son aquellas que se realizan de manera

sistémica a ratas recién nacidas: una dosis única de 50 mg/kg de capsaicina, da

como resultado la pérdida permanente, por degeneración, de las fibras aferentes

no mielinizadas; sin cambios significativos en las fibras mielinizadas Sin embargo,

con dosis mayores de 50 mg/kg se observa reducción en el número de las fibras

mielinizadas pequeñasfde tipo A) (Holzer, 1991),, Es conveniente resaltar que no

toda la SP contenida en los nervios sensoriales es sensible a la capsaicina, pues

aun después del tratamiento con capsaicina permanecen pequeñas cantidades de

SP inmunoreactiva (Holzer, 1988),,

Mecanismo de acción de la capsaicina

Las principales características de los efectos de la capsaicina en las

neuronas sensoriales delgadas son: excitación, desensibilización y neurotoxicidad,

Excitación,

Cuando los agonistas a capsaicina se unen al canal catiónico, se abre el

poro y se produce el flujo catiónico, predominantemente de Ca2+, Este flujo de

cationes causa despolarización de la membrana,, Cuando la despolarización de la

membrana llega al umbral, se genera un potencia de acción que se propaga a lo

largo de la neurona y puede ser1 percibida en el SNC como comezón o dolor,, No se

conoce con exactitud cómo la información de dolor de las terminales centrales de

las neuronas sensibles a vainilloides es transmitida a las neuronas de segundo

orden del cuerno dorsal, Las neuronas sensibles a vainilloides usan como

neurotrasmisores al glutamato, ATP y varios neuropéptidos,,

La capsaicina induce la liberación de neuropéptidos pro-inflamatorios de las

terminales nerviosas sensibles, los que inician la cascada de inflamación, Los

neuropéptidos más estudiados son la SP y el CGRP, La SP interactúa
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principalmente con el receptor NK-1 (NK-1R), y ia estimulación de este receptor en

células endoteíiales induce una extravasación de plasma (formación de edema),

Dependiendo de su iocalización, en las vías respiratorias el estímulo de los

receptores NK-1R puede provocar tanto bronco-dilatación como bronco-

constricción,, La SP puede estimular las células mioepiteliales en las glándulas

submucosas para producir moco y activar a los macrófagos alveolares Finalmente,

la SP tiene la capacidad de estimular los neutrofilos y los linfocítos T, aunque estas

acciones probablemente no son mediadas por el NK-1R, La hiperalgesia posterior a

la administración de capsaicina induce la liberación de óxido nítrico (NO), el cual

provoca la liberación de glutamato de las terminales centrales de las neuronas

sensibles a capsaicina lo que estimula el proceso nociceptivo,.

Insensibilidad

La excitación de las neuronas por capsaicina es seguida por un estado

refractario en el cual las neuronas no responden ai mismo estímulo y son

resistentes a varios estímulos endógenos o exógenos,, La insensibilidad de los

receptores a vainilloides (VRs) probablemente refleja un cambio conformacional en

las proteínas del receptor, inducido por los agonistas, el cual provoca que el canal

se cierre,, A continuación en un proceso denominado taquifilaxis, el VRs cicfa entre

estado cerrado y abierto por medio de numerosos estados intermedios de

conductividad nula,, La inactividad de la función neuronal después de la

administración de capsaicina, puede deberse a que la capsaicina bloquea la

conductancia de los axones y detiene el transporte intrazonal de las moléculas,, El

bloqueo de flujo axonal centrípeto puede privar al soma del NGF (factor de

crecimiento neural, por sus siglas en inglés) (Miller y col 1982) lo que implica que

en ausencia del factor de supervivencia, las neuronas del ganglio de la raíz dorsal

no sólo pierden capacidad para responder a ia capsaicina, sino también para

realizar1 ía síntesis de neuropéptidos Si el flujo axonal centrípeto no está

funcionando, ningún neuropéptido o agonista vainilloide puede ser transportado

desde el soma a la terminal., Este efecto se pierde aparentemente 24 horas
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después de la administración de un agonista vainilloide (Szallasi y Blumberg,

1992), y es debido a reducción en la densidad del receptor

La regulación a la baja de los receptores a los vainilioides, como un

mecanismo de insensibilidad a vainilioides a largo plazo es dependiente de la dosis.,

La pérdida del receptor puede ser reversible o irreversible, dependiendo del lugar

en que se localicen las terminales periféricas y centrales de las neuronas sensibles,

pues entre ambas existe una sensibilidad diferencial a las acciones de los

vainilioides

Neurotoxicidad

La neurotoxicidad inducida por capsaicina parece deberse a una

combinación entre e! daño mitocondrial ocasionado por el incremento intracelular

de Ca2+, el daño osmótico seguido a la formación intracelular de NaCI ( el Na+

entra a través de canales operados por los vainilioides, mientras que el CI" entra

pasivamente) y a una "degeneración Walleriana" la cual pudiera ser el resultado

del bloqueo axonal ya mencionado, La deprivación del NGF también parece jugar

un papel importante en la neurotoxicidad dado que la adición de NGF incrementa

la supervivencia de las neuronas sensibles a la capsaicina (Szallasi 1994),

Este proceso da en la neurona sensorial cambios funcionales y

degenerativos, los cuales explican los efectos a largo plazo de la acción de la

capsaicina La disminución en las concentraciones de péptidos y otros

constituyentes de las neuronas sensoriales es probablemente una consecuencia de

la acción neurotóxica de la capsaicina, pero esto no es la causa de la

disfuncionalidad de la neurona, Si el soma de la neurona sensoria! no degenera, la

manifestación de la neurotoxicidad puede ser reversible de manera pausada,

mientras que la degeneración del soma resulta en un efecto neurotóxico

irreversible (Holzer, 1994)



RECEPTOR SENSORIAL, Morfológicamente la mayoría de los receptores viscerales

son terminales nerviosas libres, las que responden a varios tipos de estímulos, a

pesar que estructural mente son iguales (Brodal 1996), No se conoce la localización

exacta de Las terminales sensoriales que se encuentran inmersas en el ovario,

pero se cree que están relacionadas con ios vasos sanguíneos (Kumazawa, 1986),

Los estudios más recientes acerca del tipo de receptor sensorial encontrado

en los órganos reproductivos muestran que éstos son polimodales, es decir que

pueden responder a varios tipos de estímulo: mecánico, químico y térmico, lo que

indicaría que son receptores no diferenciados Presumiblemente estos receptores

polimodales juegan un papel importante en la función nociceptiva y también en la

regulación de la inervación autónoma, donde se sabe que ambos tipos de

inervación proliferan en etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso..

Por diferencias en la expresión del receptor a los vainilloides en el DRG y en

el ganglio nodoso, varios autores (Caterina y col, 1997; Helliwell y col, 1998,

Sazallasi y Blumberg 1999) han llegado a la conclusión de que existen isoformas

del receptor, Dichas diferencias pudieran ser consistentes con el origen

embrionario diferente de estos tejidos (Vogel, 1992),, Una evidencia más que

apoya dicha hipótesis, es el hecho de que los factores neurotrópicos o de

supervivencia que regulan la sensibilidad de las neuronas a la capsaicina son

diferentes: en el DRG es el NGF y en las neuronas del ganglio nodoso es el factor

neurotrófico derivado del cerebro (por sus siglas en inglés BDNF brain derived

neurotrophic factor) (Winter, 1998, Winter y col 1988).,

Algunas neuronas vagales cuyo soma se encuentra en el ganglio nodoso

también coinciden con los criterios de ser sensibles a la capsaicina (Lundberg y

Saria 1983), aunque tienen muy poco en común con las neuronas primarias

aferentes (de hecho tienen origen embrionario diferente) (Dockray y Sharkey,

1986),

Además de las neuronas del ganglio de la raíz dorsal y de! ganglio

trigermínal (Szallasi y Blumberg 1994, 1999), una porción menor de neuronas deí
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ganglio nodoso también expresan receptor1 a capsaicina La zona que se marca

positiva para los receptores a capsaicina se presenta en el área postrema, que

forma parte de la región del núcleo tracto solitario, representando el área terminal

central de las neuronas sensoriales del nervio vago (Szalíasi y col 1999) (Fig 3),

Por pruebas inmunohistoquímicas se ha mostrado que en el nervio vago se

almacena y libera SP, en cantidades considerablemente mayores que otros

neurotransmisores como el VIP o la somatostatina (Giíbert y col. 1980),

RELACIÓN ENTRE LA INERVACIÓN SENSORIAL Y LA SIMPÁTICA,

Similar a lo que sucede en otros órganos inervados por fibras simpáticas,

parasimpáticas o sensoriales, el NGF es producido en el ovario y transportado

retrógradamente desde el botón terminal hasta el soma neuronal donde funciona

como factor de supervivencia El receptor de baja afinidad al NGF y a otras

neurotropinas se encuentra presente en el ovario de la rata desde la etapa fetal

(Dissenycol, 1991),

El NGF es un factor de supervivencia de las neuronas simpáticas y aferentes

primarias de diámetro pequeño (Crowley y col 1994), Existen evidencias de que

este factor puede regular el tamaño y la complejidad de ios sitios de unión en las

terminales nerviosas sensibles, además de que regula el brote de axones

sensoriales en zonas recién formadas (Diamond y col, 1987),, El papel del NGF en

el sistema sensorial del adulto aun no es claro, aunque al llegar a la madurez, no

parece ser necesario para la supervivencia neural, hay evidencias que sugieren que

este factor puede interactuar en los sistemas de señalización y transmisión del

dolor1 (Lewin y Mendeli., 1993).,

Dado que tanto la inervación simpática como sensorial son dependientes del

NGF y que aparentemente la disponibilidad del factor en los tejidos es limitada, la

denervación quirúrgica o la administración de neurotóxicos específicos, modifica la

disponibilidad del factor1 neural en la inervación que queda intacta (Schicho y col,

1998), Así, la denervación simpática provoca incremento en la densidad de las

terminales nerviosas sensoriales en el sistema cardiovascular, el tracto urogenital y
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los ganglios simpáticos (Aberdeen y col 1990) Por otra parte, cuando se realiza la

denervación sensorial por1 la administración de capsaicina la hiper-inervación

simpática se presenta en las arterias mesentéricas (Ralevic y col, 1995), el iris y la

cavidad oral (Terenghi y col, 1986),

En la rata, ha sido bien documentado que el tratamiento neonata! con

capsaicina resulta en una destrucción permanente de las fibras nerviosas primarias

aferentes que contienen SP (Fitzggerald, 1983), por lo cual se cree que estas fibras

modulan indirectamente la función de los órganos reproductores por1 medio de la

liberación de SP como un neurotransmisor de sinapsis en neuronas autónomas (de

tipo adrenérgico), como ha sido reportado por Gamse y col (1981),

Se ha postulado que la inervación sensorial y la simpática pudieran

presentar1 un control funcional entre ambas,,. Terenghi y col, (1986) han mostrado

que después de una simpatectomi'a local en los tejidos periféricos aumenta la

cantidad de fibras inmunoreactivas a CGRP, mientras que las inmunoreactivas a

tirosina hidroxilasa (TH) prácticamente desaparecen, De manera inversa, después

del tratamiento con capsaicina se observa incremento de fibras nerviosas

inmunoreactivas a TH acompañado de una disminución de nervios inmunoreactivos

a CGRP,

En la rata neonatal, la desnervación con capsaicina, induce en el iris (área

que presenta una abundante inervación de tipo sensorial, rica en SP), incremento

en las concentraciones de NA en las terminales nerviosas simpáticas sin afectar ía

densidad de la terminal simpática, El incremento en las concentraciones de NA se

asocia no sólo con una disminución en las concentraciones de SP, sino también de

la pérdida de fibras inmunoreactivas a SP (Luthman y col.. 1989)

Chung, y colaboradores (1985), han mostrado que en la rata adulta

alrededor del 90% de los axones de la uretra llegan a degenerar después de la

inyección sistémica de capsaicina, lo que sugiere que las fibras eferentes

autonómicas también fueron afectadas, En determinados tejidos periféricos la

pérdida de fibras sensoriales puede acarrear un incremento en la inervación



simpática; por ejemplo, Sann y co!, (1995) mostraron que la capsaicina produce

una degeneración selectiva de la mayoría de fibras aferentes en el plexo

subepitelial de la uretra de la rata, La pérdida de nervios aferentes sensibles a la

capsaicina provoca cambios neuroplásticos, que dan como resultado una hiper-

inervación por el neuropéptido Y (NPY), presumiblemente acarreado por fibras

simpáticas Estos resultados sugieren una regulación mutua de tos patrones de

distribución de la inervación, por las neuronas sensoriales y simpáticas, en tejidos

periféricos,,

En otro estudio realizado por1 Ralevic y col, (1995) quienes inducen en la

rata neonatal desnervación sensorial con capsaicina, muestran cambios tróficos en

las arterias mesentéricas, lo que se evidencia por un incremento en la

vasoconstricción simpática mediada por la unión presináptica (incremento de NA

en el tejido) y de la unión post-sináptica (incremento en la respuesta a NA y 5-

HT),.

Se cree que la existencia de influencias tróficas entre los dos tipos de

inervación en órganos periféricos sea por intermedio de sustancias neurotróficas

como el NGF,, En la cobaya, el tratamiento sistémico con capsaicina disminuye la

cantidad de NGF marcado que es transportado a través de la vía neura! retrógrada,

desde la yemas de la pata del animal al nervio sensorial correspondiente del DRG,

Es importante resaltar que la disminución del transporte de NGF ocurre antes de la

disminución de SP en el ganglio de la raíz dorsal; y que la administración de NGF

previene de manera total la disminución de la concentración de SP provocada por1

la capsaicina (Burks y col, 1985)., La disminución de la SP se puede deber en parte

a la incapacidad de los nervios para transportar1 factores neurotróficos necesarios

para el mantenimiento de la síntesis de SP en los cuerpos celulares nerviosos

DESARROLLO FOLICULAR E INERVACIÓN

Malamed y col (1992) han mostrado en la rata que el inicio del crecimiento

folicular es un evento que toma lugar sólo poco después del nacimiento, Aunque

son muy pocos los folículos que pueden verse en el ovario a las 24 horas de vida,
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se da un marcado incremento en las siguientes 24 horas Varios reportes coinciden

en que no hay receptores a las gonadotropinas en los ovarios de ratas muy

jóvenes de 4-5 días de edad, ya que ni la administración de PMSG o FSH ni la

inmunoneutralización de las gonadotropinas endógenas, son capaces de alterar el

número de folículos que comienzan a crecer durante los primeros días de vida

(Peters, 1979; Lunenfeld y col., 1975), Sin embargo, si' existen fibras nerviosas; por

lo que diversos autores sugieren que la inervación del ovario pudiera contribuir a

que los folículos adquieran receptores a gonadotropinas y de esta manera modular

el desarrollo de los mismos (Dissen y col, 1992),

Durante los tres primeros días de vida de la rata, en el ovario existen tres

tipos celulares: células germinales, células mesenquimáticas y células epiteliales

Las células germinales migran dentro de la gónada primitiva y son rodeados por

células epiteliales de la rete ovárica, la cual es derivada de los tubulos

mesonéfricos; y es este tipo celular1 el que va a dar origen a las células de la

granulosa,, Posteriormente las células mesenquimáticas rodean a los ovocitos los

que a su vez están rodeados por una capa sencilla de células de la pregranulosa,

formándose así los folículos,,

Mucho antes de la formación de los primeros folículos, las células

mesenquimáticas contienen una clase-de receptor a neurotropinas conocida como

p75, que es el receptor de baja afinidad para el NGF, dicho receptor tiene la

capacidad de reconocer a todos los miembros de la familia de las neurotropinas a

las que pertenece el NGF,, La adición de anticuerpos al NGF a ovarios neonatales in

vitro causa la muerte de células mesenquimáticas muy extendida, lo que previene

la formación de folículos (Funkeinstein y col,. 1980).

Independientemente del efecto de las gonadotropinas sobre la

foliculogénesis, es bien conocido que la esteroidogénensis en esta etapa es

independiente de las gonadotropinas, Los ovarios en cultivo a los que se les

agrega gonadotropinas no responden con un incremento en la actividad de las

aromatasas., La adición de AMPc o la activación del sistema de la adenilato cidasa
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con "forskolin" induce un incremento en la actividad de las enzimas, sugiriendo

que otro mensajero aparte de la FSH o LH puede operar dentro del ovario antes de

que se haya iniciado el crecimiento folicular, La identidad del mensajero no es

clara, pero es importante hacer notar que el ovario contiene VIP, el cual está

presente desde antes de la formación de los folículos, y el cual tiene la capacidad

de estimular la producción de AMPc y de aromatasas en los ovarios de animales

fetales (Ahmed y col,, 1986; George y Ojeda 1987),

En el ovario, la foliculogénesis se inicia cerca de la médula, región que

contiene la mayor parte de la inervación, Inclusive en algunas especies de

mamíferos, incluyendo a la rata Wistar y algunos primates, se describieron la

presencia de neuronas a este nivel (D'Albora y col 2000),

Una vez que ha ocurrido la foliculogénesis, el proceso de crecimiento

folicular, posterior a la primera semana de vida, es un fenómeno dependiente de

fas gonadotropinas, y el mantenimiento del desarrollo folicular depende de la

presencia constante de dichas hormonas, lo que coincide con el establecimiento

del circuito de retroal¡mentación entre el ovario y el SNC a los diez dias de vida

(Ojeda y Urbanski 1994),.

Durante la etapa infantil, la producción de esferoides ováricos incrementa

marcadamente y la FSH es capaz de inducir la actividad de las aromatasas

Adicionalmente, el ovario muestra la capacidad de responder al incremento

endógeno de gonadotropinas con liberación de esteroides Durante la segunda

semana de vida postnatal el desarrollo de los folículos esta sujeto a un fuerte

control hormonal y la mayoría de los folículos que comienzan a moverse a un

estado de mayor desarrollo es el doble de aquellos en estados posteriores

(Hirshfield 1994),

Durante la etapa juvenil el ovario crece bajo la influencia de

concentraciones bajas de FSH y LH, Durante este tiempo en el ovario se observan

oleadas de crecimiento folicular y atresia, y la respuesta de! ovario a las

gonadotropinas se debe al incremento en el número de sus receptores y además a
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la prolactina y a la hormona del crecimiento,

Cuando se elimina parcialmente la inervación simpática y sensorial del

ovario por la administración de anticuerpos al NGF (abNGF), se produce una

disminución en la producción de andrógenos y estradiol, retraso en la edad de ía

primera ovulación y alteraciones subsecuentes en el ciclo estral. Los autores

explican estos fenómenos como un efecto directo de la ausencia de NGF, sin

considerar la posibilidad de que existan efectos importantes sobre el SNC El NGF

parece jugar un papel esencial en el desarrollo de la inervación simpática y

sensorial del ovario; la cual es importante para la adquisición y mantenimiento de

las funciones del órgano (Lara y col, 1990b).,

Estos mismos autores han reportado que cuando se elimina la inervación

catecolaminérgica por la administración de guanetidina (GTD), se provoca una

marcada acumulación de folículos antrales pequeños y una disminución en la

cantidad de folículos preantrales (Lara y col, 1990a),

En estos dos modelos de desnervación (GTD y abNGF) se observa una

acumulación de folículos antrales pequeños La diferencia entre ambos modelos es

que mientras la desnervación con GTD provoca disminución en el número de

folículos preantrales, el tratamiento con abNGF induce aumento de este tipo

folicular Los autores sugieren que la administración de GTD no provoca

alteraciones en la inervación sensorial, mientras que el abNGF sí, Al parecer la

inervación sensorial actuaría para que se de una comunicación intrafolicular, ya

que la acumulación de folículos pequeños antrales inhibiría la formación de

folículos preantrales (Lara y col. 1990ab),
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema nervioso central reguía las funciones del ovario por una vía

neurohormonal y otra neural, La segunda involucra uniones directas a través de

los nervios periféricos con el ovario, incluyendo la inervación simpática y la

parasimpática (Burden, 1985; Morales y col 1993; Ojeda y Urbanski, 1994;

Morales y col 1998; Moran y col 2000a),, La administración de capsaicina a los 3

días de edad no modifica la edad de apertura vaginal (Razo, 2000), mientras que

la denervación a los dos días de vida, induce retraso en el inicio de la pubertad y

disminución en la fertilidad de los animales adultos (Traurig y col, 1984; 1988), por

lo que los autores proponen que la inervación sensorial conecta a los órganos

reproductivos con el sistema nervioso central (Traurig y coi, 1984; Burden y col,

1983a), y que éste tipo de inervación participa en la regulación del desarrollo del

folículo ovárico (Domínguez y Riboni 1971; Lara y coi, 1990a)

Con base en estos antecedentes, decidimos analizar el efecto de la

administración de capsaicina al nacimiento sobre la pubertad y los mecanismos

involucrados en el desarrollo del ovario en edades previas,, Además, ya que se ha

mostrado que en diversos órganos periféricos coexisten la inervación simpática y la

sensoria! y que pueden tener efectos sinérgicos, es decir, en el caso de que falte

alguna de las dos vías la restante pueda incrementar sus funciones, también se

analizó si ante la falta de la información sensorial, desde la etapa neonatal, se

produce aumento de la sensibilidad del sistema catecolaminérgico del ovario en [a

rata juvenil y púber,,
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HIPÓTESIS

Dado que las funciones oválicas son reguladas por el sistema nervioso

central, el cual recibe información sobre el funcionamiento de las gónadas vía la

inervación sensorial, la eliminación de estas vías desde el nacimiento debe inducir

en lentecí miento en el crecimiento folicular1 y en la capacidad de síntesis de las

hormonas esferoides, así como un retraso en el inicio de la pubertad,

OBJETIVO GENERAL

Analizar la participación de la inervación sensorial en el inicio de la pubertad y en

el crecimiento del folículo ovárico a diferentes edades del periodo juvenil

OBJETIVOS PARTICULARES

• Analizar el efecto de la administración de capsaicina al nacimiento sobre los

mecanismos involucrados en la edad de la apertura vaginal y la primera

ovulación espontánea,

• Analizar el efecto de la administración de capsaicina al nacimiento sobre el

crecimiento y la diferenciación del folículo ovárico a lo largo de la etapa juvenil y

al primer estro vaginal,

• Analizar el efecto de la administración de capsaicina al nacimiento sobre la

ovulación inducida por el tratamiento con gonadotropinas,,

• Estudiar los efectos de la denervación sensorial, por la administración de

capsaicina, sobre la concentración de catecolaminas ováricas, a lo largo de la

etapa juvenil y al primer estro vaginal,
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en lentecí miento en el crecimiento folicular1 y en la capacidad de síntesis de las

hormonas esferoides, así como un retraso en el inicio de la pubertad,

OBJETIVO GENERAL

Analizar la participación de la inervación sensorial en el inicio de la pubertad y en

el crecimiento del folículo ovárico a diferentes edades del periodo juvenil

OBJETIVOS PARTICULARES

• Analizar el efecto de la administración de capsaicina al nacimiento sobre los

mecanismos involucrados en la edad de la apertura vaginal y la primera

ovulación espontánea,

• Analizar el efecto de la administración de capsaicina al nacimiento sobre el

crecimiento y la diferenciación del folículo ovárico a lo largo de la etapa juvenil y

al primer estro vaginal,

• Analizar el efecto de la administración de capsaicina al nacimiento sobre la

ovulación inducida por el tratamiento con gonadotropinas,,

• Estudiar los efectos de la denervación sensorial, por la administración de

capsaicina, sobre la concentración de catecolaminas ováricas, a lo largo de la

etapa juvenil y al primer estro vaginal,
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MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizaron ratas adultas vírgenes de la cepa CII-ZV de tres meses de

edad, mantenidas en condiciones controladas de luz-obscuridad (I4h luz, lOh

oscuridad) y con libre acceso al agua y al alimento, En el día del proestro las

hembras se colocaron con un macho de fertilidad comprobada Previo a! parto, las

hembras preñadas fueron separadas en cajas individuales.. Al nacimiento, las crias

fueron separadas por carnadas de cinco hembras y un macho Los animales se

destetaron al día 21 de vida,

Los animales se separaron en los siguientes grupos experimentales:

• Grupos de ratas tratadas con capsaicina.

• Grupos de animales tratados con el vehículo de la capsaicina.

• Grupos de ratas sin tratamiento que sirvieron como testigo absoluto,

Los animales de los diferentes grupos experimentales se pesaron una vez por

semana para determinar el patrón de crecimiento corporal,

TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO: El día del nacimiento, las ratas se pesaron e

inyectaron subcutáneamente con 50 mg/kg de peso corporal de capsaicina y

regresadas a la carnada La capsaicina (8-metil-N-vainillil-6-nonenamida) (Sigma

Chemical Company, St Louis, Mo. USA) fue disuelta en una solución con 10% de

etanol, 10% de Tween 80 y 80% de solución satina La dosis de 50 mg/kg de

capsaicina estuvo contenida en un volumen de 0,01 mi por cada gramo del animal,,

El grupo tratado con vehículo, fue inyectado con la solución en la que se

disuelve la capsaicina, Las inyecciones de los fármacos se aplicaron entre las 9:00

y 11:00 hrs,

Los ovarios de tres animales de cada grupo experimental fueron incluidos en

solución de Bouin, deshidratados en alcoholes graduados, incluidos en parafina y

cortados de manera senada a 10 um de grosor para su posterior1 tinción con la

técnica de hematoxilina-eosina, En los corte se realizó el análisis morfométrico con

la ayuda de un ocular micrométrico, y se determinó el diámetro folicular También



se evaluó si los folículos eran sanos o atrésicos, Se consideró como folículo atrésico

aquel que presentó al menos una de las siguientes características:

o Picnosis nuclear de las células de la granulosa

o Descamación de las células de la granulosa

o Eng rosa miento de las capas celulares de la teca

o Alteraciones del ovocito

Los ovarios de cinco animales tratados con capsaicina, con el vehículo o sin

tratamiento se disecaron en frío y se almacenaron a -7Q°C hasta la cuantificación

de noradrenaüna por cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC)

Se colectó la sangre del tronco, la cual se dejó coagular a 4°C por .30 minutos y

posteriormente se centrifugó a 3000 r.p.m, durante 15 minutos,, Se separó el suero

y se almacenó a -20 °C, Los sueros fueron utilizados para la determinación de I7p-

estradiol y progesterona por radioinmunoanálisis (RÍA),,

EXPERIMENTO 1 ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DE

CAPSAICINA AL NACIMIENTO SOBRE LA PUBERTAD, LA OVULACIÓN, LA

ESTEROIDOGÉNESIS Y EL CRECIMIENTO FOLICULAR,

Las ratas denervadas y los animales inyectados con vehículo o sin

tratamiento, fueron revisadas diariamente a partir de los 30 días de edad para

determinar la edad de la apertura vaginal y del primer estro, a través de toma de

frotis vaginal, Al día del primer estro, los animales fueron sacrificados por

decapitación para obtener el suero; a la autopsia se extrajeron los ovarios y el

útero, los cuales fueron pesados en una balanza de precisión al 0 1 mg, Las

trompas se revisaron para determinar la presencia de ovocitos, los cuales fueron

contados con un microscopio estereoscópico,,
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EXPERIMENTO 2,. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CAPSAICINA EN LA ETAPA

NEONATAL SOBRE LA OVULACIÓN INDUCIDA EN LA RATA JUVENIL,,

Dado que ia respuesta ovulatoria disminuyó después del tratamiento con

capsaicina, y conociendo que en los roedores la PMSG y la hCG estimulan el

crecimiento y la diferenciación de los folículos ováricos de manera semejante a lo

que hace la FSH y la LH, en éste experimento se analizó sí ia administración de

capsaicina en ia etapa neonatal de la rata afecta la capacidad de respuesta del

ovario a un estímulo similar al de las gonadotropinas

Las ratas denervadas y ios animales inyectados con vehículo o sin

tratamiento fueron inyectadas sx, con 8 u i de PMSG a los 27 días de edad,, Los

animales fueron sacrificados el día de! estro vaginal., A la autopsia se extrajeron los

ovarios y el útero, los que fueron pesados en una balanza analítica, En las

trompas oválicas se contó el número de ovocitos liberados,,

En un estudio paralelo, las ratas denervadas y los animales inyectados con

vehículo o sin tratamiento fueron inyectadas se, con 8 u..l, de PMSG a los 27 días

de edad y con 10 u i , de hCG a las 48 horas, Los animales fueron sacrificados al

día del estro vaginal y se autopsiaron como en el grupo anterior,,

EXPERIMENTO 3. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA DENERVACIÓN SENSORIAL

EN LA TASA DE FERTILIDAD DE LA RATA HEMBRA ADULTA,

A los tres meses de edad, en el día del proestro vaginal, las ratas

denervadas y ios animales inyectados con vehículo o sin tratamiento fueron

colocadas con machos de fertilidad comprobada Los animales fueron revisados

diariamente hasta comprobar la presencia de tapón espermático en la vagina y

espermatozoides en el frotis vaginal, A partir1 de ese momento los animales fueron

separados en cajas individuales hasta la fecha de parición,
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EXPERIMENTO 4., ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA DENERVACION SENSORIAL

SOBRE EL DESARROLLO Y DIFERENCIACIÓN DEL FOLÍCULO OVÁRICO, LA

ESTEROIDOGÉNESIS Y LA CONCENTRACIÓN DE NORADRENALINA OVÁRICA EN

LA RATA A DIFERENTES EDADES DEL PERIODO JUVENIL,

Grupos de las ratas denervadas y los animales inyectados con vehículo o sin

tratamiento fueron sacrificadas por decapitación a los 20, 24, 28 y 32 días de

edad, Se extrajo el suero, los ovarios y el útero, Los órganos se pesaron con la

ayuda de una balanza analítica, Se realizó el análisis morfométrico de la manera en

que ya se describió en la metodología general y la cuantificación de catecolarninas

ováricas y esteroides en suero,,

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultados del número de ovocitos liberados, la edad de la apertura

vaginal, del primer estro y del numero de folículos, fueron analizados por la prueba

de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de "U" de Mann-Whitney,,

El peso de los ovarios y de! útero, las concentraciones de NA, las de estradiol y

progesterona se analizaron por una prueba de análisis de varianza multifactorial

(ANDEVA), seguida por la prueba de Tukey La tasa de animales preñados y la de

ovulantes, definida como el numero de animales ovulantes/nurnero total de

animales se analizó por la prueba de probabilidad exacta de Fisher o de J\

cuadrada, En todos los casos se consideró como diferencias estadísticamente

significativas aquellas cuya probabilidad fue igual o menor a 0,05,,



RESULTADOS

Experimento 1. Estudio de los efectos de la administración sistémica de

capsaicina al nacimiento sobre !a pubertad, la ovulación, la

esteroidogénesis y el crecimiento folicular,

Las ratas tratadas con capsaicina presentaron retraso en la edad de la

apertura vagina!, Al momento de la apertura vagina!, aproximadamente el 70% de

los animales testigo absoluto y de los inyectados con el vehículo presentaron estro

vaginal., El resto de los animales tarda alrededor de dos días en presentarlo., Sólo el

35% de los animales denervadosal nacimiento, tuvieron estro vaginal a! momento

de la apertura vaginal y el resto presentó características de diestro o de diestro-

proestro; y el primer estro se encontró 5-6 días después, Como consecuencia de

este retraso los animales al momento de presentar el estro, son más grandes y

pesan más (Tabla 1),

La mayoría de los animales inyectados con vehículo o con capsaicina

ovularon el día del primer estro (Tablal), El número de ovocitos liberados por los

animales denervados fue menor que el del grupo testigo absoluto o de los

inyectados con vehículo (Tabla 2),

Tomando en consideración que los animales denervados pesaron más al

momento del primer estro vagina!, eí peso de los ovarios y del útero se expresó

en función del peso de los animales,, El peso de los ovarios de los animales

denervados fue significativamente mayor al de los animales inyectados con el

vehículo, mientras que no se modificó el peso del útero (Tabla 2),

En las hembras denervadas al nacimiento, la concentración de progesterona

y estradiol fue similar a la de los animales testigos absolutos e inyectados con

vehículo (Tabla 2),
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Tabla 1 Media ± eem del peso corporal, de la edad de la apertura vaginal
(EAV), edad del primer estro (PEV) y tasa ovulatoria (numero de animales
ovillantes/ número de animales tratados X100) en animales testigo absoluto o
tratados al nacimiento con vehículo o capsaicina Los animales fueron autopsiados
el día del primer estro vaginal.

Grupos

Testigo Absoluto

Vehículo

Capsaicina

n

10

11

22

Peso
corporal (g)

114.6±3.7

109.8±2.9

133.3±3.8*t

EAV
(días)

36.5±0.2

37.1±0,2

40.5±0.4 * t

PEV
(días)

38.0±0.5

38.5±0.4

45.7±0.9 * t

Tasa (%)
ovulatoria

94

95

83.5

* P<0,05 vs, Vehículo (Kruskal Wallis),

tp<0,05 vs testigo absoluto (Kruskal Wallis),

Tabla 2 Media ± eem., del número de ovocitos liberados, peso de los ovarios
y del útero (mg/lOOg de peso corporal), concentraciones séricas de
estradiol y progesterona en animales testigo absoluto o tratados al nacimiento
con vehículo o con capsaicina, Los animales fueron autopsiados el día del primer
estro vaginal.

Grupos

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

Número de
ovocitos
liberados

8.2±0.3

9.0±0.3

6.4±0.4 * t

Peso de
ovarios

32.2Ü.3

29.2±1.4

36.8±1.4*

Peso del
útero

144.9±5.2

140.1±4.6

152.1±6.8

estradiol

(pg/mi)

22.U1.5

29.4±3.4

33.3±7.8

progesterona
(ng/ml)

4.2±1.7

5.7±2.5

6.1±2.5

* P<0,05 vs.. vehículo (Kruskal Watlis o ANDEVA seguida deTukey),
t P<0 05 vs,, testigo absoluto (Kruskal Walíis seguida por U de Mann Witney)

Efectos de la denervación sensorial sobre el desarrollo y diferenciación

del folículo ova rico de la rata púber..

No existieron diferencias significativas entre el número de folículos contados

en el ovario izquierdo y el derecho en cada uno de los grupos estudiados (Fig, 1)

ni cuando estos son analizados por rango (Figs 2a y b),

El número total de folículos contados en los ovarios de los animales tratados

con capsaicina fue significativamente menor que en los inyectados con vehículo



(Fig, 1),, La misma tendencia se presentó cuando los folículos son analizados por1

rango (Figs. 2 a y b ),

Jo. de folículos
350 -

300 •

250 -

200 -

150 -

100 -;
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0 —
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' ? • ' • ' _ - -

* L

Ovario izquierdo

SVh

Ovario derecho TOTAL

Fig., 1,, Media±eem del número total de folículos contados en el ovario izquierdo y
derecho de animales inyectados al nacimiento con vehículo o capsaicina y
sacrificados el día del primer estro vaginal, * p<0,,05 vs,, Vehículo (Kruskal Wallis,
seguida por la U de Mann Witney),

No de Ovario Izquierdo

BVhOl
a CAP oí

< 100 100-200 200-350 350-500 >500um

Fig,, 2A,, Media±eem del número total de folículos por rangos en los ovarios de
animales inyectados al nacimiento con vehículo o capsaicina y sacrificados el día
del primer estro vaginal, * p<0 05 vs. Vehículo (Kruskal Wallis, seguida por la U de
Mann Witney).
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Fig. 2B., Media±eem de! número total de folículos por rangos en los ovarios de
animales inyectados al nacimiento con vehículo o capsaicina y sacrificados el día
del primer estro vaginal, * p<0,,05 vs. Vehículo (Kruskal Wallis, seguida por la U de
Mann Witney),

Dado que no se observaron diferencias en eí patrón de crecimiento y

diferenciación folicular, entre el ovario izquierdo y derecho de los animales

inyectados al nacimiento con el vehículo o la capsaicina, en adelante los resultados

serán expresados como el promedio de seis ovarios por grupo,

El número de folículos sanos disminuyó en los ovarios de los animales

tratados con capsaicina (Fig,, 3), la proporción de folículos atrésicos en los animales

denervados fue significativamente mayor que en los inyectados con vehículo (60%

en los inyectados con capsaicina vs 33% en los animales inyectados con vehículo

P<0,,01)

Como ya se mencionó, la denervación con capsaicina indujo disminución en

los folículos <350 pm de diámetro (Fig 2 a y b), que corresponde a folículos sanos

(Fig, 4), mientras que no hubo cambios en los atrésicos (Fig,, 5)
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Fig, 3,, Media±eem del número total de folículos sanos o atrésicos en los ovarios
de animales inyectados al nacimiento con vehículo o capsaicina y sacrificados el día
del primer estro vaginal, * p<0.05 vs., Vehículo (Kruskal Wallis, seguida por la U de
Mann Witney)..
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Fig. 4,, Media±eem del número de folículos sanos clasificados por rangos en los
ovarios de animales inyectados ai nacimiento con vehículo o capsaicina y
sacrificados el día del primer estro vaginal, * p<0,,05 vs. Vehículo (Kruskal Wallis,
seguida por la U de Mann Witney).,
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Fig,, 5. Media±eem del numero de folículos atrésicos clasificados por rangos en
los ovarios de animales inyectados al nacimiento con vehículo o capsaidna y
sacrificados el día del primer estro vaginal.

Experimento 2, Estudio del efecto de la capsaicina en la etapa neonatal

sobre la ovulación inducida en la rata juvenil.

La inyección de PMSG o PMSG-hCG indujo la ovulación en los animales

denervados, pero el número de ovocitos liberados fue significativamente menor al

de los animales testigo absoluto o a los tratados con el vehículo (Tabla 3).

Tabla 3. Media ± eem,, del numero de ovocitos liberados en animales testigo
absoluto o tratadas al nacimiento con vehículo o capsaicina,, Los animales fueron
estimulados a los 27 días de edad con 8 u,¡, de PMSG o con 8 i,.u.. de PMSG
seguidos de 10 u.i, de hCG a las 54 horas, Los animales fueron autopsiados en día
del primer estro vaginal,,

Grupos

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

n
6

5

5

PMSG
15.2±1,5

15.3±1,8

10.0±0.8 * t

n
8

8

8

PMSG-hCG
18.0±0.9

17.5*1,4

11,5*1.3 * t

* P<0 05 vs, vehículo (Kruskal Wallis, seguida por la U de Mann Witney).
t p<0,05 vs, Testigo absoluto (Kruskal Wallis, seguida por la U de Mann Witney),



Experimento 3,, Estudio de los efectos de la denervación sensorial en la

tasa de fertilidad de la rata hembra adulta,

Todos ios animales denervados copulan y presentan espermas en la vagina,

El numero de ratas preñadas en los animales denervados al nacimiento fue

significativamente menor comparado con ios animales testigo y tratados con el

vehículo.,

Tabla 4., Número de animales con esperma positivo y de ratas preñadas en el
qrupo testigo o tratado con capsaicina al nacimiento.
Combinaciones de
apareamiento
Hembra testigo /macho testigo

Hembra capsaicina /macho testigo

n

6

15

hembras con esperma
6/6

15/15

hembras preñadas

6/6

3/15*

* p<0 05 Prueba exacta de Fisher

TESIS CON
FALLA DK ORIGEN



Experimento 4,. Estudio de los efectos de la denetvación sensorial sobre

el desarrollo y diferenciación del folículo oválico, la esteroidogénesis y la

concentración de noradrenalina ovárica en la rata a diferentes edades

del periodo juvenil,,

A ios 20 días de edad el peso corporal de los animales inyectados con el

vehículo fue significativamente mayor que el grupo testigo absoluto, diferencias

que no se observaron en los animales de 24, 28 y 32 días de edad, Los animales

denervados de 32 días de edad presentaron un menor peso corporal que las ratas

testigo absoluto e inyectados con vehículo (Tabla 5).,

Tabla 5. Media ± eem,, del peso corporal en animales testigo, inyectados al
nacimiento con vehículo o capsaicina., Los animales fueron autopsiados a
diferentes edades previas a la pubertad,

Grupos

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

n

8

8

10

20 días

41.3*0,4

48,0±2,7 t

40,l±0,9*

24 días

60 8±0 9

56 8±1,,5

58.6±1,8

28 días

69.2±2 11

65 5±2,47

61..6±3,7

32 días

89 4±0,7

90 0±2,2

77 6±2,6 *t

* P<0,05 vs.. vehículo (ANDEVA seguida de Tukey),,
tP<0,05 vs, TA (ANDEVA seguida de Tukey),

El peso de los ovarios de los animales denervados y sacrificados a los 32

días de edad fue significativamente menor que el de los animales testigo o

inyectados con el vehículo, sin cambios en las demás edades (Tabla 6), El peso del

útero de los animales denervados y sacrificados a los 32 días de edad se comportó

de la misma manera (Tabla 7)
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Tabla 6. Media ± eem,, de la masa ovárica (mg) en animales control, tratados con
capsaicina o con el vehículo de la capsaicina Los animales fueron autopsiados a
diferentes edades previas a la pubertad.

Grupos

Testigo absoluto

Vehículo

capsaicina

20 días

19.9±0.4

16.8±2.4

18.8±2.6

24 días

23.9±1.6

19.1±0.8

20 2±1.5

28 días

28.7±2 4

25.5±1,5

24.7±1 6

32 días

30.6±2.8

25 6±1,8

22,6±1.6t

* P<0,,05 vs.. Vehículo (ANDEVA seguida de Tukey)
t p<0,,05 vs Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey),

Tabla 7,, Media ± eem, del peso de! útero (mg) en animales control, tratados
con capsaicina o con el vehículo de la capsaicina en la etapa neonatal, Los
animales fueron autopsiados a diferentes edades previas a la pubertad,,

Grupos

Testigo absoluto

Vehículo

capsaicina

20 días

31.1±2.1

38.2±2.1

33.6±2.1

24 días

35 8±2.3

40.4±2.3

40.4±3.7

28 días

50.8±4.0

42.3±2.3

50.9±2.8

32 días

73.7Ü3.8

82.3±7.9

45.1±3.5 * t

* P<0,05 vs., Vehículo (ANDEVA seguida de Tukey),
t P<0,05 vs Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey),

En los animales denervados sacrificados a los 28 días de edad la

concentración sérica de estradiol fue menor que en ambos grupos testigo, La

concentración de progesterona en los animales denervados fue menor en las

cuatro edades estudiadas (Tabla 8)



Tabla 8,, Media ± eem, de la concentración en suero de estradiol y
progesterona en animales control o tratados con capsaicina o vehículo ai
nacimiento Los animales fueron autopsiados a diferentes edades previas a ia
pubertad.

Grupos

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

20 días

22.4±3.2

20.9±3.9

24.4±8.5

6.6±1,4

6.8±1.3

3.2±1.0

24 días

Estradiol (pg/ml)

31.6±6.8

16,.0±1.6

21.7±3.6

Progesterona (ng/ml)

10.9±0.4

10.6±0.1

6.S±l. l* t

28 días

20.7±2.3

22.1±2.4

13,6±1.1 * t

10.7±2.3

12.7±2.4

4..1±1 5 * t

32 días

16.5±47

23.7±2.6

21.9+2.6

12.8*1.8

12.5±2.3

2.3±0,5*t

* P<0,05 vs Vehículo (ANDEVA seguida de Tukey),
t P<0,,05 vs Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey)

La concentración de noradrenalina fue significativamente mayor en los ovarios de

los animales denervados y sacrificados a los 24 días de edad (Tabla 9),

Tabla 9. Media ± eem,, de la concentración de noradrenalina (ng/mg de tejido)
en el ovario de animales testigo o tratados al nacimiento con capsaicina o vehículo,,
Los animales fueron autopsiados a diferentes edades previas a la pubertad,,

Testigo absoluto

Vehículo

capsaicina

20 días

0.45±0.03

0.48±0.08

0.44±0.03

24 días

0.61±0.05

0.73±0.07

0.87±0.07 *

28 días

1.0±0.04

0.904:0.08

0.80±0.07

32 días

1.09±0.06

1.08±0.12

1.2±0.09

* P<0,05 vs. vehículo (ANDEVA seguida de Tukey),



Fig,, 6. Media±eem.. del diámetro folicular promedio en e! ovario izquierdo de
animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehículo o capsaicina,, Los
animales fueron sacrificados a diferentes edades de la etapa infantil-juvenil, *
p<0.05 vs., vehículo o testigo absoluto (Kruskal Wallis, seguida por la prueba de U
de Mann Whltney)..
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Fig,, 7, Media±eem. del número total de folículos (sanos más atrésicos) en el
ovario izquierdo de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con
vehículo o capsaicina Los animales fueron sacrificados a diferentes edades de la
etapa infantil-juvenil * p<0,05 vs vehículo o testigo absoluto (Kruskal Wallis,
seguida por la prueba de U de Mann Whitney).
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• TA

32 días

Fig., 8. Media±eem del número total de folículos atrésicos en el ovario
izquierdo de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehículo o
capsaicina,, Los animales fueron sacrificados a diferentes edades de la etapa
infantil-juvenil., * p<0,05 vs\ Vehículo o testigo absoluto (Kruskal Wallis, seguida
por la prueba de U de Mann Whitney),,

100 -

80 -

40 -

20 -

0 —
20 24 28 32días

Fig,, 9. Media±eem, deí porcentaje de folículos atrésicos en el ovario izquierdo
de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehículo o capsaicina
Los animales fueron sacrificados a diferentes edades de la etapa infantil-juvenil,
*p<0 05 vs vehículo (Kruskal Wallis, seguida por la prueba de U de Mann
Whitney)

En la figura 6 se presenta el diámetro promedio de todos los folículos

medidos en el ovario de los animales asignados a cada uno de los tratamientos, El

diámetro folicular promedio fue significativamente menor en los ovarios de los

animales denervados y sacrificados a los 20 ó a los 28 días de edad, mientras que

a los 32 días de edad el diámetro folicular promedio fue mayor1 que en ios animales

testigo absoluto o inyectados con el vehículo.
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Los ovarios de los animales sacrificados a ios 20 ó 28 días de edad

presentaron un mayor1 número total de folículos que los animales testigo, No se

observaron diferencias significativas en los ovarios de los animales sacrificados a

los 24 ó 32 días de edad (Fig, 7)

A la edad de 20 y de 28 días de edad el número de folículos atrésicos, sin

tomar en cuenta su tamaño o su grado de diferenciación, se incrementó (Fig, 8),

De igual manera, a los 28 días aumentó eí número de folículos sanos (capsaicina,

133 3±165; testigo, 99±13.,8; vehículo, 87 3±5 5; p< 0 05) y a los 32 días de

edad se da una disminución en el total de folículos sanos (capsaicina 34±3,5;

testigo, 104..1±4,.0; vehículo, 57±8,6; p<0,05)

Cuando presentamos los índices atresia evaluados como porcentaje,

observamos incremento de ía atresia a ¡os 20 y ,32 días de edad (Fig 9), que se

acompaña por la disminución en el porcentaje de folículos sanos (20 días:

capsaicina, 42,5±1,1; testigo absoluto, 55..8±5.9; vehículo, 51 6±2.9; p<0,05) (32

días: capsaicina, 2 0 ± l ; testigo absoluto 60±4,6; vehículo, 37±5; p<0..05).

Para estudiar el efecto de la denervación en el crecimiento de los folículos,

clasificamos a éstos en diferentes rangos de acuerdo a su tamaño, A los 20 días

de edad la denervación provocó incremento en el número de folículos del rango de

100-200 um (Fig, 10), incremento que está dado por1 folículos atrésicos en este

rango (capsaicina, 176 7±7,1 testigo, 75±9,7; vehículo, 5O..7±2.7; p<0.05),

A los 24 días de edad no se observan diferencias en el total de folículos por rangos

en los diferentes tratamientos (Fig 11),,
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Fig,, 10,. Med¡a±eem de! número total de folículos clasificados por rangos en
los ovarios de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehículo o
capsaicina y sacrificados a los 20 días de edad * p<0,05 vs, Vehículo (Kruskal
Wallis, seguida por la prueba de U de Mann Whitney),

24 dias

rjTA
GVh
ücap

350-500 >500

Fig,, 1 1 . Media±eem del número total de folículos clasificados por rangos en
los ovarios de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehículo o
capsaicina y sacrificados a los 24 días de edad,

A los 28 días de edad se observó incremento en el rango de 100-200 um

(Fig, 12); dado por los folículos sanos (capsaicina, 112±16 4; testigo, 79±13,4;

vehículo, 69±5..5; p<0,05) y atrésicos (capsaicina, 99 3*17 8 testigo, 53±3;

vehículo, 40,7±7..S; p<0 05),
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28 días

QTA

DVh

350-500 >500

Fig,, 12. Mediaieem del número total de folículos clasificados por rangos en
los ovarios de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehículo o
capsaicina y sacrificados a los 28 días de edad, * p<0,05 vs Vehículo (Kruskal
Wallis, seguida por la prueba de U de Mann Whitney),

A los 32 días de edad existe un incremento de folículos en los rangos de

200-350 y de 350-500 urn (Fig, 13); incremento que está dado por folículos

atrésicos „

120

100 -

80 -

60 •

40 -

20 -¡
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No de folículos 32 días

¡OTA

íicap

<1OO 100-200 200-350 350-500 >500

Fig,13, Media±eem del número total de folículos clasificados por rangos en los
ovarios de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehículo o
capsaicina y sacrificados a los 32 días de edad * p<0,05 vs. Vehículo (Kruskal
Wallis, seguida por1 la prueba de U de Mann Whitney)
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DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten sugerir

que la inervación sensorial, modula de manera estimulante los mecanismos

que conllevan al inicio de la pubertad y la primera ovulación Se ha propuesto

que la inervación sensorial obtiene información del funcionamiento del ovario

por medio de receptores ubicados alrededor de los folículos, y dicha

información es enviada a centros hipotalámicos y extra-hipotalámicos,

involucrados en la regulación de la secreción de las gonadotropinas, por lo que

podría ser posible que la información sensorial forme parte del circuito

neuroendocrino que modula la respuesta del folículo a las gonadotropinas

(Domínguez y Riboni 1971, Burden 1978, Domínguez y col 1989, Gerendai y

col 1995, 1997; Moran y col, 2000a, 2001),

Existen evidencias sobre una relación funcional entre la inervación

simpática y la sensorial,, La eliminación de las fibras sensoriales, por la

administración de capsaicina induce hiperinervación simpática en el iris, la

cavidad oral y las arterias mesentéricas, mientras que la denervación simpática

provoca incremento en la densidad de fibras sensoriales en el tracto urogenital

(Schicho y col 1998, Luthman y col, 1989, Terenghi y col 1986) En nuestro

caso, la administración de capsaicina al nacimiento no provocó incremento en

la concentración de noradrenaíina ova rica en todas las edades analizadas,

excepto a los 24 días donde se observó aumento de la amina, Al momento no

contamos con una explicación para este hecho, aunque es posible que en el

ovario de rata sea difícil de observar una hiperfunción de las fibras

adrenérgicas, debido a que es un órgano que recibe escasa inervación

En el aparato reproductor femenino, la densidad de las fibras nerviosas

depende del desarrollo fisiológico del individuo.. Durante la pubertad, la preñez

y después del parto, la densidad de la inervación del cérvix y del útero varía

debido a la remodelación profunda de sus tejidos En la rata adulta, ¡a

densidad de las terminales nerviosas simpáticas es menor durante el día del
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estro vaginal, en relación con las otras fases del ciclo estral (Zoubina y col

1998) En el animal preñado las fibras nerviosas autónomas de! útero

degeneran conforme avanza la gestación, hasta llegar a un estado particular

en que éstas ya no son visibles, aunque después del parto regeneran (Haase y

col 1997), La densidad de la inervación simpática del cuerno uterino es menor

después de la pubertad que en las etapas previas (Brauer y col 1995)

Aunado a esto hay variaciones en la densidad de las fibras primarias

aferentes, por lo que se ha sugerido que la inervación de la vagina pudiera

estar participando en los mecanismos que conllevan a la canalización de la

misma (inicio de la pubertad),

Los efectos de la capsaicina sobre el inicio de la pubertad dependen del

modelo empleado, Razo (2000) mostró que cuando se inyecta el neurotóxico

al tercer día de vida no se altera la edad en la cual se produce la canalización

de la vagina, Aunque se observó una caída significativa en la concentración

sérica de estradiol y progesterona De igual manera, en la rata denervada al

nacimiento y hemicastrada a los 20 ó 28 días de edad no se alteró el inicio de

la pubertad (Apolonio y col., 2000, 2001)., En cambio Traurig y coi, (1984),

observaron que la administración de capsaicina en el día dos de vida provocó

retraso en el inicio de la pubertad, Resultados similares a ios de Traurig y col,

(1984) fueron obtenidos en el presente estudio, cuando ios animales fueron

tratados con capsaicina al nacimiento, El retraso en la canalización vaginal sin

que se observaran cambios en la concentración de esferoides, puede indicar

que la capacidad de respuesta de los receptores a esteroides en el cérvix y la

vagina sea menor y por lo tanto dependiente de la inervación Dado que en el

modelo utilizado partimos del supuesto de haber eliminado las vías sensoriales

en vagina, nuestros resultados nos permiten sugerir que la inervación

sensorial, vía sus neuropéptidos, es estimulante en los mecanismos

neuroendócrinos que facilitan la canalización de la vagina En apoyo a esta

hipótesis, el grupo de Brauer (1994) mostró que la cantidad de SP y de CGRP
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incrementan durante la pubertad, mientras que disminuye la concentración de

noradrenalina

Se ha mostrado que e! 95% de las fibras del nervio vago son de

naturaleza sensorial,, Betanzos (2001) mostró en animales vagotomizados en la

etapa juvenil, un retraso en la edad en que abren vagina,. Existen estudios

anatómicos y fisiológicos que muestran que el nervio vago conduce

información sensorial desde los ovarios y del útero hacia la base del cerebro

(Burden y col, 1983, Ortega-Villalobos y col, 1990), Collins y col, (1999)

mostraron que las aferencias sensoriales del útero tienen sus cuerpos

celulares en el ganglio nodoso y que estas fibras tienen como principal

marcador al CGRP, En conjunto estas evidencias nos permiten sugerir que el

vago podría participar en la vía de señalización hacia el SNC, y forma parte del

circuito neuroendocrino que regula los procesos que culminan con la

canalización vaginal,

Nuestros resultados de comportamiento de cópula (evaluado por la

presencia de tapón espermático) normal en las hembras denervadas y la

disminución radical en el número de animales preñados, son similares a los

obtenidos por1 Traurig y col,, (1984) y Nance y col., (1987), Dichos resultados han

sido explicados como una falta de comunicación entre los órganos sexuales y el

sistema nervioso centra! lo que alteraría la liberación de la LH y la PRL,

indispensables para la secreción de progesterona, hormona encargada de

mantener la implantación,

La administración de capsaicina al tercer día de vida, momento en cual ya

se produjo la foliculogénesis (Malamed y col 1992, Hirhsfield 1991), provoca

incremento en la incidencia de atresia folicular, sin cambios en el número total de

folículos medibles en el día del primer estro vaginal (Razo 2000). Nuestros

resultados muestran que la falta de la inervación sensorial desde el nacimiento

modifica el crecimiento folicular ya que los ovarios de los animales denervados a!

nacimiento y sacrificados al primer estro presentan una reducción de casi el 50%



en el numero total de folículos, acompañado de un Índice mayor1 de atresia, lo que

nos permite sugerir que la inervación sensorial participa de manera estimulante en

los mecanismos neuroendocrinos que regulan el crecimiento y ía diferenciación del

folículo ovárico en la etapa en la que estos se forman.,

Cuando los animales denervados son sacrificados a los 20 días de edad,

el número tota! de folículos incrementa y la mayoría de ellos son atrésicos, ío

que parecería indicar que a esta edad la inervación sensorial actúa como un

regulador inhibitorio del desarrollo de los folículos y de la atresia, pero

seguramente, esta inhibición es selectiva dado que los folículos que

incrementan son los que se encuentran en el rango de 100 a 200 um de

diámetro,, Este efecto también se presenta a los 28 días de edad, sólo que en

este caso se observa también aumento en la cantidad de folículos sanos, lo

que podría interpretarse como que a esta edad la inervación sensorial regula

de manera inhibitoria la reactivad de! folículo a la acción de la FSH para

rescatar de la atresia a algunos de los folículos,

Poco se conoce sobre el papel de la inervación sensorial en la regulación del

crecimiento y desarrollo de folículos, ya que principalmente se le ha asociado a

ésta con la vascularización del ovario (Calka y col 1988, Ojeda y col, 1985) Así, la

sección del nervio ovárico superior, realizada a los 16 días de edad, provoca

aumento en el número de folículos presentes en las gónadas 4 y 8 días después

de la denervación, donde el 80 al 90% de ios folículos son atrésicos (Moren y col,

2000b),

La eliminación del nervio ovárico superior induce aumento de la atresia

folicular y la manipuiación del sistema catecolaminérgico (por la

administración de guanetidina), produce aumento en las concentraciones de

SP y de CGRP (péptidos característicos de fibras sensoriales) en el útero

(Brauer y col 1994), Por ello proponemos que tanto la SP como el CGRP

podrían actuar como factores que estimulan la atresia, A favor de esta
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interpretación están los resultados de la ¿enervación sensorial, donde

disminuye el índice de atresia,

Dado que en los animales tratados con capsaicina y sacrificados a los 24

días de edad no se modificó el patrón de crecimiento y diferenciación folicular,

igual comportamiento que se observó en animales con sección del nervio

ovárico superior (Moran y col 2000b), es posible suponer que a esta edad

existen mecanismos homeostáticos que participan en el mantenimiento de

una cuota constante de folículos en crecimiento, Estos mecanismos podrían

estar relacionados con las oleadas de crecimiento folicular y atresia en la

etapa juvenil (Hirshfield 1994, Me Gee y Hsueh 2001),,

En conjunto nuestros resultados nos permiten sugerir que la inervación

sensorial participa en la regulación del crecimiento de los folículos pequeños a

través de un sistema de comunicación entre el ovario y el sistema nervioso

central, donde el hipotálamo participaría estimulando o inhibiendo dicho

mecanismo por medio de la liberación de las gonadotropinas por la hipófisis, o

bien por medio de la acción de ios neurotransmisores liberados por las

terminales simpáticas localizadas en la gónada (Fig, 14 a y b)

La disminución en el número de folículos y el alto grado de atresia

observados en animales ¿enervados y sacrificados a los 32 días de edad,

podrían explicar porqué al primer estro vaginal cayó la cuota ovulatoria,, Dado

que también disminuyeron el número de folículos sanos >.350um de diámetro,

nos lleva a pensar que en ciclos subsecuentes la cuota ovulatoria sea baja,

Con base en los resultados obtenidos, podemos sugerir que la capacidad

de respuesta del folículo con antro podría ser menor en los animales

denervados, ya que la estimulación con PMSG o con PMSG+hCG no indujo la

superovulación que se presenta en un animal con su inervación intacta

La PMSG además de promover el crecimiento de los folículos, "rescata"

algunos de la atresia, (Braw y Tsafriri, 1980) El efecto de esta gonadotropina
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se puede observar desde las 12 horas después de que se administra la

hormona y se produce sólo sobre los folículos denominados tipo 5 y 6 (170-

500 um), (McGee y Hsueh 2000), Esto podría explicar porque en los animales

denervados y sacrificados a los 28 días de edad, aumentó el número de

folículos del rango de 100-200 um de diámetro,, Cuando se realizó el estímulo

hormonal con gonadotropinas en el modelo del animal denervado, la

administración de PMSG o de PMSG+hCG no fue "tan eficiente" como para

rescatar a los folículos de la atresia y culminar con una superovulación, Esto

podría indicar que la información que se genera en las fibras sensoriales

podría actuar directa o indirectamente en la "traducción" del efecto de las

gonadotropinas,,

En nuestro estudio la concentración sérica de progesterona es menor en

todas las edades estudiadas, a diferencia de lo observado por Traurig y col, (1988)

en animales adultos que fueron denervados en la etapa neonata!, quienes no

observaron diferencias en este parámetro,

Es probable que la disminución de progesterona que observamos en las

hembras denervadas, se deba a alteraciones funcionales en las células de la

teca, donde pudiera hacer falta algún factor que estimule el paso de

pregnenolona a progesterona,, Debido a una falta de estimulación por parte de

las gonadotropinas sobre la enzima 3p-hídroxiesteroide deshidrogenasa (3p-

HSD) (Davoren y Hsueh 1985, Leung y Steele, 1992)., No podemos descartar

que la alteración se haya dado en la expresión de la P450scc lo que se

traduciría como una menor síntesis de progesterona,

La secreción de estradio! prácticamente no se modifica por la

denervación sensorial, Lo que nos permite postular que el proceso de

aromatización en las células de la granulosa no se ve alterada por la falta de la

información sensorial,,

Con base en los resultados del presente estudio proponemos que la

inervación sensorial es uno de ios componentes funcionales del eje gónada-
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hipotálamo para el crecimiento y diferenciación del folículo ova rico..

CONCLUSIONES

t> La inervación sensorial del tracto reproductivo, participa de manera

estimulante en los mecanismos neuroendócrinos que regulan la pubertad,

» La información sensitiva del ovario tiene un papel estimulante en la

ovulación y modula la respuesta del folículo a las gonadotropinas,

$ La inervación sensorial del ovario tiene un efecto inhibitorio sobre el paso de

folículos del grupo de reserva al de crecimiento,,

Í> Una vez que el folículo ha adquirido respuesta a las gonadotropinas, la

información sensorial modula de manera estimulante su crecimiento y

diferenciación,

$ Durante la etapa juvenil ia información sensorial modula de manera

estimulante a las células de la teca en la secreción de progesterona, y no

interviene en la regulación de la síntesis de estradioí, por parte de las

células de la granulosa,
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MODELO PROPUESTO PARA EXPLICAR LA PARTICIPACIÓN DE LA INERVACIÓN
EN US FUNCIONES DEL OVARIO

En la fig,, 14 a se ilustran las vias por las que la inervación sensorial llega
de la periferia al mesencéfalo El soma de las fibras sensoriales que provienen
del ovario, se encuentra localizado en el ganglio de la raíz dorsal y de ahí envía
sus proyecciones hacia el núcleo del tracto solitario, que es un regulador de las
aferencias y eferencias autonómicas de los órganos viscerales Por una parte,
éste centro regulador podría enviar respuestas autonómicas simples hacia la
parte del ovario de donde proviene la señal sensorial y por otra, actúa
integrando la señal autónoma por medio de la participación de centros
hipotalámicos y extrahipotalámicos,

En ía fig, B se representa la respuesta eferente acarreada por las fibras
simpáticas y parasimpáticas del sistema nervioso autónomo. Las eferencias
salen del núcleo paraventricular y lateral del hipotálamo, el núcleo parabraquial,
el núcleo del tracto solitario y de ciertos grupos neuronales localizados en las
regiones A5-A7 (monoaminérgicos).,

Con los resultados de este trabajo, proponemos que las señales
sensoriales provenientes del ovario, específicamente del entorno folicular,
participan en la regulación de sus funciones a través del circuito que involucra
la participación de! hipotálamo como regulador tanto de la función endocrina
como de la neural (información autónoma)
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Corteza

Núcleo amigdalino

Sustancia gris
periacueductal

• ' j¿-Núcleo parabraquial

S Núcleo dorsal
motor del vago

del
tracto solitario

Figura 14 a. Modelo que explica la participación de la inervación
sensorial en las funciones del ovario,, Modificado de E,, Kandell 2001,.
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ustancia gris
periacueductal

úcleo parabraquial

Núcleo dorsal
:7"motor del vago

Columna celular
interrnedioiatera!

Figura 14 b. Modelo que explica la participación de la inervación
simpática en las funciones del ovario,, Modificado de E Kandeíl 2001
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EFECTOS DE LA DENERV ACIÓN SENSORIAL SOBRE LA PUBERTAD D É L A

RATA HEMBRA

C.Moran, L .Morales, U Qmróz y R Domínguez Laboratorio de Fisiología Reproductiva
U1BR FESZaragozaUNAM,

INTRODUCCIÓN

Existen numerosas evidencias experimentales que muestran que la inervación extrínseca de I»
gónada modula los efectos de ¡as gonadotropínas sobre el crecimiento folicular y !a ovulación
(Burden I98S; Ojeda y Urbanski 1994) La inervación simpática llega a la gónada por dos
rutas: la del plexo oválico y la del nervio ovárico superior (Burden.. 1985; Lawrence y Burden
I9S0: Klein y Burden, 1988) Por estudios de inmunohistofluorescencia se ha mostrado que las
fibras que viajan por el nervio ovárico superior establecen contacto con las células de la teca y
del tejido intersticial, mientras que las del plexo ovárico están asociadas con los vasos
sanguíneos (Kannisto y col 1986; Ahmed y col 1986; Dees y col 1985; Ojedayco! 1986) En
las fibras del nervio ovárico superior se ha mostrado la presencia del péptido intestina!
vasoactivo (VIP por sus siglas en inglés) mientras que las que llegan por el plexo ovárico
presentan sustancia P

Además de la inervación simpática las gónadas reciben fibras sensoriales de fas que no
se conoce su iocalización exacta dentro del ovario, pero se cree que están relacionadas con los
vasos sanguíneos (Kumazawa. 1986) Los nervios sensoriales del sistema nervioso autónomo
se proyectan desde los ganglios sensoriales autónomos y la transmisión neural entre estos
nervios involucra un amplio rango de neuropéptidos,. incluyendo a la sustancia P, los péptidos
opioides la colecistoquinina el neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (CGRP) (Brown. 1994)

El tipo de receptor sensorial encontrado en los órganos reproductivos es de tipo
polimodal Al parecer estos receptores juegan un papel importante en la función nocíceptiva y
en la regulación de la inervación autónoma en sitios donde ambos tipos de inervación
confluyen y se sabe que ambos proliferan en etapas tempranas del desarrollo del sistema
nervioso (Kumazawa.. 1986)

En el estudio de la participación de la inervación sensorial en los procesos
reproductivos, se ha utilizado el modelo de desnervación farmacológica, empleando varios
fármacos que garantizan la destrucción de las fibras sensoriales, tal es el caso de la capsaicina
(Jancsóy Király. 1981-Gamse 1982)

El tratamiento sistémico con capsaicina en la etapa neonatal o su aplicación local
resulta en ¡a destrucción permanente de las fibras nerviosas primarias aferentes que contienen
sustancia P Lo mismo sucede cuando se seccionan los nervios hipogásticos y pélvicos (Cotton
ycol l983;Guycol . 1983)

La sustancia P es un neuropéptido presente en los nervios primarios aferentes (fibras C)
(Lembeck y Gamse 1982), los cuales ineryan el tracto reproductivo de la hembra (Cotton y
col 1983 Traurigy col 1983 1984-Berkleyy col 1990)

Según Gamse y col. (1981), las fibras sensoriales modulan la función de los órganos
reproductores indirectamente a través de la liberación de sustancia P como un neurotransmisor



ie sinapsis en ¡-¡iironas autónomas de upo adrenérgico. En el iris de la raía {área que presenta
..¡na abundante inervación de tipo sensorial) la denervacíón neonatal con capsaicina induce un
incremento en ;a concentración de noradrenalina (NA) en las terminales nerviosa: simpática.*
iin afectar !a densidad de la terminal: el incremento en la concentración de la amina requiere no
MIIP Je la disminución en la cantidad de sustancia P sino también de la pérdida de fibra.,
inmunoreactivis a sustancia P (Luthman y col 1989). La disminución de los péptidos en las
•ttur'.mas sensoriales es probablemente una consecuencia de ¡a acción ncuroió*ica de la
¿apsaicina, pero esto no es la causa de la disfuncionalidad de la neurona Si el ¿orna de la
neurona sensorial no degenera la manifestación (Je la neurotoxicidad puede ser leversible <1<.
manera pausaca mientras que la degeneración del soma resulta en un efecto neuioioxieo
ini.'.ersible(H:-¡zer 1991).

La inyección de capsaicina a ¡a rata neonatal provoca retraso en la edad de h
unialización de la vagina disminución del peso corporal, de la proporción de hembras que >.m¡
receptivas al ¡nono la tarde del proestro y de las hembras que quedan preñadas (Trauriu y c !
1384) Con base en estos resultados se ha sugerido que se requiere de la información sensorial
que se origina en el cervi* y la vagina durante la copula para que se pueda cerrar íl ciruiim a
nivel hipotaláiTiico y llevar a cabo una respuesta decidua! adecuada iTraurig y col I0S4
Burduiycol fíSI)

\ a que se lia mostrado que la inervación simpática y la sensoria) que conisten en J
ovario pueden ;ener efectos sinergicos. en este trabajo se analizaron ios efectos de la latía tlt
información sensorial provocada por la administración de capsaicina al nacimiento .íobre la
pubertad espontánea y el crecimiento folicular

METODOLOGÍA
VÍL utilizaron ritas de la cepa C HZ-V mantenidas en condiciones controladas de luz-oscuridad
(IUO-Í. encendidas de 05 00 a 19 00 li) con libre acceso al agua y alimento. Al nacimiento las
crias se separaron en carnadas de cinco hembras y un macho Los animales tuvieron libre acceso
¡i la madre hasn el momento del destete (21 días) y al agua y alimento a panir de ese momemo
1 os animales fueron pesados una vez por semana y fueron divididos al azar en ío:, •.igukntiií
grupos experimentales

Grupo tratado con capsaicina Ratas recién nacidas inyectadas s C con 50 mi;, 100 <¿
de peso corporal de capsaicina {8-metil-N-vainillil-ó-noncnamida) (Sigma Chemical ( o
Stl.ouis MO FE UU ). disuelta en vehículo compuesto por 10% de etanol 10% de Twcen SO
y 80% de solución salina (0.9%) en 0 01 mi Una ve? inyectados los animales fueron
retornados con la madre

Grupo testigo invectado con el vehículo Los animales fueron inyectados con Oíil mi
del vehículo

Grupo testigo absoluto Formado por animales intactos sacrificados al primer estro
vaginal

Iodos los animales fueron revisadas diariamente a partir de los 22 días di; edad para
determinar la edad de la apertura vaginal A partir de ese momento se tomaron frotis vaginales
diarios y los animales fueron sacrificados en el día del primer estro vaginal
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A la autopsia se disecaron las trompas uterinas y se buscó la presencia de ovocitos, los
que fueron contados con la ayuda de un microscopio estereoscopio Se disecaron y pesaron en
balanza de precisión los ovarios y el útero Los ovarios de las ratas de cada grupo experimental
se dividieron en dos lotes para ser procesados por separado de la siguiente manera

En el primer lote, ios ovarios ¡iieron fijados en líquido de Bouin, incluidos en parafina
se realizaron cortes seriados de 10 nm, que fueron teñidos con hematoxilina-eosina: !os ovarios
derecho e izquierdo fueron procesados individualmente En los cortes se realizó el análisis de
¡a población folicular, siguiendo la metodología habitúa! del laboratorio (Morales y Moran.
1996) Los folículos fueron clasificados en sanos o atrésicos, según los siguientes criterios,
foüculo atrésico aquel que presentó al menos una de las siguientes características: picnosis
nuclear de las células de la granulosa, descamación de las células de la granulosa
engrosamiento de las capas celulares de la teca o alteración del ovocito

En el segundo lote, los ovarios dieron congelados por separado, a -70 °C y
posteriormente procesados para medir el contenido de noradrenalina por cromatografía líquida
de alta resolución (HPLC) siguiendo la metodología habitual del laboratorio (Chávez y col
1994)

Anál is is es tadís t ico Los resultados del número de ovocitos liberados, la edad de la
apenura vaginal del primer estro y del número de folículos fueron analizados por la prueba de
Kruskal -Wallis. seguida por la prueba de U" de Mann-Whitney El peso corporal, de los
ovarios y el útero fueron analizados por la prueba de análisis de varianza multifactorial
(ANDEVA), seguida por la prueba de íufcey En todos los casos se aceptó como diferencia
estadísticamente significativa aquella cuya probabilidad fue igual o menor al 5%

RESUi IADOS

A los 32 y 37 días de edad, el peso corporal de los animales inyectados con capsaicina fue
menor que ef de Jos grupos testigo o tratados con vehículo (Figura 1) Los animales con
denervación sensorial presentaron retraso en la edad de la apertura y primer estro vagina!.
Debido a ello el peso corporal de los animales denervados fue significativamente mayor que el
de los animales testigo y tratados con vehículo La tasa de animales ovulantes en el día del
primer estro vaginal fue similar en los animales denervados y los grupos testigo (Tabla 1)

Tabla 1. Media ± e e.m. de la edad {en días) de la apertura vaginal, del primer ostro vaginal y
del porcentaje do anímalos ovulantes en ratas testigo absoluto inyectadas con vehículo o
con capsaicina en la etapa neonatal.

Grupo

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

•

W

II

22

Peso corporal
(tí

l l í . ó±37

109 8±2.9

133.3±3.8'*

Edad de la
apertura vaginal

36 5±0.2

37.6±0.2

4O.5±0.3ó "*

Edad del primer eslro
vaginal

38.0±0.5

38.8±O5

45.4 i l .26**

% de animales
ovulantes

94

95

83.S

* P<0 05 vs vehículo (Kruskal Wallis)
* P<0 05 vs testigo absoluto (Kruskal Wallis)
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figura 1 Media del peso corporal a io largo dei desarrollo en rafas testigo absoluto
inyectadas con vehículo o con capsaicina en la etapa neonatal

£¡ numero toraí de ovocitos íiberados por fos aniroaies con dtsnervación sensorial lite
emente menor que ei de los testigo absoluto o inyectados con vehículo V.n los

ovarios de ios a^iniaies denervaefos Í3 conceitiracióii <ie ooradrenaíina ováriqa fsie simiíar al dé
v:r\ipo testigo absoluto y significativamente mayor que el del grupo de animales inyectados con
d vchictiío uaí>5a 2)

Tabla 2. Media t ft.e.m. d«l número de ov-acitoa liberados y de la concentración de NA
•>«&nca (fttjffflg) ai primer estro vaginal ert rutas testigo absoluto, inyectadas con vehículo
o con capsaicirta en la etapa neonatal. sacrificadas en la mañana del dia del primer estro
vaginal.

" P- 0 i>5 vs vehículo (Kruska! Wallis o ANDEVA seguida de Tukey)
* ? '0.05 \-Í testigo absoluto {KruskaS WalÜs)

El peso absoluto (mg) y relativo (mg/lOOg de peso corporal) de los ovarios de los
animales üeñefvados &ie si^iñcai!vamei?¡e mayor que el de Jos testigo y tratados con vehículo
fl peso absoluto dei útero de los animales ¿enervados tue mayor que el del grupo con
vehículo- No se observaron diferencias significativas en los pesos relativos (tabla 3)



Tabla 3, Media ± o o.m. dol poso do ios ovarlos y del útoro (valores absolutos y relativos)
en ratas testigo absoluto, inyectadas con vehículo o con capsaicina en la etapa
neonatal, sacrificadas en la mañana dol dia del primer ostro vaginal.

Grupo

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

Masa Ovárica
mg ma/lOOjí

36.7±1.4

31 8 ± U *

49.0±1.9**

32.2¿1.3

29 2±14

36.8±1.4*

Útero
mi* m.í/lOOg

¡65.9±8.0

153.5±5?

203 .9±11 .8A '

144.9±5.2

140 l±4 6

152.1 ±6.8

+ P<O.OS vs. testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey)
•P<0 05\s vehículo (ANDEVA seguida de Tukey)

El número total de folículos medidos en los ovarios de las raías denervadas fue
significativamente menor que en ias hembras tratadas con vehículo (!55O±14 1 vs 277 0±6 7
p<0 05)

Cuando se analizó la población folicular en función de su diámetro, se observó que los
folículos que se vieron afectados por la falta de información sensorial son 'os menores de
350um de diámetro, que disminuyen en aproximadamente un 40% mientras que los mayores
de 350fim no se modificaron (Tabla 4)

Tabla 4 Media * e.a m. del número total de folículos por ovarlo y por diámetro en los
animales tratados con capsaicina o vehículo al nacimiento y sacrificadas al primer ostro
vaginal.

1
Total

Ovario Izquierdo

Ovario Derecho

< 350jnm

Vehículo

131,2±4 5

127 3±9,5

135.0±3.8

Capsaícin»

69.5±5 0*

69.7i9.0-

69.3±3.!*

•>

Vehículo

8.7±1.1

8.0±0 6

9.3±2.ó

350jim

Capsaicina

7.Sil.5

7.3±1.1

8-3±3.3

* P<0 05 vs vehículo (Kruskal Wallis)

En los ovarios de los animales denervados, los folículos sanos con diámetro menor a
350 jim disminuyeron de manera significativa no así los atrésicos (Figura 2)
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Figura 2. Media S ce m del numero total do folículos, sanos o atresigos, por ovario y
por diámetro en los animales tratados con capsaicina o vehículo al nacimiento y
sacrificadas al primer estro vaginal

ATRÉSICOS

100

-o s

SANOS

ovario izquierdo ovario derecho
r Cimero

ovario izquierdo ovario derecho

uwm
ÍS<> -5i . 'Si l 15(1

P 0 05 vs Vh (prueba de feruskal Wallis)

DISCUSIÓN

Los rüultados de este estudio nos permiten sugerir que !a inervación -cnsonal tkl
•ivario participa en h modulación de los procesos nturoendócrinos ccnimks > periférico- (¡tu.
luhmnan con h pubertad

El reüjso tu la edad de la apertura vaginal observado en los animales denuvadov >-•
•.iinejante a io descrito por Trauriu y col (1984). Pste retraso puede ser explicado por h
íjiíninución en la ta.<a de crecimiento corporal en los animales con desnervación sensorial I •
h..:i sabido ;u<. íl inicio ;!e !E¡ pubertad esta asociado directamente ¡.en los pr< a- .•
mttabolicos involucrados conel peso > talla dei anima! tf'risch 1980 Steiner \ col HJS.í) On¡i
posibilidad es que la capacidad secretora de estróyenos por pane de los ovarios de los anímale<
denervados sea menor que !a de los gnipos testigo o que este retrasada en el tiempo Dailo qut
el peso relamo del útero de los animales denervados fue similar al del grupo testigo y del
infectado coi1 vihiculo podemos suponer que la secreción de estrógenos en las rain:-
denervadas estuvo retrasada La sección bilateral de! nervio vago en el cual el *)5% de las
fibras son de tipo sensorial provoca diminución en la actividad esterotdogénica dei ovario anu
el estimulo con hCG (Ojeda y col 198.1). Sin embargo parece ser que los mecanismos tk
retroalimentación ejercido por los esteroides gonadafes que culminan con la secreción tW
gonadotropinas necesarias para la ovulación no se modificaron ya que !a proporción de
animales que ovillaron fue semejante a lo observado eti las hembras tratada? con vehículo



Traurig y col (1984) mostraron que la destrucción farmacológica de las fibras
sensoriales no modifica la fertilización de los óvulos, sin embargo,, se desconoce si hay
alteraciones en el proceso ovulatorio En ei presente trabajo, la administración Je capsaicina
provocó disminución en el número de ovocitos liberados al primer estro vaginal Estos
resultados nos llevan a sugerir que la información sensorial estaría participando en la respuesta
del folículo a las gonadotropinas. probablemente en colaboración con la inervación simpática

Al momento, se han sumado las evidencias que muestran que pude haber una
interrelación funcional entre la inervación simpática y la sensorial para regular el crecimiento de
los folículos que van a culminar con la ovulación (Ojeda, 1997; Ojeda y Urbanski 1994). Lara
y col (1990) administraron anticuerpos al factor de crecimiento neural (abNGF) y
promovieron con esto la destrucción de las fibras simpáticas y sensoriales, que resultó en un
aumento del número total de folículos, dado por los preantrales L.os autores proponen que la
información que viaja por las fibras sensoriales estaría facilitando la comunicación intrafolicular

La disminución en el número total de folículos observado en las ratas denervadas
pueden ser interpretada como una diminución de ia respuesta del folículo a las gonadotropinas,
probablemente asociado con la FSH, ya que ¡a diminución se presentó sobre todo en los
folículos en crecimiento Esta disminución folicular podría indicar disminución en la actividad
csteroidogénica (Greenwaid y Roy 1994)

En conclusión nuestros resultados nos permiten sugerir que los componentes sensoriales
del reflejo neuroendócrino que provoca la liberación de ¡as gonadotropinas seguido de la
liberación de los estrógenos. sería mediada por fibras primarias aferentes sensibles a la
capsaicina Adicionalmente estas fibras pudieran influenciar indirectamente a los órganos
reproductivos con la liberación de sustancia P como un neurotransmisor de sinapsis
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EFECTOS DE LA DESNERVACIÓN SENSORIAL
SOBRE LA PUBERTAD

Carolina Moran* Rocío Selene Razo* Leticia Morales" y Roberto Domínguez'

RESUMEN

En la regulación de las funciones ováricas participan tan-
to las hormonas sintetizadas por el eje hipotálamo-hipófisis -
gónadas como la inervación que recibe el ovario. La
inervación sensorial, cuyo principal marcador bioquímico es
la substancia P, es uno de los componentes en la traduc-
ción' de las señales ováricas por parte del sistema nervio-
so En este trabajo analizamos los efectos de !a denervación
sensoria! en la regulación de los mecanismos neurales
involucrados en la pubertad de la rata Se realizó la
denervación sensorial aplicando capsaicina se (50mg/Kg de
pe) a ratas recién nacidas o de 72 horas de vida Se evalua-
ron los siguientes parámetros: Edad de la apertura y de! pri-
mer estro vaginal, número de ovocitos liberados, peso de
órganos, número de folículos y concentración de hormonas
esferoides Comparadas con el grupo control las ratas
denervadas presentaron un retraso en la edad en que se
presenta el primer estro vaginal (40 3±0 63 testigo absoluto;
45 7+.0.90 capsaicina al nacimiento; 44.9±1 0 capsaicina a
las 72 horas p< 0.05), sin que se modifique las concentra-
ciones plasmáticas de estrógenos El número de ovocitos
liberados a! primer estro fue significativamente menor sólo
en las ratas ̂ enervadas ai nacimiento {6 4+0 63 vs 8 OrO 42
p< 0 05) y coincide con una disminución en el número total
de folículos (77 5±5 8vs 124 6+4.7. p<0 05). En los anima-
les denervados a ¡os tres días de edad, se observó aumen-
to del total de folículos medidos (162O±3,8 vs 124 6±47
p<0 05) La denervación sensorial no modificó la concentra-
ción de progesterona Estos resultados nos permiten suge-
rir que la inervación sensorial es uno de los componentes
neurales entre ei eje gónada-hipotátamo

Labe atorio de Fisiología Reproductiva, Unidad de Investiga-
ción en Biología de la Reproducción FES Zaragoza UMAM
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Palabras clave: Denervación sensorial, inervación
ovárica, capsaicina pubertad desarrollo folicular hormonas
esteroides
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INTRODUCCIÓN

La inervación que llega al ovario participa directamente
en el control del desarrollo folicular y la esteroidogénesis
Estas fibras son de naturaleza simpática y sensorial y llegan
a las principales estructuras del ovario (vasculatura tejido
intersticial folículos en desarrollo), a través del plexo ovárico
del nervio ovárico superior y del vago (1 2 3)

Las fibras sensoriales se originan en los segmentos 19-
T11 y L2-L4 de la médula espinal y arriban ai órgano por el
plexo ovárico, mientras que las fibras simpáticas se originan
en los segmentos T11-L4 y arriban al ovario por el nervio
ovárico superior Las fibras sensoriales pueden ser recono-
cidas por la presencia de sustancia P (SP), péptido relacio-
nado con e! gen de la calcitonina (CGRP) y el péptido intes-
tina! vasoactivo (VIP) entre otros (4. 5, 6, 7)

Existen evidencias experimentales que permiten suponer
que existe una conexión neural bidireccional entre los ovarios
y el sistema nervioso centra! Estudios de mareaje
transneuronal con ei virus de ia pseudorrabía inyectado en el
ovario muestran que aparecen neuronas marcadas en ei
diencéfalo y aigunos núcleos hipetalámicos (3) En el animal
hemicastrado el contenido de LHRH hipotalámico incrementa
ipsilateral a la ovariectomía (9) La lesión unilateral del núcleo
media) del rafe (10) o de la sustancia gris periacueductal (11)
afectan la ovulación del ovario ipsilateral a la lesión La
inervación sensorial enviaría al sistema nervioso central (SNC)
información rápida sobre el funcionamiento del ovario (12)
En este contexto, las fibras sensoriales representarían las >• tas
aferentes que informan sobre la sensibilidad y el estado indi-
vidual de! desarrollo folicular (13 14)
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Para estudiar la participación de la información sensorial
en la fisiología de diversos órganos, se ha utilizado a la
capsaicina como un neurotóxico especifico Las neuronas
que son afectadas por la aplicación de capsaicina son las
sensoriales primarias, son peptidérgicas, de diámetro pe-
queño a mediano, no mielinizadas o con poca mielina (15,
16) La capsaicina actúa a través de la estimulación de un
receptor de membrana específico, el cual ha sido localizado
en neuronas aferentes primarias en los segmentos cervical
toráxico y lumbar (17).

En la rata, después de la aplicación de capsaicina
(sistémica en la etapa neonatal o cuando se aplica de ma-
nera local en la etapa adulta) la cantidad de SP-
inmunorreactiva disminuye significativamente en los órga-
nos reproductivos (18, 19}

La administración intratecal de capsaicina no tiene efec-
tos en la duración del ciclo estral la hipertrofia compensa-
dora o el comportamiento sexual de la hembra Sin embar-
go, los animales denervados mostraron una reducción sig-
nificativa en la tasa de fertilidad, comparada con las ratas
testigo {tratadas con vehículo o sin tratamiento) (20) Estos
resultados llevan a sugerir que la falta de información sen-
sorial reduce la capacidad de estimulación cervico-vaginal
que desencadena la preñez. Al parecer los efectos de
la capsaicina sobre la regulación del ciclo estra!, la ovula-
ción y las funciones reproductivas dependen entre otros fac-
tores del inicio del tratamiento, de la dosis y la cepa del ani-
mal en estudio (15) La destrucción de neuronas primarias
aferentes inducida por la administración neonatal de
capsaicina, modificó e! crecimiento corporal subsecuente,
la maduración sexual y ciertos aspectos de las funciones
reproductivas como una menor frecuencia de preñez y la
mayoría de las hembras que quedan preñadas no llegan a
término (18) Estos resultados permiten sugerir que los com-
ponentes sensoriales del reflejo neuroendócrino que inter-
viene en la liberación de la LH y la prolactina hipofisiaria,
seguida a la estimulación mecánica por la cópula en la rata
hembra, serían mediados por nervios sensoriales sensibles
a la capsaicina

La loliculogénesis en la rata se inicia cerca de la médula
región que contiene la mayor parte de la inervación La de-
tección inmunohistoquímica de estas libras se ha realizado
en ovarios fetales antes de que se inicie la folicuíogénesis
y ya para ¡os tres días de nacidas existe un número impor-
tante de folículos (19) hechos que llevan a pensar en la
existencia de una estrecha relación entre la presencia de
las fibras y la foiiculogénesis,

Para analizar ¡a participación de la información sensorial
en los mecanismos que modulan el inicio de la pubertad de
la hembra se estudiaron los efectos del tratamiento con
capsaicina al nacimiento o a las 72 horas de vida sobre el
crecimiento folicular y la concentración de hormonas
esteroides

MATERIAL Y MÉTODOS

Se utilizaron ratas hembras recién nacidas de la cepa
C11-ZV, mantenidas en condiciones controladas de ilumi-
nación 14 notas de luz (0500 a 19:00) y 10 de obscuridad y
temperatura ambiente Al nacimiento las carnadas fueron
sexadas y se mantuvieron 5 hembras y un macho por caja
Las crías permanecieron con la madre hasta el día 21 de
edad y a partir de este momento tuvieron libre acceso al
agua y alimento Todos los animales fueron pesados una
vez por semana en una balanza con sensibilidad de 0 t g
Al nacimiento o a! tercer día de vida los animales fueron
asignados al azar en alguno de los siguientes grupos expe-
rimentales

Ratas recién nacidas o de tres dias de edad fueron in-
yectadas una sola vez por vía subcutánea con 50mg/Kg de
peso corporal de capsaicina (derivado de la Vanillilamida 8-
metü-N-Vanillü-6-nonenamida, Sigma Chemical Co. St
Louis MO. USA). El fármaco se disolvió en una solución de
etanol (10 mi), Tween 80 (10 mi) solución satina (80 mi)
También se contó con un grupo inyectado con vehículo y
otro que no recibió tratamiento al cual llamamos testigo
absoluto.

Todas las ratas fueron revisadas diariamente a partir de
los 20 días de edad A! momento en que se presentó la
canalización de la vagina se inició la tomadeírotis vaginales
y los animales fueron sacrificados cuando la citología vaginal
correspondió a un estro típico

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Los animales fueron sacrificados por decapitación Se
colectó la sangre del tronco, la que se dejó coagular a tem-
peratura ambiente durante 15 minutos, se centrifugó a 3500
rpm y el suero se almacenó a •20°C hasta !a cuantificación
de hormonas esteroides La cuantificación de 17b-estradiol
y progesterona se realizó por radioinmunoanálisis (RÍA) uti-
lizando estuches comerciales {Coat-A-Count Los Angeles
Ca EE UU )

A la autopsia se disecaron los oviductos donde se buscó
la presencia de ovocitos, los que fueron contados con la
ayuda de un microscopio estereoscopio Se disecaron y
pesaron en balanza de precisión los ovarios y el útero Los
ovarios fueron fijados en líquido de Bouin incluidos en pa-
rafina se realizaron cortes seriados de 10 um que fueron
teñidos con hematoxilina-eosina Los folicuios fueron clasi-
ficados en sanos o atrésicos; se consideró a un folículo
atrésico si éste presentaba ai menos una de las siguientes
características: picnosis nuclear de las células de la
granulosa, descamación de las células de la granulosa
engrosamiento de fas capas celulares de fa teca o altera-
ción del ovocito
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO

La edad de apertura vaginal, del primer estro del núme-
ro de ovocitos liberados y de folículos, fueron analizados
por la prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de
Dunn £! peso corporal, de los ovarios, útero y la concen-
tración sérica de hormonas esteroídes se analizaron por una
prueba de análisis de varianza muttifactorial (ANDEVA), se-
guida por la prueba de Tukey La tasa ovulatoria (definida
como el número de animales ovulantes/número total de ani-
males tratados) se analizó por la prueba de probabilidad
exacta de Fisher o de J¡2 En todos los casos se consideró
como diferencias estadísticamente significativas aquellas
cuya probabilidad fue menor o igual al 0 05

RESULTADOS

No se observaron diferencias significativas en el peso
corporal de tos animales tratados con vehículo y los lestigo.
En los animales tratados con capsaicina al nacimiento el
peso corporal hasta los 25 días de edad, íue semejante al
testigo y fue menor a tos 32 días En comparación ei grupo
testigo absoluto, los animales denervados a las 72 horas de
nacidos, la disminución del peso corporal se observó a par-
tir de los 21 días de edad (Figura 1)

En las hembras tratadas al nacimiento con capsaicina, la
edad de apertura vaginal y del primer estro se retrasó
significativamente comparacio con los animales tratados con
vehículo El porcentaje de animales denervados que ovularon
al primer estro íue similar que el grupo testigo o tratado con
vehículo, mientras que el número de ovocitos liberados por
ambos ovarios fue significativamente menor que el de los
anímales testigo absoluto o tratados con vehículo (Tabla 1)

Tabla 1. Tasa de animales ovalantes (número de animales
ovul antes/nú meto total) media ±e,e,m de la edad de apertura

vaginal primer estro y del número de ovocitos liberados por
ambos ovarios de ratas Testigo absoluto o tratadas al nacimiento

con Vehículo o Capsaicina

Tesiiq
Vehic

o absol
ulo

Capsaicina

10

¡ " | ümFTÍ£v*.»r
!?Jl 39.3-0.«
' i ! i 37.6rfl.20'1

22! 40 5±0 36»

JO.3'0.63
3S.5iO.38

45 7±0.90"«

"oíüía™™1"
69
95

83.5

ovoolm
8 0*0 -12
9.0:0 30

e.4-0 63*»

p<005« whic.ro (f mesa tíe Krus

p-:005 vstesignaosoluM (FnjeOaC

lWalüs seguda por la piuetode Dunn)

Capsaicina al nacimiento

12 18 2S 32

Edad (días)

En las hembras tratadas con capsaicina a las 72 horas
de edad, la edad de apertura vaginal y primer estro se retra-
só significativamente comparado con los animales testigo
absoluto No se observaron diferencias significativas en ¡a
tasa de animales ovulantes así como el número de ovocitos
liberados por ambos ovarios (Tabla 2)

Tabla 2. Tasa de animales ovulantes (número de animales
ovulantes/ntimero tola!) media í e.e m de la edad de apertura
vaginal, primer estro y del número de ovocitos liberados por

ambos ovarios de ratas Testigo absoluto o tratadas a las 72 hrs
de nacidas con Vehículo o Capsaicina

Tesliqo a Eso
Vehículo
Capsaicina

r
uto 120

¡23
sg.S'O.'is i
42.9-0.94* !
42.8*0.95" :

JO.3'0.63
44.0=0.82*
44.9±1.00*

ovulan»!
69 1
68 1
7S |

Yertos"
8 0*0. J2
7.3*0.70
7.2tO 67

CapsaJcma a las 72 lloras p-.0.05vs ¡estigc ustluto iPrveoa : i U Ge Maní Wi-.ir.oy s

0 K

0 3 < ¡t 21 26 35

Edad (Olas)

• ptO.OS lis i i i icu lo (Pruiba de ANDEVA, seguida por Tukey) * p<0 05
vs Tes :-i sbsoluio (Prueba de ANDEVA seguida cor Tukey)

En los animales tratados con capsaicina al nacimiento
asi como en los denervados a las 72 horas de nacidos no se
modificaron las concentraciones séricas de estradiol o
progesterona (Tabla 3)

Tabla 3, Media t ee.m. de la concentración sérica de estradiol
;E2) y proges;eiona (P4) de ratas Testigo absoluto o tratadas al

nacimierto o a las 72 notas de nacidas con Vehículo o
Capsaicina

Testiq.0 a
vehículo
Caosara

ISOlUIO

a

Al nacím
Pj(na'ml) i
5.4*1.10 |
5 7.-2.50 1
6 1-2.50 1

enio
Eí ípg¡ml)
203*1.51
Í9.J-3.40
a 2-7 3

a

5.4*1.10
S 7-0 92
•i C-0 63

as 72 horas
i E2 ÍCO'WI)
1 20.3*1.51
! ?5.O*4.89
: ¡3.3-T6J
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En los animales denervados al nacimiento el peso relati-
vo de la masa ovárica aumentó significativamente con res-
pecto a los animales testigo mientras que el peso del útero
no se modifico (Tabla 4)

La denervación sensorial al nacimiento disminuyó
significativamente el número total de folículos y el porcenta-
je de folículos sanos, aunque ésta no llegó a ser
estadísticamente significativa {Tabla 4)

Tabla 4. Medíate.e m. de !a masa ovárica, del ulero y del
número total de folículos y porcentaje de folículos sanos de talas

Testigo absoluto o tratadas al nacimiento con Vehículo o
Capsaicina y sacrificadas al primer estro vaginal

J
Testiqo absoluto
Vehículo
Capsaicina

Masa ovarica Ulwo . fiüroeto loial

30.6+1.94
29.2± 1.40

36.8; 1.40-

13S.0±6.5T ¡ 124.6*4.7
140.1 ±4.60 • U0.0±3.36

152.1l6.80 i 775±S.8»

% folículos

6Í.0
66.9
40.8

11 p<005w ¡estigo absoluto o vehículo (ANDEVA sentía por Tufcey)

* p:0 05 .'S I estigo absoluto o vehículo (KruskalWais seguida por Dunn)

En los animales denervados a las 72 horas de nacidos
hay un aumento en e! número total de folículos en compara-
ción con los animales testigo y el porcentaje de folículos
sanos no se vio afectado por la denervación sensorial En
estos animales denervados el peso relativo de la masa
ovárica y e! útero no se vieron afectados (Tabla 5)

Tabla 5. Media±e.e m. de la masa ovárica, del útero y del
número total de folículos y porcentaje de folículos sanos de ratas

testigo absoluto o tratadas a las 72 floras de nacidas con
Vehículo o Capsaicina y sacrificadas al primer estro vaginal

Testigo absoluto

Vehículo

Cap salciña

Masa ovárica

n

30.6il.94
28.8-1.80
31.1 ±3.88

n$r100 g pe

136.0-6.57

130.5±5.71

114.4-3 10

.Nüroeio total

¡ 12-1.614.7

! 189.7-43.9

: 162.0138*

%íol¡
sanos

trios

62 0

Í8.S

39.0

" p;O0Svs testigo absoluto [Prueba de KiuslialWatií a por l.ipiUQt>aac(Xnn)

DISCUSIÓN

E! retraso en el crecimiento corporal y en la edad de aper-
tura vaginal y primer estro provocado por la denervación
sensorial, nos lleva a sugerir que dí:^a información es ne-
cesaria para que se cierre el circuito que involucra la
estimulación del SNC y modula el inicio de ¡a pubertad

Los resultados obtenidos en el p esente estudio mues-
tran que los efectos de la denervación sensorial dependen
de la edad en la que se inducen, En ios animales tratados al
nacimiento el primer estro vaginal se presentó 120 a 144
horas después de la apertura vaginal, mientras que en los
tratados en el día tres el estro vaginal se observó 72 horas
después de la canalización vaginal Stgún Carrillo y col (20);

Holzer, (15) la inyección de capsaicina en la etapa neonatal
no modifica el patrón de crecimiento corporal durante los
primeros '¿.7 días de vida En nuestro estudio la denervación
al nacimiento provocó retraso en el crecimiento a partir de
los 32 días de edad mientras que cuando la denervación se
realizó a los 3 días de edad éste se presenta desde ef día
21

El retraso en el inicio de la pubertad provocado por la
eliminación de la información sensorial podría ser conse-
cuencia de la disminución en el peso corporal que se obser •
vó previo a ia pubertad. Estudios de Frisch (21), Steiner y
col, (22) muestran que la edad en la que se produce la ca-
nalización de la vagina depende entre otros (actores del
peso y la talla del animal Otra posible explicación es que la
denervación sensorial de la vagina resulte en la disminución
en la sensibilidad de ésta a los estrógenos, ya que en estos
animales no se observaron cambios significativos en la con
centración sérica de la hormona.

La disminución del número de folículos ováricos en los
animales tratados con capsaicina al nacimiento hecho que
no ocurre cuando los animales fueron denervados en el dia
tres de vida (final de la etapa de ia foliculogénesis). indica
que ia información sensorial que se genera en el ovario es
indispensable para que se dé normalmente la foliculogénesis
Dicha inervación podría estar vinculada con la liberación de
algún tipo de neurotrofina., tal y como ha sido propuesto por
Dissen y col (23) Según Malamed y col (19) existe un
periodo explosivo de diferenciación folicular que ocurre en-
tre el día uno y dos de vida postnatal, y existen evidencias
de que la foliculogénesis es un evento independiente de las
gonadotropinas (24, 19)

La disminución en el número de ovocitos liberados en ios
animales tratados con capsaiema al nacimiento puede ser
explicado por la disminución en el número de folículos ob-
servado en los ovarios Esta disminución en ef número de
folículos podría ser consecuencia de ia disminución de la
concentración plasmática de gonadotropinas mostrada por
Cotton y col. (25)

Según Steme y col (26), Luthr¡'ian y coi (2/), Farkas-
Szallasi y col (28) y Schicho y col (29) la destrucción de
las fibras sensoriales resulta en un aumento de las fibras
simpáticas o parasimpáticas que sacretan NPYoVIP Los
resultados de nuestro estudio abren la posibilidad de que
exista un rearreglo de los sistemas neurales del ovario lo
que resulte en cambios en la secreción de neuropéptidos
que tienen la capacidad de reducir el desarrollo folicular en
combinación con la estimulación gonadotrópica

Tomados en conjunto los resultados del presente estu-
dio y otros previos postulamos que la inervación sensorial
es uno de los componentes neurales entre el eje gónada-
hipotálamo tai como ya ha sido prepuesto previamente (1
9 12 30)

TESIS CON
FALLA DE OBIGEN
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EFECTOS DE LA INYECCIÓN DE CAPSAICINA (CAP) AL
NACIMIENTO SOBRE EL OVARIO DE LA RATA
PREPÚ8ER. Moran, C * Moraíes L, Quíróz. U". Chavíra R* y
Domínguez, R Unidad de Investigación en Biología de la
Reproducción, FES Zaragoza UNAM. México
El ovario recibe inervación simpática, paras i m pática y
sensorial, las cuales participan en el control de sus funciones.
Las terminales nerviosas aferentes, qué"tienen a la substancia
p (SP) como principal neurotransmisor, están asociadas a la
vasculatura y a los folículos en desarrollo. La administración
de SP no modifica la secreción de esteroides ováricos,
aunque la eliminación de las fibras sensoriales provoca
alteraciones en el crecimiento del folículo. Por ello en este
estudio se analizaron los efectos de ¡a denervación sensorial
producida por la inyección de CAP (50 mg/kg.) s.c. a ratas
recién nacidas, sobre la concentración sérica de estradiol {E2)
y progesterona (P<). la de noradrenalina (NA) ovárica y los
pesos de los órganos en animales sacrificados a los 20, 24,
28 y 32 días de edad. En los animales sacrificados a los 32
días de edad la denervación resultó en la disminución de!
peso corporal (77.6±2.6 vs. 90±2,2) la masa ovárica
(22 641.6 vs. 25.6±1 8), el útero {45.1 ±3 5 vs 82.3±7.9) y la
concentración de P< (2.3±0 5 vs. 12 5±2.3). Cuando ios
animales denervados fueron sacrificados a los 28 dias, las
concentraciones de E¡ y P* fueron menores {E;13 6±1.1 vs,
22.1*2.4; P¿ 4.U1.5 vs 12.7±2.4 ) En los animales
denervados sacrificados a los 24 dias la concentración de P4

fue mayor ¡6 5±1.1 vs 1 6±0.1) La concentración de NA
ovárica sólo incrementó en los animales denervados
sacrificados a los 24 días {0.87±0.07 vs. 061±005). Estos
resultados nos permiten sugerir que durante el desarrollo
prepuberal de la rata la información sensorial participa en la
regulación de la secreción de las hormonas ova ricas

Trabajo apoyado por CONACyT 29006-N y DGAPA IN203799

EFECTOS DE LA LESIÓN BILATERAL DE LA ZONA
INCESTA ^ MEDIAL SOBRE EL, CICLO ESTRAL Y LA
OVULACIÓN ESPONTANEA DE LA RATA. Morín, J L,,
R«mir«í, E-". Mettndcx, E.*, Coronel, I.1 & Míndez, A."
Laboratorio de Investigaciones Biológicas ICUAP PuebU

En la rata, las áreas preópltca e hipoialimica anterior (POA-AHA)
desempeñan un papel crucial en el control <Ie la secreción preovulatoria
<ic la GnRH y las gonadotropinas. En este control, el sistema
fJopaminérgico desempeña aparentemente un papel de tipo estimulante,
ya que e! bloqueo farmacológico del sistema dopaminétgico del
hipotálamo anterior inhibe la ovulación e interrumpe el ciclo estral. <jran
parte de la dopamina que llega a POA-AHA se proyecta desde la zona
incerta medial (ZIm) del tálamo. Se cree que la ZIm es un sitio de la
acción feedback estimulante de los esferoides ováricos ya que su
destrucción suprime el pico prcovulatorio de la LH y de h prolactina.
aunque no se afecta el de la PSH Con el fin de analizar el papel de la
Z!m sobre el cielo estral ? la ovulación, a ratas con ciclos esirales
regulares de cuatro días se les lesionó (a ZIm por rtuctoinyeccíón de ácido
kaínico (1 fig/u.1 x lado x 5 min) en el día del estro. Al grupo testigo se
les perttindió sólo eC vehículo. Los animales tüeron sacrificados en la
mañana del estro vaginal: 1) luego de tres ciclos consecutivos de igual
duración ó, 2) luego de 25 días después de la operación. La lesión
bilateral de la ZIm no afectó la ovulación espontánea pero si alteró
significativamente la ciclicidad de los animales Los resultados de las
frecuencias de recuperación de ciclos estrales regulan» (FCER) y los dias
de duración dei primer ciclo estral después de la cirugía y .del total de dias
hasta el sacrificio se muestran a continuación,

Grupo
Testigo
Lesión de ¡a ZIm

FCER
910

}. 10*

Dias !" Ciclo
i.7±0.¿

8.8*13"

Dios Torales
20.7:10

¡Q.9*l!"
*.** p<0.0$ comparado con el grupo Testigo, f Xi:; "t de Suden/).

Estos resultados muestran que la 2Im del tálamo participa de manera
significativa en los mecanismos ncurales y neuroendócrinos que regulan
el ciclo estral. lo que nos permite sugerir que la dopamina es una senil
crucial para que el ciclo estral > la secreción de gonadotropinas ocurran
de manera adecuada.

Apoyado por CON 4C\T. lowmo .?«M.'. V \ FUMES 99 Vil4
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ANÁLISIS CONDUCTLK. IU< REPRODUCCIÓN EN VARIAS ES-
PECIES OE AVES MEXICANAS &J EL ZOOLÓGICO CeSW JUAN
D£ ARAGÓN, Vasconcdos-Ouertas, I. $í; (slas y D.G.';
Lope*. l .G. ' y Hernández, J.' * Zoológico de San Juan do Ara-
gón, México, D. F. sf UAM traca(apa,DepartaTTartocle Biología de &
Reproducción C, B. S , México D F

La actividad reproductora entesares vivos, está determinada gene-
tfcamente; y pudo alterarse per factores exógenos En avesque vi-
ven en cautiverio, seria demostrado que la luz, es el factor exogeno
que afecta mas significaüvamerte dicha furaón. Coi el cbjetode a-
nator si algunas detas especies de aves silvestres ecnservan su mo-
dalidad especifica de reproducción viviendo en condiciones do cau-
tiverio, se realizaren observaciones de la conducta que rxesentsn sn-
te durante y después de* cortejo en ejemplares de) águila real ó do-

( A J t o ) l S ó r i
prasínus), en un gvpode fes Cara-cara común (Polybonis planeas)
y envariossitaciíormescrrcta guaca maya verde (Ara mititsiis), y
de el loro occidental {Amazona Rnschí), entro otros. Lasctíw«i>
res se realizaron de febrero a p/rdpio de j j i io de 1999, centra du-
rañto pomedkj variable, regulada por el porcentaje de visitantes:
iniciándose sismpre a las 7:3) an; osdarcio de S, &30 y 11:00 hrs cen-
tinuas. La infamación se anotaba entablas esfectímentsdseradas
pera ello. Se logró captar yanalizar varia s de fas feoes y cordudas tí-
picas de! certejo entes aves, cerro sen: la difiererdacióri del pkimaje
el roce de los piecs, las realizaciones, las Hamacas ce apareo y e1

baile en te espeánenes antes oSactos. £n d caso de tas águilas,
terrtfei se observóla selección del sitio y material usado para la cers-
tmetión del nido; en te guacamayas también se pudo captar parte
de esa misma actividad. En rirgLno da tecas» se coco ctea^et la
cópula Todas estas especies de aves mexicanas, pesertaren w
patrón etológico da cortejo muy striar. Se puede concluir qje en
tes Cara-cara, tes manifestaciones conductuales observadas. íue-
nsfl reforzantes dabjerarquia y délos lazos sociales que existen
entre los miembros de) grupo de esa jaia; la importancia de
conservar y de reproducir a algunas de fes especies mexicanas en
peligro, (registradas en & NCW - 059 • ECOL-iS©4);y de \abarb
¡inoertanca reri Que t¡»reri tsZoolóaicos cano una aftemativaoatB

020

REGULACIÓN ASIMÉTRICA DE LA .AMÍGDALA MEDIAL SOBRE LA FUNCIÓN
OVÁRICA EN RATA. Mercada C. R-* y SSochez-Ramos M. A Laboralorio de
Fisiología Facultad de Ciencias Na luíales Universidad Autónoma de Ouerétaro

Se ha Comprobado que además ae existir una rnodulaci6n neuroendAoina
por parle de la amígdala sobre los ovarios tamoién existe una vía nerviosa gue
regula de forma asimétrica la ovulación. La lesiún en la amígdala medial derecha
en el diestro 1, dísiiinuye significativa mente el número tíe ovocitos liberados en el
ovario izquierdo, mientras que la lesión en la amígdala medial izquierda no tiene
ningún efecto sotxe la ovulación' Además se na reportado Que sólo la
dealercntación derecha del lóbulo temporal en reías nembra tiemicastradas
reduce significativamente la respuesta ce Hipertrofia compensatoria ovarica1

El objetivo de este trabajo lúe analizar los efectos que tiene la lesión
unilateral de la amígdala medial sobre la ovulación y a lecreain hormonal oválica
(progesterona y estradiol) en los días P'ocstro y Estro del delo ostral de la rala

Se utiliiaron ratas hemwa de la cepa wstír mantenidas en acto lu?-
oscunijai), con libre acceso al agua y al alimentó Los animales se lesionaron
unilateralmente en la amígdala medial en el día diestra 1 y se de¡6 que
recuperaran el ocio eslral. Posteriormente se saaificaion en los días del Proesiro
y Estro. Se cuantrticiJ el número de ovocitos libe'aiMS do ámeos ovarios en tas
ratas sacrificadas en el Estro, se colees el plasma pa'a la cuantitodón norn.onai
y se extrajeron las ganadas para la obsefvaciin histór ica.

La lesión unilateral en la amigcala medial ers el diestro 1 tiene un efecto
asimétrico sobre la ovulación L3 lesión dererjsa disminuye significativamente el
número de ovocitos liberados en el ovano izquierdo 2 - 0; y aumenta el númsro
en el ovario dore dio 3.2 + 1 5 (animales intactos' iZ3-:iefdo 6.6 - 1.2; derecho 7 3
i 1.6). La lesión izquierda no altera la ovulícior. un ninguno de los oíanos
(izquierdo 6 8 ± 1.7: derecho 6.1 ; 0.98) En el d'a «el Estro no se encontraron
diferencias significativas en las coricentradones lormonales entre animales
intactos y los lesionados en el tado izquierdo. pex> con la lesión derecha ;as
concenlraciones de astradiol aumentaron significativ^ente (intacos 42.06 : 9 16
ng/ml- lesión izquierda 43.2 - '0.7 ns.'ml; lesión demSia 57.8 ; 12.01 ng/ml). Co"
estos resultados se sugiere que la respuesta a la «sión en la amígdala medial
deiecha sí repercute de lorma asimetnca a la (uncooalidad Ova.nca (ovulación y
secreción de es!erOKtes| y por lo !amo se propone cura la regulación asimétiKS
reiviosa de la amígdala hacia los ov?r^s no sólo ¿!e..:a a la libcf¿iüón de ovoc;os
sino también a la actividad de las celdas secretoras ;e estrigeno sn el ovario

Apoyaio por el CO^>ACyT 2910"/ N y
FOMES 962302 Y 9923ÍM
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EFECTOS DE LA DENERV ACIÓN SENSORIAL INDUCIDA POR LA
ADMINISTRACIÓN DE CAPSAICINA AL NACIMIENTO, SOBRE LA
ESIEROIDOGÉNESIS Y EL DESARROLLO FOLICULAR DURANTE L 4 ETAPA
JUVENIL DE LA RATA

Carolina Moran, Leticia Moiales, Roberto Chaviia y Roberto Domínguez

Labor atotio de fisiología Reproductiva, U1BR TES Zaragoza IJNAM
Laboratorio de Investigaciones Biológicas del Instituto de Ciencias de la BUAP
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutticion Salvador Zubhán

INTRODUCCIÓN

Las funciones del ovario son reguladas tanto por las hormonas hiponlámicas e hipofísiarias como
por señales neuralcs directas La inervación simpática apoitada por el plexo oválico \ el nenio
oválico superior, liberan al interior1 de la glándula una serie de neiuotransmisores entre los que se
encuentran la ñor adrenalina (NA) y e! péptido intestinal vasoaemo (VIP), los que han sido
presentados como reguladores de la estet oído génesis y el desarrollo folicular tempiano (Dissen \
col 1993, Hsueh \ col 1994, Mayerhofei y col 1997) En el o\ario además coexisten otros tipos
de inervación; la parasímpática y la sensoiial

Las fibras sensoriales que arriban al o\ario presentan caiacteristicas similares a las que
inervan otros óiganos viscerales; tienen como péptidos marcadoies a ¡a sustancia P (SP). a!
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y al V!P; tienen soma pequeño > las
fibras tienen muy poca o no presentan mielina (Holzei 1991) I as fibras sensotiales que se
localizan en el o\ario, se originan en los segmentos I9-T11 y L2-L4 de la médula espinal >
arriban al órgano por el plexo oválico (Nance \ col 1988V Klein \ Burden 198S. Papka y col
1996,McNeüly8urdenl987)

El que el osario obtenga ineivación motoia del sistema simpático y del parasimpático (a
ttavés del neivio \ago) y adicionalmentc posea fibras aferentes que viajan por rutas simpáticas >
vagales, sugiere la existencia de un eje neuial o\ario-hipotá!amo el cual pudiera estai imoluciado
en el control de las funciones del órgano De las evidencias funcionales que apoyan esta hipótesis,
se encuentran los trabajos del OÍ upo de Gerendai (1995,1997.2000), quienes al hacer
hemiovariectomías observan en el hipotálamo incremento unilateral en e! contenido del factor
liberador de las gonadotropinas Adicionalmentc las lesiones unilaterales en el hipotálamo. en
áreas extrahipotalámicas en la médula espinal o la sección del nenio vago., modifican algunas
funciones oválicas A,dvis y col (1989), mostiaion que a ratas inmadmas hipofisectomizadas a las
que se les lesiona el lado izquierdo del áiea pieóptica anterior del hipotálamo presentan
inclemente significativo en la concentración de YIP intra-ováiico

Las evidencias morfológicas obtenidas la mayoría de ellas poi estudios de mareaje uansneuional
indican que las vias por las que la inlóimación sensoiial de los ói ¿vinos reproducid es es llevada
al sistema nervioso central, es a tiavés de los nci\ ios sensoriales que terminan en el cuerpo de 1¡"¡
raíz dorsal } la sustancia giis intermedia 1. ;¡:i pule de ¡a infbimai;! m atcienle es libelada \ta c!
tracto espino-solitario al núcleo del tracto solitario de la pane caudal de la base del ceiebio > a



través del núcleo gracilis El Núcleo del tracto solitario provecta., en parte al núcleo
paiaventiiculai > al supraóptico, núcleos que están relacionados en la regulación de algunos
procesos reproductivos (Collins y col 1999)

Similai a lo que sucede en otros órganos inei\ados por fibras simpáticas, parasimpáticas o
sensoriales, el ¡actoi de crecimiento neural (NGF) es producido en e! ovario \ transportado
íetrógi adámente desde el botón terminal hasta el soma neuronal donde funciona como factor de
supervivencia 1:1 icccptoi de baja afinidad al XGí"1 y a otras neuiottopinas se encuentran
presentes en d o\aiio de ia rata desde la etapa fetal (Disscn y col 1991) Posterior al nacimiento,
ociuie ia ibliviiloüénesis ceica de la médula, íegión que contiene la mayor paite de la inervación y
en la que en algunas especies de mamíferos incluyendo a la rata Winstar y algunos primates,
presentan neuronas intrínsecas (D'JAlbora y col 2000) Cuando se inyecta el anticuerpo al NGF a
ratas recién nacidas, se retrasa la pubertad, se presentan irregularidades en el ciclo estral y se
retrasa el crecimiento folicular Estas evidencias han permitido proponer a los autores que la
inervación sensoiial. pudiera servil como una vía de comunicación entre los folículos (Lara \ col
3990).

íornado en cuenta además que al momento en que se lleva a cabo la íbliculogénesis aun no hay
íeceptorcs a las gonadotiopinas pero sí fibras nerviosas; se ha sugerido que ia inervación del
ovario contnbuvc a la adquisición de receptóles a las gonadotropinas por parte de los folículos \
de esta maneta modular el desarrollo de los folículos (Disseny col 1992)

Dado que ¡uito la inervación simpática > sensorial son dependientes del NGF v que
aparentemente l;i viabilidad del factor en los tejidos es limitada ia denervación quirúrgica o la
administración de neuiotóxicos específicos, modifica la disponibilidad del factor neural en la
inervación que queda intacta (Schicho y col 1998) Así, la deneivación simpática provoca
incremento en la densidad de las terminales nerviosas sensoriales, esto se ha observado en el
sistema cardiovascular eí tracto urogenital y los ganglios simpáticos (Abeideen y col 1990) Por
otra parte, cuando se íealiza la denervación sensorial por la administiación de capsaicina la
hiperineiv ación simpática se presenta en las arterias mesen tencas^ Ralevic v col 1995). el iris y
la cavidad oía! (leicnghi y col 1986)

Para estudiar la participación de la iníóimación sensori-.il en la fisiología de diveisos
óiganos, se \n utilizado a la capsaicina como un neuiotóxico especifico que actúa a través de la
estimulación de un receptor de membrana el cual ha sido localizado en neuronas aferentes
primarias en los segmentos ceivical, toráxico > lumbai (Holzei 1991, Szallazi 1994,. Wardlc> y
col 1997)

Según Nance y col (1987) la administración intiatecal -je capsaicina a íaias adultas no
tiene efectos en la duración del ciclo estral. la hipertrofia compensadora o el comportamiento
sexual de la iieinbia Sin embaígo los animales denenados mostmon una reducción significativa
en la tasa de iciiilídad. comparada con las íaias testigo' Los autoies sugieren que la falta de
infóimacrón scusoiial i educe la capacidad de estimulación ceiviai-vaginal que desencadena la
picñez

CsUi.': •>:• ii_;ili/ados poi li;:mig \ col I 19S-) \ poi nuesti .•> hboiatoiio. han mustiado que
la administi^ion de capsaicina en la etapa neonatal, además de modificai el crecimiento coipoial

TESIS COH
FALLA DE ORIGEN



en la etapa peripubeial, induce retraso en el inicio de la pubertad reducción en el número de
ovocitos liberados en el día de! primer estro vaginal y del numero de folículos en
aproximadamente un 48%, este descenso se acompaña de un incremento significativ o de la attesia
(Moran y col 2000a) Estos resultados nos han permitido plantear el posible papel estimulatorio
de la inervación sensoiial sobre el desarrollo de los folículos, el cual estaría modulando dicho
proceso desde la etapa en que se inicia la foliculogénesis Y dado que es en la etapa juvenil en la
que se da el mayor índice de crecimiento y diferenciación de los folículos en la rata, el propósito
del presente trabajo fue estudiar los efectos de la denervación sensorial inducida a! nacimiento
por la administración de capsaicina, en los procesos de ciecimiento > diferenciación del folículo
oválico, así como en la secreción de hormonas esteroides a lo largo de la etapa juv enil

MATERIAL Y MÉTODOS

Se utilizaron ratas hembras recién nacidas de la cepa Cil-ZV mantenidas en condiciones
controladas de iluminación 14 horas de luz {05:00 a 19:00) y 10 de obscuridad y tempeiatura
ambiente Al nacimiento las carnadas fueron sexadas > se mantuvieron 5 hembras y un macho
por caja Las crías permanecieron con la madre hasta el día 21 de edad, y a partir de este
momento tuvieron libre acceso al agua y alimento Al nacimiento los animales fueron asignados
al azar en alguno de los siguientes grupos experimentales:

a) Ratas recién nacidas fueron inyectadas una sola vez por vía subcutánea con 50mg/Kg de peso
corporal de capsaicina (deiivado de la Vanillilamida 8-metÍl-N-Yanillil-6-nonenamida.. Sigma
Chemical Co, St Touis, Mo USA) El fármaco se disolvió en una solución de etanol (10%)
Tween 80 (10%) y solución salina (80%) b) Guipo inyectado con vehículo en el mismo volumen
y c) otro que no recibió ti atamiento, a! cual llamamos testigo absoluto

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Los animales fueron sacrificados por decapitación a la edad de 20, 24.. 28 ó 32 días de
edad, previa toma de peso corporal Se colectó la sangic del tronco, la que se dejó coagular a
temperatuia ambiente duiante 15 minutos, se centrifugó a 3500 ipm y el suero se almacenó a -20°
C hasta la cuantificación de hoimonas esteroides La cuantificación de 17p-esttadiol y
progesterona se realizó por radioinmunoanálisis (RÍA) utilizando estuches comeicíales (Coat-A-
Count, Los \ngeles. Ca HE UL¡ )

Se disccaion \ pesaron en balanza de precisión los ovados > e! útero Los ovarios fueron
fijados en liquido de Bouin, incluidos en paiafína, se tealizaion tottes seriados de 10 iim que
fueron teñidos con hematoxilina-cosina Tos folículos fueion clasificados en sanos o atrésicos; se
consideró a un folículo atrésico si éste piesentaba al menos una de ¡as siguientes caiacteiísticas:
picnosis nucleai de las células de la granulosa descamación dt las células de la granulosa
engrasamiento de las capas celulares de la teca o alteración del ovocito

\N\LISIS ESTADÍSTICO

Ll p.-;>o coipoial. de los owuios del uteio la conccntiación ÍUÍUI de hoimonas esteroides"
) el diámetro fbliculai promedio se analizaron poi la prueba de an-ilisis ác \aiianz/i multitactoiial



(ANDEVA)., seguida por la prueba de Tukey El numero de folículos íiie analizado por la piueba
de Kruskal-Uallis seguida por la prueba de Duna En todos los casos se considció como
diferencias estadísticamente significativas aquellas cuya probabilidad fue menor o igual al 0 05

RESULTADOS

Experimento 1 Efectos de la administración sistémica de capsaicina al nacimiento sobre el
peso corporal de los órganos > la esteroidogénesis durante el periodo juvenil

El peso de los animales deneivados y saciificados a los 20 días de edad fue menor ai de
los animales inyectados con el vehículo, aunque no existe ninguna diferencia cuando se compara
con el animal sin tratamiento Sin embaígo, a los 32 días de edad los animales deneivados
pesaron menos respecto a los animales inyectados con ei vehículo y a los testigo absoluto (Tabla
O
Tabla 1,, Media ± ecm del peso corporal en animales testigo absoluto, inyectados con vehículo
o capsaicina al nacimiento Los animales füeion autopsiados a diferentes edades previas a la
pubertad

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

20 días

41 3±0 4

48 0±2 7 i

40 l±0 9 *

24 días

60 S±0 9

56 8±1 5

58 6±1 8

28 días

69 2±2 11

65 5±2 47

61 6±3 7

32 días

89 4±0 7

90 0¿2 2

77 fc2 ó *t

* P<0 05 vs vehículo (ANDEVA seguida de Tukey)
i 'PO 05 vs Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey)

£1 peso de los ovarios de los animales denervados y sacrificados a los 32 días de edad fue
significativamente menoi al registrado en los animales testigo o inyectados con el vehículo, sin
cambios en las demás edades (Tabla 2) El peso del úteio de los animales deneivados y
sacrificados a los 32 días de edad se comporta de la misma mana a (Tabla 3)

Tabla % Media ± cem de la masa ovárica en animales testigo absoluto., inyectados con vehículo
o con capsaicina ai nacimiento Los animales fuaon autopsiados a diieientes edades pie\ias a la
pubei tad

i
1

1 Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

20 días

19 9±0 4

16 8i2 4

18 8±2 6

24 días

23 9*1 6

19 l±0 8

20 2± 1 5

28 días

28 ?±2 4

25 >±1 5

24T±1 6

32 días

30 6=:2 8

25 6=1 8

22 6^16 í

t P<0 05 \s Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukc\



Tabla 3. Media í eem del peso del útero en animales testigo absoluto infectados con vehículo
o con capsaicina al nacimiento l o s animales fueron autopsiados a diferentes edades previas a ia
pubertad

Iestigo absoluto

Vehículo

capsaicina

20 días

31 1±2 1

38 2±2 1

33 6±2 1

24 días

35 8±2 3

40 4±2 3

40 4±3 7

28 días

5O8±4O

42 3±2 3

50 9±2 8

32 días

73 7±13 8

82 3±7 9

45 1=3 5 M

* P<0 05 vs Vehículo (ANDEY \ seguida de Tukev)
í P<0 05 vs Testigo absoluto (A.NDEVA seguida de Tuke\)

La concentración sérica de estiadiol fue menoi en los animales deneivados y saciificados a los 28
días de edad., con respecto a ambos grupos testigo Mientras que la concentiación de
piogesterona permaneció baja en las cuaüo edades estudiadas siendo estadísticamente
significativas de los 24 días de edad en adelante (labia 4)

Tabla 4 Media ± eem. de la concentración en sueio de estradiol \ progestetona en animales
testigo o tratados con capsaicina o vehículo al nacimiento Los animales íueion autopsiados a
diferentes edades previas a la pubertad

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

Testigo absoluto

Vehículo

Capsaicina

20 días

22 4±3 2

20 9±3 9

24 4±8 5

6 6±1 4

6 8±1 3

3 2± 1 0

24 días

Estiadíol (pg/ml)

31 ó±6 8

16 0±l 6 i

21 7±3 6

Progesterona (ng/ml)

10 9±0 4

10 6±0 1

6 5±1 1 *t

28 días

20 7±2 3

22 l±2 4

13 6±1 1 i :

10 7±2 3

12 7¿2 4

4 1:;1 5 : :

32

16

23

21

12

12

i -\

días

5±4 7

7±2 6

9+2 6

8±1 8

5±2 3

¿ 0 5 *i

* P<0 05 vs Vehículo (ANDEYA seguida de Tukey)
f P<0 05 \s Testigo absoluto ( ANDEVA seguida de Tuke>)

Expeiimcnto 2, Estudio de los efectos de la administración sistémica de capsaicina al
nacimiento sobre el crecimiento folicular duiantc la etapa ju\enil

Hn la figuia 1 se piojenta el diámetro ptomedio de todos los tbliculos medidos en el .:̂  aiio de los
animales asiynadoí a cadi uno de los tratamientos IJ1 dinmctio ¡oliculai piomedio fue
sisnificati\amonte menoi en los ovarios de los animales denegado-; ?1 :acimiento \ íaciificados



a los 20 y a ios 28 días de edad, mientras que a los 32 días de edad se presentó un incremento en
el diámelto fóliculai piomedio

1:1 numeio total de folículos contados en los ovarios de los animales testigo absoluto, inyectados
con el vehículo o con la capsaicina y sacrificados a las diferentes edades se muestran en la figura
2 Los ovarios de los animales denenados al nacimiento y sacrificados a los 20 ó 28 días de edad.,
presentan un mayor númeio de folículos que los animales testigo absoluto y vehículo Mientras
que a los 24 y 32 día:- de edad no ha; cambios

A ta edad de 20 y de 28 días de edad, se incrementa el numero de folículos atrésicos, en tanto que
a los 32 se presenta la misma tendencia sin llegar a sei estadísticamente significativa (Fig 3) El
numero de folículos sanos a los 28 días incrementa mientras que a los 32 días de edad se da una
disminución (Fig 4)

250

200

150

100

50

0

Qtestígo absoluto

Dvehícuio

Eicapsaicina

20 24 28 32 días

Fig.. 1, Media±eem del diámetro folicular promedio en el ovario de animales testigo absoluto o
inyectados con vehículo o capsaicina al nacimiento Los animales fueron sacrificados a diferentes
edades de la etapa iníántil-juvenil * p<0 05 vs Vehículo (Kiuskall V* allis seguida por Dunn)

D testigo absoluto

Dvehiculo

ü capsaicina

24 28 32 dias

Fig. 2 Mediaiecm del número total de folículos en ci ovaiio d¿ animales testigo absoluto o
imectados con \chiculo o capsaicina al nacimiento Los animales fue ton sacrificados a diferentes
edades de la etapa inlitniil-juvenil 4 p<0 05 \ s Vehículo (K.iusk.all \\ alli.s seguida poi Dunn)
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Fig, 3 Mediaieem del número de folículos atrcsicos en el o\ario de animales testigo absoluto o
inyectados con \ehícu!o o capsaicina al nacimiento Los animales fueron sacrificados a diferentes
edades de la etapa infantil-juvenil *p<0 05 \s Vehículo (Kiuskall W alus seguida por Dunn)
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Fig,4,, Mediaieem del número de folículos sanos en el ovaiio de animales testigo absoluto o
inyectados con vehículo o capsaicina al nacimiento Los animales fueron sacrificados a diferentes
edades de la etapa infantil-juvenil ! p<0 05 \ s Vehículo (Kiuskall Wallis seguida por Dunn)



DISCUSIÓN

Los resultados del presente trabajo nos permiten sugerir que la ineivación sensorial juega
un papel regulador en el crecimiento y diferenciación del folículo oválico ) en la
esteroidogénesis Se ha sugerido que la ineivación sensorial obtiene información del
funcionamiento del ovario a través de receptores ubicados alrededor de los folículos, la cual es
enviada a centro hipotalámicos y extrahipotalámicos que estarían imoíuciados en la íegulacion
de la respuesta del folículo oválico a las gonadotíopinas (Domínguez y Riboni 1971. Burden
1978.. Domínguez > tol 1989, Gerendai > col 1995, Gerendai y col 2000, Moran \ col 2000b)

La foliculogénesis en la rata es modulada, al menos parcialmente, poi la inervación
presente en la gorrada (Malamed y col 1992, Ojeda y Urbanski 1994) Estudios previos de nuestro
laboratorio han mostrado que al hacer la sección unilateral del nervio oválico superior, que es el
principal aporte de ineivación simpática del ovatio se modifica e! patrón de crecimiento
folicular1 \si , la sección a los 16 días de edad pro\oca aumento en el número de folículos
piesentes en las sonadas de hembras de 20 ó 28 días de edad, donde el 80 a 90 % de los folículos
son atrésicos (Moran y col, 2000b) En el presente trabajo, la eliminación de la infoimación
sensorial al nacimiento., induce aumento en el número total de folículos en ratas de 20 ó 28 días
de edad, c incrementa el índice de atresia Estos resultados nos permiten sugeür que la inervación
sensorial tiene una paiticipación dual en el funcionamiento dei folículo ovárico Por una parte,
actúa de manera inhibitoria sobre el numero de folículos que inician su crecimiento > por otra
"•frena" la atiesia

La ineivación sensorial llega al ovario principalmente por el plexo o\arico, y es por este paquete
de fibras que la sonada recibe NA y péptidos como la sustancia P \ el ViP (Dissen y col 1993
Ojeda y Urbanski 1994) Se ha postulado que tanto el VíP como la NA ejercen un papel
facilitador sobre el crecimiento folicular a través de mecanismos acoplados al sistema de AMPc,
el cual contribuve a la adquisición de receptores a FSH y de esta manera favorecen la
supeiviencia del folículo (Mayeihofíei\ col 1997) Otra alternativa es que estén participando en
la respuesta del folículo a las gonadoliopinas (Morales y col 1998 Moran y col 2000a) Estos
antecedentes apocarían la hipótesis de que la información que cone por las \ías sensoriales
participa inhibiendo la atresia folicular

En las hembras dencivadas ai nacimiento y sacrificadas a ios 32 día::; de edad si bien no se
modificó el número total de folículos sí aumentó la atresia \ el diámctio promedio, es decir
aumentaron los folículos anuales En estudios previos (Moran y col 2000a) mostramos que las
hembras ti atadas con capsaicina abren vagina ahededoi de los 40 días de edad con una
disminución en h urota ovutatoüa Esto podría sei el resultado del aumento en la atiesia de los
folículos anuales que se observa días previos al inicio de la pubertad

E,l ovario además di. iccibii la infoimación sensorial por el plexo oválico, piesenta afeicncias poi
ci nervio \ago íGciendai \ col 2000) las que son capaces de moduiai las funciones oválicas
(Burden \ col l°8"í. I awience > col 19/8) La mayoría de los electos que lesultan de la
vagotomía (Ojeda > col 1983, Nakamuia y col 1992 Burden; Lawience 1977) son similares a
los observados CKIIKÍO se i cal iza la denervacion sensorial poi la admim.-iiación de capsaicina
(Apolonio 2000 Moran > col 2000a); se retrasa la pubertad, se liban un numeio icducido de
ovocitos c inhibe el dcsanollo de la hipertrofia compensadora



Los péptidos principales en las fibras sensoriales son la SP y el CGRP, \aiios autores han
mostrado que estos no son capaces de alterar la secieción de esferoides in \itro (Ojeda y col
1985, Callea y co! 1988) Sin embargo, en este trabajo mostramos que la concenttación de
progesteíona en los animales deneivados es menor en todas las edades estudiadas Este
comportamiento lo podemos explicar como una falta de estimulación por paite de las
gonadotropinas sobre la enzima 3|3-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3f}-HSD) (Davoren y Hsueh
1985, Leung y Steele, 1992), hipótesis que es apoyada por los resultados del grupo de Cotton
(1985), quienes observaron que en los animales denegados en la etapa neonatal, disminuyó la
concentración de gonadotropinas séricas duiante el periodo prcpuberal No podemos descartar
que la alteración se de a nivel del propio ovario, es probable que ante la falta de información
sensoria!, en las células de la teca disminuyera la expresión de la P450scc lo que se traduciría
como una menor síntesis de progesteíona

La secreción de estradiol prácticamente no se modifica por la denervación sensorial Sólo
a los 28 días de edad se observó disminución de la hormona, lo que podiía explicar poique cuatro
días posteriores disminuye el peso del útero En conjunto, nuestros resultados nos permiten
sugerir que la información sensorial es fundamenta! en los primeros pasos de biosíntesis de las
hormonas esferoides a nivel de las células de la leca, pero al parecei la actividad de las célula de
la granulosa no se ve alterada

A diferencia de lo reportado por otros autores quienes muestran que después de la
denervación realizada a ios dos días de vida se da una disminución en el peso corporal desde los
14 días de vida (Tiauiig y col 1984) o desde la tercera semana (Carrillo y coi 1994); nuestros
animales presentan disminución del peso corporal sólo a los 32 días de edad Esta disminución
de la masa corporal puede explicar el retraso de la edad en que se presenta el primer estro vaginal.,
ya que el inicio de la pubertad está asociado con procesos metabólicos relacionados con el peso y
la talla de animal (Steiner y col 1983)

Del presente trabajo se desprende que la participación de la inervación sensorial en los
procesos de crecimiento y diferenciación del folículo o\ arico y la esteroidogénesis dependen del
ambiente neuroendócrino del animal (Domínguez & Riboni 1971 Burden 1978, Domínguez \
col 1989, Geiendai veo! 2000.. Morales y col 1998 Moran y col 2000a)

Irabajo apoyado por CONACyl 29006N y DG<VPA-P\PIIT IN203799
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