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RESUMEN

Las funciones del ovario, secrecidn de hormonas y ovulacidn, son reguladas por fas
gonadotropinas hipofisarias, las propias hormonas secretadas por el érgano y por
la inervacion que recibe, la cual modula, entre otras, la respuesta del foliculo a las
gonadotropinas

En el presente estudio se analizarcn los efectos de la denervacion sensorial
inducida por fa administracion de capsaicina (50mg/kg de pesc) al nacimiento
sobre los procesos de pubertad, owvulacion espontdnea e inducida, prefiez,
concentracion de esteroides y en el desarrollo folicular en la pubertad v durante
algunas edades de la etapa juvenil.

En los animales denervados se observé un retraso significativo de la pubertad,
medida por la edad de la apertura vaginal v el primer estro El nimero de ovacitos
liberados por ambos ovarigs, fue menor que en los animales testigo absoluto o
tratados con el vehiculo. El nimero de foliculos medidos en [os ovarios de los
animales tratados con capsaicina al nacimiento fue significativamente menor que
en los tratados con el vehiculo, acompafiade por un incremento en el porcentaje
de atresia folicular.

Todos los animales denervados al ser colocados con machos fértiles, copufaron vy
presentaron tapén espermatico, perc sélo 3/15 quedaron prefiadas y parieron a
término. El nlimero de ovocitos liberados por los animales denervados, tratados
con PMSG o PMSG-hCG fue significativamente menor que el de los animales
intactos estimulados con gonadotropinas

En los ovario de los animales denervados vy sacrificados a los 20 ¢ 28 dias de edad,
el diametro folicular promedio fue menor que el de los testigos, mientras que a los
32 dfas fue mayor. El niimero total de foliculos contados en los animales de 20 vy
28 dias de edad estuvo aumentado , debido principalmente a un mayor ndmero de
fos foliculos con didmetro menor de 200um. En los ovarios de los animales
sacrificados a los 32 dias de edad se observa incremento en el nlimero de foliculos
con didmetro mayor a 350um, de los cuales la mayoria presenta caracteristicas de
atresia.

La concentracion de progesterona en el suero de los animales denervados fue
menor en todas las edades estudiadas, siendo esta diferencia significativa en fos
animales sacrificados a los 24, 28 ¢ 32 dias de edad. La concentracion de estradiol
fue menor que sus respectivos testigos, sélo en los animales sacrificados a los 28
dias de edad.

Los resultados obtenidos en el presente estudic apoyan la idea de que la
inervacién sensorial participa en la regulacién del crecimiento y la maduracion
folicular. Y en la regulacidn de la secrecion de progesterona pot el ovario por
medio de un circuito neurohormonal que une al ovatio con el sistema nerviose
central



INTRODUCCION
ASPECTOS ANATOMICOS DE LA DISTRIBUCION DE LA INERVACION EN EL

OVARIO.

Las funciones del gvario son reguladas por las hormonas hipotafamicas e
hipofisiarias y por sefales neurales directas. La inervacion del ovario y del sistema
reproductor en general, incluye componentes simpaticos, parasimpaticos vy
sensoriales del sistema nervicso autdnomo v Hega al ovario por medic del plexo
ovarico, el nervic ovarico superior y el nervio vago. Las terminales de dichos
nervios liberan al interior de la glandula una serie de neurotransmisores entre los
que se encuentran la noradrenalina (NA) y el péptido intestinal vasoactivo {VIP),
los que han sido considerados como reguladores de la estercidogénesis y el
desarrollo folicular temprano (Dissen y col 1993, Hsueh y col. 1994, Mayerhofer y
col 1997).

Las fibras del nervio ovarico superior v del plexo ovarico se consideran
predominantemente de tipo catecolaminérgico, aungue también poseen fibras
inmunoreactivas al VIP, a la sustancia P (SP) vy al péptido relacionado con el gen
de fa calcitonina (CGRP). Dichas fibras llegan al ovario por vias diferentes: Las
fibras VIPérgicas llegan al ovario por medio del nervio ovarico superior, mientras
que fas que contienen SP y CGRP lo hacen por el plexo ovarico (Dees y col. 1986;
Klein y Burden 1988b). Las fibras inmunoreactivas a la SP y a CGRP, comUnmente
relacionadas con la inervacion sensorial, se encuentran asociadas principalmente
con los vasos sanguineos, mientras que las VIPérgicas estdn en contacto con el
tejido intersticial de la glandula (Kannisto y col. 1986).

El plexo ovarico se origina en los plexos aditico y renal cuyos cuerpos
celulares preganglionares se localizan en los segmentos T10 y T1l de la médula
espinal. El nervio ovarico superior es una rama del plexo celiaco, sus cuerpos
celulares estdn presentes en los segmentos T7 a L2 de la raiz dorsal v en los



segmentos T10 a L3 del ganglio paravertebral; dicho nervio transita por el borde

Esquema 1. Trayecto que siguen los
nervios ovaricos. CG, ganglio celiaco;
SL, figamento suspensorio del ovario;
SON, nervio ovarico superior; OPN,
nervio del plexo ovarico; OV, vena
ovérica 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 'or‘iginan en los
segmentos T9-T11 y L2-14 de la médula espinal vy arriban al 6rgano por el plexo
ovérico (McNelll y Burden 1987; Klein y Burden 1988a; Nance y col. 1988; Papka y
col 1996).

La inervacidon parasimpdtica que recibe el ovario proviene del nervio vago
(Hill, 1962, Burden y Lawrence, 1977) y de los niveles 52-54 de [a médula espinal
v llegan al ovaric por medio del plexo hipogdstrico (Mitchel,1988), aunque algunos
autores mencionan que este plexo no contribuye a la inervacidn del ovario
(Burden, 1985). El soma de las neuronas que inervan al ovario y que provienen del
nervio vago, se focalizan en el ganglio nodoso y en las células ganglionares de la
taiz dorsal de los segmentos T10 a L2 {(Burden y col. 1983a) El nervio vago
contiene fibras mielinizadas y no mielinizadas A nivel del diafragma, la media del
numero de axones mielinizados es de 82d:9 7 y de 94894370 para los. no
mielinizados. El didmetro de los axones no miglinizados esta en el rango de 0 25 a
1.0 um (Gabella y Pease, 1973} Se ha mostrado que no hay diferencias en la
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cantidad de fibras que transcurren por el vago izquierdo v el derecho; mientras
que Powley y col. (1983) reportan que hay un entrecruzamiento de fibras
accesorias del lado izquierdo al derecho por debajo del diafragma.

Las neuronas sensoriales aferentes no solo tienen la funcién sensoriat sino
que también forman parte de los sistemas efectores locales donde estan
involucradas por ejemplo, en la respuesta inflamatoria a la irritacién v a tesiones
de los tejidos (Holzer, 1988). Esto implica que las terminales sensoriales tienen la
caracteristica de conducir impulsos antidrémicos. Las fibras sensoriales que arriban
al ovario presentan caracteristicas similares a las que inervan otros Grganos
viscerales; tienen como péptidos marcadores a la SP y al CGRP v al VIP; tienen
soma pequefic vy las fibras tienen muy poca o no presentan mielina (Traurig y col
1983, Holzer 1991). Los péptidos liberados por los nervios sensoriales gjercen su
efecto al unirse a sus receptores en el drgano blanco. Las terminales sensoriales
de termoreceptores 0o nocireceptores son terminales nerviosas libres, sin
estructuras accesorias y sus axones no estdn mielinizados o presentan muy poca

mieglina.

ESTUDIOS DE MARCAJE ANTEROGRADO Y RETROGRADO HACIA Y DESDE EL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Los nervios sensoriales del sistema nervioso auténomo se proyectan desde
el corazén, pulmén, tracto intestinal, glandulas endocrinas, etc. a los ganglios
sensotiales autondmicos. A nivel periférico se acompafian con [0S nervios
simpaticos o parasimpaticos, mientras que a nivel central, entran al cuerno dorsal
del nucleo sensorial en la base del cerebro (el nucleo del tracto solitario). Como
regla general, las fibras que conducen impulsos nociceptores viscerales (sensacidn
de dolor) siguen a los nervios simpaticos, mientras que [os nervios parasimpaticos
contienen fibras que conducen otros tipos de estimulos y hasta ahora no hay
evidencias de fibras caracteristicas a nociceptores en el nervio vago (Brodal 1996)

(Esquema 2).
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Esquema 2. Iustracion de las fibras
sensoriales del sistema nervioso auténomo
de los organos viscerales Nétese que las
fibras pasan a través de plexo
paravertebral y ganglios antes de entrar a
fos nervios espinales por las ramas
comunicantes  (Modificado de Brodal,
1996},

Que el ovario reciba inervacion motora del sistema simpético vy del

parasimpatico (por medio del nervio vago) v adicionalmente posea fibras aferentes

que viajan por rutas simpaticas y vagales, permite sugerir la existencia de un gje

neural ovario-hipotdlamo, el cual pudiera estar involucrado en el control de las

principales funciones del drgano. De las evidencias funcionales que apoyan esta

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

quienes al extirpar un ovario observan en el hipotdlamo, en el mismo fado en el

gue se extrajo la gdnada, incremento en el contenido del factor liberador de fas



gonadotrapinas (GnRH). Adicionalmente, las lestones unilaterales en el hipotalamo,
en areas extrahipotalamicas, en 1a médula espinal o la seccion del nervio vago,
modifican algunas funciones ovéricas {Gerendai y Halasz, 1997). Advis vy col.
(1989), mostraron que a ratas inmaduras hipofisectomizadas a las que se les
lesiona el lado izquierdo del &rea predptica anterior del hipotdlamo, presentan
incremento significativo en la concentracién de VIP intra-ovarico

La mayoria de las evidencias morfoldgicas obtenidas por estudios de
marcaje transneuronal, indican que las vias por las que la informacién sensorial de
los érganos reproductores es llevada al sistema narvioso central, es por medio de
los nervios sensoriales que terminan en ef cuerpo de la raiz dorsal y la sustancia
gris intermedia. Una parte de la informacién aferente es liberada por la via el
tracto espino-solitario al nucleo del tracto solitario de la parte caudal de la base del
cerebro y a través del nucleo gradilis. El nucleo del tracto solitario proyecta en
parte a los nucleos paraventricular y supradptico del hipotdlamo, nucleos que
estan relacionados con fa regulacion de algunos procesos reproductivos (Colfins y
col. 1999) (Esquema 3).
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:’-‘—’-/-----"‘5,35{ Esquema 3. Seccién de fa parte caudal de

‘,"ﬁ ~:-:g;:wﬁf? la bgase del cerebro, el ganglio nodose, el
if [ ! nervio vago y el curso hipotético que sigue
A hacia el ovario, el dtero y el cérvix El
RN ganglio paracervical estd localizado
Gangllo - adyacente,al cérvix uterino, cerca la unidn
S entre el ¢érvix con la vagina NTS, nicleo
‘\ag_;;s‘\_\ del tracto solitario {Modificado de Collins v
col. 1999)
B —-JEL o E}lafragma
I T
Qvarle [l \'Nervlo vago

ASPECTOS FUNCIONALES DE LA INERVACION SENSORIAL EN EL
SISTEMA REPRODUCTOR.

Segiin Nance y col. (1987) “fa administracién intratecal de capsaicina
(farmaco que induce la destruccién de las fibras sensoriales tipo C y A3) a ratas
adultas no tiene efectos en la duracién del ciclo estral, la hipertrofia compensadora
0 el comportamiento sexual de la hembra. Sin embargo, los animales denervados
mostraron una reduccidn significativa en la tasa de fertilidad, comparada con las
ratas testigo”. Los autores sugieren que la falta de informacion sensorial reduce la
respuesta ante ef estimulo cervico-vaginal inducida por la cdpula sobre sistema
nervioso central, que induce la prefiez

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

administracién de capsaicina en la etapa neonatsl, ademds de modificar el
crecimiento corporal en la etapa peripuberal, induce retraso en el inicio de la



pubertad, pero que cuando el animal llega al estado adulto presenta ciclos estrales
normales. Sin embargo, 1a capacidad de aparearse (evaluado por la presencia de
tapén espermatico v espermatozoides en el frotis vaginal) en la tarde del proestro
es significativamente menor comparada con el control. Asi mismo, la respuesta
decidual es marcadamente menor en las ratas denervadas. En trabajos
posteriores, los autores observan que tanto la secrecidn de progesterona como la
sensibilidad del (tero a fa misma, son normales en los animales tratados con
capsaicina, y plantean que las alteraciones reproductivas son debidas a la falta de
fos impulsos aferentes que se producen durante la cdpula, lo que facilita la
secrecion de progesterona por el cuerpo IUteo, la cual es necesaria para el
mantenimiento de la prefiez o la seudo-prefiez (Traurig vy col. 19883,

De los primeros estudios que reifacionan 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 la respuesta decidual, el
aumento en el peso del Gtero y de las concentraciones plasmdticas de
progesterona que normalmente se presentan como respuesta a la estimulacion
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 funcicnes del ovario (Burden vy col, 1983a).

Estudios de nuestro laboratorio han mostrado que la seccidon uni o bilateral
del nervio vago no modifica el patrén de ciclo estral (Cruz y col. 1986), mientras
que modifica a la baja la tasa de animales ovulantes como ei numero de ovocitos
liberados y este control es variable de acuerdo al dia del ciclo en que se encuentre
el animal v al nervio del que se trate (Cruz y col. 1986, Chavez y col. 1989).

Burden y colaboradores (1981) mostraron que la vagotomia abdominal
altera el patrén de ciclo estral y la seudo-prefiez inducida por la estimulacién
cervical ademds de la secrecidn de prolactina y el incremento de progesterona,
caracteristico de la seudo-prefiez En la rata prefiada la vagotomia incrementa el

numero de reabsorciones fetales, evento acompanade de concentraciones bajas de



LM en fa hipdfisis (Burden vy col. 1983b), o que indica que la vagotomia afecta la
sintesis o la liberacidn de LH v coloca al nervio vago como un componente en la
ruta de sefializacion del eje hipotalamo-hipdfisis-gdnada

Cjeda v col. (1983) mostraron que la vagotomia bilateral realizada a ratas
prepUberes induce retraso en la edad de la apertura vaginal v a nivel del ovatio
disminucién de la actividad def complejo de enzimas de tipo aromatasa, lo que se
traduce en una disminucidn de fa secrecion de estrdgenos No se observaron
cambios en las concentraciones plasmaticas de FSH o LH ni en la cantidad de sus
respectivos receptores en los ovarios, 10 que indica que el papel de las
gonadotropinas no se veria medificado por la falta de este tipo de inervacion, pero
si afectarfa la esteroidogénesis. Evidencias aportadas por nuestro laboratorio,
muestran que en la rata piber [a participacion del nervio vago vatia con la edad v,
gue la modulacion que ejerce el vago izquierdo es diferente a la del derecho
(Betanzos, 2001).

Una metodologia frecuentemente empleada para estudiar la participacion de
la informacién sensorial en fa fisiologia de diversos drganos, es la utilizacién de la
capsaicina, que es el componente activo del chile picante, el cual provoca una
_sensacién de dolor ardiente. Este compuesto actia por medio de la estimulacidn
de un receptor de membrana, el cual ha sido localizade en neuronas aferentes
primarias en los segmentos cervical, toréxico y lumbar de fa médula espinal, para
finalmente llevar esa informacién de dafio al sistema nerviosos central (Holzer
1991, Szallazi 1994, Wardley y col. 1997).

FARMACOLOGIA DE LA CAPSAICINA.

La capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-nonenamida} es el principio activo de
ciertos chiles picantes del género Capsicum fa cual presenta una cadena de nueve
carbonos con un doble enlace. Tiene la capacidad. de inducir excitacion intensa en
un grupo selecto de fibras sensoriales con soma de diametro pequefio y un
mecanismo subsecuente de transmision quimiosensible v de dolor térmico. Posee

efectos neurotdxicos sobre neuronas sensoriales primarias que contienen sustancia



P Su estructura quimica se muestra en el esquema 4 (Burks y col., 1985; Holzer,
1991; Caterina, 1997)

OH
O OCH5
/CH3
CHyp-NH-C-{CH ] 4-CH=CH-CH

Esquema 4, Férmulz quimica de la capsaicina. Tomada de Holzer, 1991

En el animal adulto, varias semanas después de la administracion de la
capsaicina, las neuronas primarias aferentes exhiben obvias sefiales de dafo
ultraestructural. En el animal neonato & capsaicina causa degeneracion de
neuronas y un deterioro permanente en los mecanismos de transmision del dolor
(Holzer, 1991).

Varios investigadores han mostrado que el tratamiento a ratas neonatas con
capsalcina causa la destruccidn de neuronas sensoriales primarias que contienen
SP y CGRP y como resultado se da una marcada y permanente disminucidn de
estos neurotransmisores en tejidos periféricos. E! reconocimiento de la capsaicina
con propiedades farmacoldgicas nicas ha facilitado las investigaciones de la
funcion de la SP come un neurotransmisor de los nervios sensotiales (Burks y col.
1985).

La SP ha sido medida en el cuerne del ganglio dorsal, el cual contiene los
cuerpos celulares de los nervios sensoriales somaticos, en el corddn espinal dorsal,
donde se localizan las terminales centrales de los nervios sensoriales somaticos vy
en los tejidos periféricos (Burks v col. 1985). Ademas de la SP se ha mostrado que
otros neur’dpéptidos como el CGRP se ven alterados después del tratamiento con
capsaicina. El contenido de CGRP-IL se redujo en un 70% en el corazdn, mientras
que en la parte dorsal del corddn espinal disminuyd en un 60% (Franco-Cereceda
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y col, 1987). Los efectos de la administracién de capsaicina a bajas dosis son
diferentes cualitativa y cuantitativamente a los efectos que se observan cuando se
administran dosis altas del farmaco. Las lesiones mas consistentes provocadas por
la administracidn de la capsaicina son aquellas que se realizan de manera
sistémica a ratas recién nacidas: una dosis Unica de 50 mg/kg de capsaicina, da
como resultado la pérdida permanente, por degeneracidn, de las fibras aferentes
no mielinizadas; sin cambios significativos en las fibras mielinizadas Sin embargo,
con dosis mayores de 50 mg/kg se observa reduccidn en el ndmero de las fibvas
mielinizadas pequefias(de tipo A) (Holzer, 1991). Es conveniente resaltar que no
toda la SP contenida en l0s nervios sensoriales es sensible a la capsaicina, pues
aun después del tratamiento con capsaicina permanecen pequefias cantidades de

SP inmunoreactiva (Holzer, 1988).
Mecanismo de accién de la capsaicina

Las principales caracteristicas de los efectos de la capsaicina en las
neuronas sensoriales delgadas son: excitacién, desensibilizacién y neurotoxicidad.
Excitacion.

Cuando los agonistas a capsaicina se unen al canal catidnico, se abre el
poro y se produce el flujo catidnico, predominantemente de Ca®*. Este flujo de
cationes causa despolarizacion de la membrana. Cuanqlo la despolarizacion de la
membrana liega al umbral, se genera un potencia de accién que se propaga a lo
largo de la neurona y puede ser percibida en el SNC como comezdn ¢ dolor. No se
conoce con exactitud como [fa informacidn de dolor de las terminales centrales de
las neuronas sensibles a vainilloides es transmitida a las neuronas de segundo
orden del cuerno dorsal. lLas neuronas sensibles a vainiffoides usan como
neurotrasmisores al glutamato, ATP y varios neuropéptidos.

La capsaicina induce la liberacién de neuropéptidos pro-inflamatorios de las
terminales nerviosas sensibles, los que inician la cascada de inflamacion. Los
neuropéptidos mas estudiados son la SP y el CGRP. La SP interactia

TR T
FALLA DE ORIGEN




principalmente con el receptor NK-1 (NK-1R), v la estimulacién de este receptor en
células endoteliales induce una extravasacién de plasma (formacion de edema).
Dependiendo de su localizacién, en las vias respiratorias el estimulo de los
receptores NK-1R puede provocar tanto bronco-dilatacién como bronco-
constriccidn. La SP puede estimular las células mioepiteliales en las glandulas
submucosas para producir moco y activar a los macréfagos alveolares Finalmente,
la SP tiene la capacidad de estimular los neutrofilos v los linfocitos T, aungue estas
acciones probablemente no son mediadas por el NK-1R. La hiperalgesia posterior a
la administracién de capsaicina induce la liberacién de dxido nitrico (NO), el cual
provoca la liberacion de glutamato de las terminales centrales de las neuronas

sensibles a capsaicina lo que estimula el proceso nociceptivo.
Insensibilidad.

La excitacién de las neuronas por capsaicina es seguida por un estado
refractario en el cual las neuronas no resporiden al mismo estimulo y son
resistentes a varios estimulos enddgenos o exdgenos. La insensibilidad de los
receptores a vainilloides (VRs) probablemente refleja un cambio conformacional en
las proteinas del receptor, inducido por los agonistas, el cual provoca que el canal
se cierre. A continuacién en un proceso denominado taquifilaxis, el VRs cicla entre
estado cerrado y abierto por medic de numerosos estados intermedios de
conductividad nula. La inactividad de la funcion neuronal después de ia
administracion 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 centripeto puede privar al soma del NGF (factor de
crecimiento neural, por sus siglas en ingiés) (Miller y col 1982) lo que implica que
en ausencia del factor de supervivencia, las neurcnas del ganglio de la raiz dorsal
no solo pierden capacidad para responder a la capsaicina, sino también para
realizar la sintesis de neuropéptidos Si el flujo axonal centripeto no estd
funcionando, ningun 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 administracidn de un agonista vainilloide (Szallasi y Blumberg,
1992), y es debido a reduccidn en la densidad del receptor

La regulacidn a [a baja de los receptores a los vainiloides, como un
mecanismo de insensibilidad a vainilloides a largo plazo es dependiente de la dosis.
La pérdida del receptor puede ser reversible o irreversible, dependiendo del fugar
en que se localicen las terminales periféricas v centrales de las neuronas sensibles,
pues entre ambas existe una sensibilidad diferencial a las acciones de los

vainilloides
Neurofoxicidad,

la neurctoxicidad inducida por capsaicina parece deberse a una
combinacién entre ef dafio mitocondrial ocasionado por el incremento intracelular
de Ca®*, el dafio osmdtico seguido a la formacién intracelular de NaCl ( el Na*
entra a través de canales operados por los vainilloides, mientras que el CI” entra
pasivamente) y a una “degeneracién Walleriana” la cual pudiera ser el resultado
del blogueo axonal ya mencionado. La deprivacidn del NGF también parece jugar
un papel importante en la neurctoxicidad dado que la adicidn de NGF incrementa
la supervivencia de las neuronas sensibles a la capsaicina {Szallasi 1994),

Este proceso da en la neurona sensorial cambios funcionales vy
degenerativos, los cuales explican los efectos a largo plazo de la accidén de la
capsaicina  La disminucidn en [las concentraciones de péptidos vy otros
constituyentes de las neuronas sensoriales es probablemente una consecuencia de
la accién neurotdxica de la capsaicina, pero esto no es la causa de la
disfuncionalidad de la neurona. Si el soma de la neurona sensorial no degenera, la
manifestacion de la neurotoxicidad puede ser reversible de manera pausada,
mientras que la degeneracion del soma resulta en un efecto neurotdxico
irreversible (Holzer, 1994)



RECEPTOR SENSORIAL. Morfoldgicamente la mayoria de los receptores viscerales
son terminales nerviosas libres, las que responden a varios tipos de estimulos, a
pesar que estructuralmente son iguales {Brodal 1996). No se conoce la localizacion
exacta de Las terminales sensoriales que se encuenttan inmersas en el ovario,
pero se cree que estan relacionadas con los vasos sanguinecs (Kumézawa, 1986).

Los estudios mas recientes acerca del tipo de receptor sensorial encontrado
en los drganos reproductivos muestran gue éstos son polimodales, es decir que
pueden responder a varios tipos de estimulo: mecénico, quimico v térmico, lo que
indicaria que son receptores no diferenciados Presumiblemente estos receptores
polimodales juegan un papel importante en la funcién nociceptiva v también en la
regulacién de la inervacion auténoma, donde se sabe que ambos tipos de
inervacién proliferan en etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso.

Par diferencias en la expresion del receptor a los vainilloides en el DRG y en
el ganglio noc}oso, varios autores (Caterina v col. 1997; Helliwell y ¢ol 1998,
Sazallasi y Blumberg 1999) han llegado a la conclusién de que existen isoformas
del receptor. Dichas diferencias pudieran ser consistentes con el origen
embrionario diferente de estos tejidos (Vogel, 1992). Una evidencia mas que
apoya dicha hipdtesis, es el hecho de que los factores neurotrdpicos o de
supervivencia gue regulan la sensibilidad de las neuronas 3 la capsaicina son
diferentes: en €l DRG es el NGF y en las neuronas del ganglio nodoso es el factor
neurctrdfico derivado del cerebro (por sus siglas en inglés BDNF brain derived
neurotrophic factor) (Winter, 1998, Winter y col 1988).

Algunas neurcnas 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 comiln con las neuronas primarias
aferentes (de hecho tienen origen embrionario diferente) (Dockray y Sharkey,
1986).

Ademds de las neurcnas del ganglio de la raiz dorsal y del ganglio
trigerminal (Szallasi y Blumberg 1994, 1999), una porcién mencr de neuronas del
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ganglio nodosc también expresan receptor a capsaicina La zoha gue se marca
positiva para los receptores a capsaicina se presenta en el area postrema, que
forma parte de la regién del nicleo tracto solitario, representando el drea terminal
central de [as neuronas sensoriales del nervio vago (Szallasi y col 1999) (Fig 3).
Por pruebas inmunohistoguimicas se ha mostrado que en el nervio vago se
almacena vy libera SP, en cantidades considerablemente mayores que otros
neurctransmisores como el VIP o la somatostatina (Gilbert y col. 1980).

RELACION ENTRE LA INERVACION SENSORIAL Y LA SIMPATICA.

Similar a lo que sucede en otros érganos inervados por fibras simpaticas,
parasimpaticas 0 sensoriales, el NGF es producido en el ovario y transportado
retrégradamente desde el botdn terminal hasta el soma neuronal donde funciona
como factor de supervivencia. El receptor de baja afinidad al NGF y a ofras
neurotropinas se encuentra presente en el ovario de la rata desde la etapa fetal
(Dissen y col. 1991).

El NGF es un factor de supervivencia de las neuronas simpaticas y aferentes
primarias de diametro pequefio (Crowley v col 1994). Existen evidencias de que
este factor puede regular el tamafio y la complejidad de los sitios de union en las
terminales nerviosas sensibles, ademas de que reguia el brote de axones
sensoriales en zonas recién formadas (Diamond v 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 sefializacion y transmisién del
dolor {Lewin y Mendell. 1993).

Dado que tanto la inervacién simpatica como senscrial son dependientes del
NGF vy que aparentemente la disponibilidad del factor en ios tejidos es limitada, la
denervacion quirurgica o la administracion de neurotdxicos especificos, modifica la
disponibilidad del factor neural en la inervacién que queda intacta (Schicho vy col,
1998). Asi, la denervacion simpética provoca incremento en la densidad de las
terminales nerviosas sensoriales en el sistema cardiovascular, el tracto urogenital y
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los ganglios simpéaticos (Aberdeen y col 1990) Por otra parte, cuando sa realiza la
denervacién sensorial por la administracion de capsaicina ia hiper-inervacion
simpatica 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 necnatal con
capsaicina resulta en una destruccidn permanente de las fibras nerviosas primarias
aferentes que contienen SP {Fitzggerald, 1983), por [o cual se cree que estas fibras
modulan indirectamente la funcion de los drganos reproductores por medio de 1a
liberacién de SP como un neurotransmisor de sinapsis en neuronas auténomas (de
tipo adrenérgico), como ha sido reportado por Gamse y col {1981),

Se ha postulado que la inervacién sensorial y la simpética pudieran
presentar un control funcional entre ambas.. Terenghi y col. (1986) han mostrado
aue después de una simpatectomia local en los tejidos periféricos aumenta la
cantidad de fibras inmunoreactivas a CGRP, mientras que las inmunoreactivas a
tirosina hidroxilasa (TH) practicamente desaparecen. De manera inversa, después
del tratamiento con capsaicina se observa incremento de fibras nerviosas
inmunoreactivas a TH acompafiado de una disminucién de nervios inmunoreactivos
a CGRP.

En la rata neonatal, la desnervacidn con capsaicing, induce en et iris (drea
que presenta una abundante inervacion de tipo sensorial, rica en SP), incremento
en las concentraciones de NA en las terminales nerviosas simpaticas sin afectar fa
densidad de la terminal simpatica. Bl incremento en las concentraciones de NA se
asocia no sélo con una disminucidn en las concentraciones de SP, sino también de
la pérdida de fibras 'inmunoreactivas a SP (Luthman v col. 1989)

Chung, v colaboradores (1985), han mostrado que en la rate adulta
alrededor del 90% de los axones de la uretra llegan a degenerar después de la
inyeccidn sistémica de capsaicina, lo que sugiere que las fibras eferentes
autondmicas también fueron afectadas. En determinados tejidos periféricos la
pérdida de fibras sensoriales puede acarrear un incremento en la inervacion
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simpatica; por ejemplo, Sann vy col. (1995) mostraron que la capsaicina produce
una degeneracién selectiva de la mayoria de fibras aferentes en el plexo
subepitelial de la uretra de la rata. La pérdida de nervios aferentes sensibles a la
capsaicina provoca cambios neuroplasticos, que dan como resultado una hiper-
inervacién oor el neuropéptido Y (NPY), presumiblemente acarreado por fibras
simpaticas Estos resultados sugieren una regulacion mutua de los patrones de
distribucién de la inervacidn, por las neuronas sensoriales y simpaticas, en tejidos
periféricos.

En otro estudio realizado por Ralevic y col. (1995} quienes inducen en la
rata neonatal desnervacion sensorial con capsaicing, muestran cambios tréficos en
las arterias mesentéricas, lo que se evidencia por un incremento en la
vasoconstriccion simpdtica mediada por la unioén presinaptica (incremento de NA
en el tejido) v de la unién post-sinaptica {incremento en la respuesta a NA y 5-
HT).

Se cree gue la existencia de influencias tréficas entre los dos tipos de
inervacidn en drganos periféricos sea por intermedio de sustancias neurotréficas
como el NGF. En la cobaya, el tratamiento sistémico con capsaicina disminuye la
cantidad de NGF marcado que es transportado a través de la via neural retrégrada,
desde la yemas de la pata del animal al nervio sensorial correspondiente del DRG,
Es importante resaitar que la disminucién del transporte de NGF ocutre antes de la
disminucién de SP en el ganglio de la raiz dorsal; y que la administracion de NGF
previene de manera tofal la disminucién de la concentracidn de SP provocada por
la capsaicina (Burks y col. 1985). La disminucion de la SP se puede deber en parte
a la incapacidad de los nervios para transportar factores neurotréficos necesarios
para el mantenimiento de la sintesis de SP en los cuerpos céfular‘es nerviosos

DESARROLLO FOLICULAR E INERVACION,

Malamed v col (1992) han mostrado en |a rata que el inicio del crecimiento
folicular es un evento que toma lugar sélo poco después del nacimiento. Aunque
son muy pocos los foliculos 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
jovenes de 4-5 dias de edad, ya que ni la administracién de PMSG o FSH ni la
inmunoneutralizacion de las gonadotropinas enddgenas, son capacés de alterar el
numero de foliculos que comienzan a crecer durante Jos primeros dias de vida
{Peters, 1979; Lunenfeld y col. 1975). Sin embargo, si existen fibras nerviosas; por
lo que diversos autores sugieren que la inervacion del ovario pudiera contribuir a
que los foliculos adguieran receptores a gonadotropinas v de esta manera modular
el desarrollo de los mismos (Dissen y col. 1992).

Durante los tres primeros dias de vida de la rafa, en el ovario existen tres
tipos celulares: células germinales, células mesenquimaticas y células epiteliales
Las células germinales migran dentro de la gdnada primitiva y son rodeados por
células epiteliales de la rete ovarica, la cual es derivada de los tubulos
mesonéfricos; v es este tipo celular el que va a dar origen a las células de la
granulosa. Posteriormente las células mesenquimaticas rodean a los ovocitos los
que a su vez estan rodeados por una capa sencilla de células de la pregranulosa,

forméndose asi fos foliculos,

Mucho antes de la formacion de los primeros foliculos, las células
mesenquimaticas contienen una clase de receptor a neurctropinas 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 adicidn de anticuerpos al NGF a ovarios neonatales /i
vitro causa ta muerte de células mesenquimaticas muy extendida, lo que previene
fa formacion de foliculos (Funkeinstein v col. 1980).

Independientemente del efecto de las gonadotropinas sobre 1a
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 gonadoctropinas no responden con un incremento en la actividad de las
aromatasas. La adicién de AMPc o la activacion del sistema de la adenilato ciclasa
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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 iniclado el crecimiento folicular. La identidad del mensajero no es
clara, pero es importante hacer notar que el ovario contiene VIP, el cual esta
presente desde antes de la formacién de los foliculos, y el cual tiene la capacidad
de estimular la produccién de AMPc y de aromatasas en los ovarios de animales
fetales (Ahmed y col. 1986; George vy Ojeda 1987).

En el ovario, la foliculogénesis se inicia cerca de la médula, regién gue
contiene la mayor parte de la inervacidn. Inclusive en algunas especies de
mamiferos, 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 fendmeno dependiente de
las gonadotropinas, v el mantenimiento del desarrolio folicular depende de la
presencia constante de dichas hormonas, 10 que coincide con el establecimiento
del circuito de retroalimentacion entre el ovario v el SNC a los diez dias de vida
(Ojeda y Urbanski 1994).

Durante la etapa infantil, la produccion de estercides ovaricos incrementa
marcadamente y la FSH es capaz de inducir [a actividad de las aromatasas
Adicionalmente, el ovario muestra la c¢apacidad de responder al incremento
enddgeno de gonadotropinas con liberacidn de esteroides Durante la segunda
semana de vida postnatal el desarrolle de los foliculos esta sujeto a un fuerte
control hormonal vy 12 mayoria de los foliculos que comienzan a moverse a un
estado de mayor desarrollo es el doble de aquellos en estados posteriores
(Hirshfield 1994).

Durante la etapa juvenit el ovario crece bajo la influencia de
concentraciones bajas de FSH v LH. Durante este tiempo en el ovaric se observan
ofeadas de crecimiento folicular y atresia, y la respuesta del ovario & las
gonadotropinas se debe al incremento en ef niimero de sus receptores y ademas a
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ia prolactina vy a la hormona del crecimiento.

Cuando se elimina parcialmente la inervacién simpatica y sensorial del
ovario por la administracién de anticuerpos al NGF (abNGF), se produce una
disminucidn en la produccion de andrdgenos v estradiol, retraso en la edad de fa
primera ovulacién y alteraciones subsecuentes en el ciclo estral Los autores
explican estos fendmenos como un efecto directo de la ausencia de NGF, sin
considerar la posibilidad de que existan efectos importantes sobre el SNC. Bl NGF
parece jugar un papel esencial en el desarrollo de la inervacion simpatica y
sensorial del ovario; la cual es importante para la adquisicion y mantenimiento de

las funciones del érgano (Lara y col. 1990b).

Estos mismos autores han reportado que cuando se elimina la inervacion
catecolaminérgica por la administracion de guanetidina (GTD), se provoca una
marcada acumulacién de foliculos antrales pequefios y una disminucién en la

cantidad de foliculos preantrales (Lara y col. 1990a).

En estos dos modelos de desnervacion (GTD v abNGF) se observa una
acumulacion de foliculos antrales pequefios La diferencia entre ambos modelos es
que mientras la desnervacion con GTD provoca disminucion en el numero de
foliculos preantrales, el tratamiento con abNGF induce aumento de este tipo
folicular Los autores sugieren que la administracién de GTD no provoca
alteraciones en la inervacidn sensorial, mientras que e abNGF si, Al parecer la
inervacion sensorial actuaria para que se de una comunicacién intrafolicular, ya
que fa acumulacidn de foliculos pequefios antrales inhibiria la formacidn de

foliculos preantrales (Lara y col. 1990ab).




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema nervioso central regula las funciones del ovaric por una via
neurohormonal y otra neural. La segunda involucra uniones directas a través de
los nervios periféricos con el ovario, incluyendo la inervacidn simpatica v la
parasimpatica (Burden, 1985; Morales y col 1993; Ojeda y Urbanski, 1994;
Morales v col 1998; Mordn y col 2000a). La administracién de capsaicina a los 3
dias de edad no modifica la edad de apertura vaginal (Razo, 2000), mientras que
la denervacion a los dos dias de vida, induce retraso en el inicio de la pubertad y
disminucion en la fertilidad de los animales adultos (Traurig y col, 1984; 1988), por
lo que los autores proponen que la inervacion sensorial conecta a los érganos
reproductivos con el sistema nervioso central (Traurig y col, 1984, Burden y col,
1983a), y que éste tipo de inervacion participa en la regulacion del desarrollo del
foliculo ovarico (Dominguez y Riboni 1971; Lara y cot. 1990a)

Con base en estos antecedentes, decidimos analizar el efecto de la
administracion de capsaicina al nacimiento sobre la pubertad y los mecanismos
involucrados en el desarrollo del ovario en edades previas. Ademds, ya que se ha
mostrado que en diversos drganos periféricos coexisten la inervacién simpatica v la
sensorial v que pueden tener efectos sinérgicos, es decir, en el caso de que falte
alguna de las dos vias la restante pueda incrementar sus funciones, también se
analizd si ante la falta de la informacidn sensorial, desde la etapa neonatal, se
produce aumento de la sensibilidad del sistema catecolaminérgico del ovario en [a

rata juvenil y piber.
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HIPOTESIS

Dado que las funciones ovaricas son reguladas por el sistema nervioso
central, el cual recibe informacién sobre el funcionamiento de las gdnadas via la
inervacion sensorial, [a eliminacion de estas vias desde el nacimiento debe inducir
enlentecimiento en el crecimiento folicular v en la capacidad de sintesis de las
hormonas esteroides, asi como un retraso en el inicio de la pubertad.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la participacion de la inervacion sensorial en el inicio de 1a pubertad v en
el crecimiento del foliculo ovarico a diferentes edades del periodo juvenil

OBJETIVOS PARTICULARES

« Analizar el efecto de la administracién de capsaicina al nacimiento sobre ios
mecanismos involucrados en fa edad de la apertura vaginal vy la primera

ovulacion espontanea.

e Analizar el efecto de la administracién de capsaicing al nacimiento sobre el
crecimiento v la diferenciacién del foliculo ovarico a lo largo de la etapa juvenit y
al primer estro vaginal.

» Analizar el efecto de la administracion de capsaicina al nacimiento sobre la
ovulacion inducida por e! tratamiento con gonadotropinas.

» Estudiar los efectos de la denervacién sensorial, por la administracidn de
capsaicing, sobre la concentracidn de catecolaminas ovaricas, a lo largo de la
etapa juvenil y al primer estro vaginal.
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enlentecimiento en el crecimiento folicular v en la capacidad de sintesis de las
hormonas esteroides, asi como un retraso en el inicio de la pubertad.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la participacion de la inervacion sensorial en el inicio de 1a pubertad v en
el crecimiento del foliculo ovarico a diferentes edades del periodo juvenil

OBJETIVOS PARTICULARES

« Analizar el efecto de la administracién de capsaicina al nacimiento sobre ios
mecanismos involucrados en fa edad de la apertura vaginal vy la primera

ovulacion espontanea.

e Analizar el efecto de la administracién de capsaicing al nacimiento sobre el
crecimiento v la diferenciacién del foliculo ovarico a lo largo de la etapa juvenit y
al primer estro vaginal.

» Analizar el efecto de la administracion de capsaicina al nacimiento sobre la
ovulacion inducida por e! tratamiento con gonadotropinas.

» Estudiar los efectos de la denervacién sensorial, por la administracidn de
capsaicing, sobre la concentracidn de catecolaminas ovaricas, a lo largo de la
etapa juvenil y al primer estro vaginal.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas aduitas virgenes de la cepa CII-ZV de tres meses de
edad, mantenidas en condiciones controladas de luz-obscuridad {14h luz, 10h
oscuridad) y con libre acceso al agua y al alimento. En el dia del proestro las
hembras se colocaron con un macho de fertilidad comprobada Previo al parto, las
hembras prefadas fueron separadas en cajas individuales. Al nacimiento, las crias
fueron separadas por camadas de ¢inco hembras y un macho Los animales se

destetaron al dia 21 de vida,
L.os animales se separaron en los siguientes grupos experimentales:

« Grupos de ratas tratadas con capsaicina.

» Grupos de animales tratados con el vehiculo de la capsaicina.

» Grupos de ratas sin tratamiento que sirvieron como testigo absoluto.

Los animales de los diferentes grupos experimentaies se pesaron una vez por
semana para determinar el patrén de crecimiento corporal.

TRATAMIENTO FARMACOLOGICO: Ef dia del nacimiento, fas ratas se pesaron e
inyectaron subcutdneamente con 50 mg/kg de peso corporal de capsaicing v
regresadas a la camada La capsaicina (8-metil-N-vainillil-6-nonenamida) (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Mo. USA) fue disuelta en una solucién con 10% de
etanol, 10% de Tween 80 y 80% de solucion salina La dosis de 50 ma/kg de
capsaicina estuvo contenida en un volumen de 0.01 mi por cada gramo del animal.

El grupo tratado con vehiculo, fue inyectado con la solucién en la que se
disuelve la capsaicina. Las inyecciones de los farmacos se aplicaron entre las 9:00
y 11:00 hrs,

Los ovarios de tres animales de cada grupo experimental fueron inciuidos en
solucién de Bouin, deshidratados en alcoholes graduados, incluidos en parafina y
cortados de manera seriada a 10 um de grosor para su posterior tincidn con la
técnica de hematoxilina--eosina‘ En los corte se realizd el analisis morfornétrico con

fa ayuda de un ocular micrométrico, vy se determiné el diameuo folicular También

I~
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se evalud si los foliculos eran sanos o atrésicos. Se considerd como foliculo atrésico
aquel que presentd al menos una de las siguientes caracteristicas:

o Picnosis nuclear de las células de la granulosa
o Descamacién de las células de la granulosa

o Engrosamiento de las capas celulares de la teca
o Alteraciones del ovocito

Los ovarios de cinco animales tratados con capsaicina, con el vehiculo o sin
tratamiento se disecaron en frio v se almacenaron a —70°C hasta la cuantificacién
de noradrenalina por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Se colectd la sangre del tronco, la cual se dejé coagular a 4°C por 30 minutos y
posteriormente se centrifugd a 3000 r.p.m. durante 15 minutos. Se separd el suero
y se almacend a -20 °C. Los sueros fueron utilizados para la determinacion de 17p-

estradiot y progesterona por radioinmunoanalisis (RIA).

EXPERIMENTO 1. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE
CAPSAICINA AL NACIMIENTO SOBRE LA PUBERTAD, LA OVULACION, LA
ESTEROIDOGENESIS Y EL CRECIMIENTO FOLICULAR,

Las ratas denervadas y los animales inyectados con vehiculo o sin
tratamiento, fueron revisadas diariamente a partir de los 30 dias de edad para
determinar Ia edad de Ia apertura vaginal y del primer estro, a través de toma de
frotis vaginal. Al dia del ptimer estro, los animales fueron sacrificados por
decapitacion para obtener el suero; a la autopsia se extrajeron los ovarios vy el
uterg, los cuales fueron pesados en una balanza de precisidn al 01 mg. Las
trompas se revisaron para determinar la presencia de ovocitos, los cuales fueron

contados con un microscopio estereoscopico.
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EXPERIMENTO 2, ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CAPSAICINA EN LA ETAPA
NEONATAL SOBRE LA OVULACION INDUCIDA EN LA RATA JUVENIL.

Dado que la respuesta ovulatoria disminuyé después del tratamiento con
capsaicina, y conociendo que en los roedores la PMSG y la hCG estimulan el
crecimiento vy 1a diferenciacion de 1os foliculos ovaricos de manera semejante a lo
que hace la FSH vy la LH, en éste experimento se analizé si fa administracion de
capsaicina en la etapa neonatal de la rata afecta la capacidad de respuesta del

ovario a un estimulo similar al de ias gonadotropinas

Las ratas denervadas y los animales inyectados con vehiculo o sin
tratamiento fueron inyectadas s.c. con 8 uli de PMSG a los 27 dias de edad. Los
animales fueron sacrificados el dia de! estro vaginal. A la autopsia se extrajeron 10s
ovarios v el utero, los que fueron pesados en una balanza analitica. En las
trompas ovaricas se contd el numero de ovocitos liberados.

En un estudio paralelo, 1as ratas denervadas y los animales inyectados con
vehiculo o sin tratamiento fueron inyectadas s.c. con 8 u.i. de PMSG a los 27 dias
de edad y con 10 u.i. de hCG a las 48 horas. Los animales fueron sacrificados al

dia del estro vaginal y se autopsiaron como en el grupo anterior.

EXPERIMENTO 3. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA DENERVACION SENSORIAL
EN LA TASA DE FERTILIDAD DE LA RATA HEMBRA ADULTA.

A los tres meses de edad, en el dia del proestro vaginal, las ratas
denervadas y los animales inyectados con vehiculo o sin tratamiento fueron
colocadas con machos de fertilidad comprobada Los animaies fueron revisados
diariamente hasta comprobar la presencia de fapdn espermético en la vagina y
espermatozoides en el frotis vaginat. A partir de ese momento los animales fueron
separados en cajas individuales hasta la fecha de paricidn.
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EXPERIMENTO 4. ESTUDIOQ DE LOS EFECTOS DE LA DENERVACION SENSORIAL
SOBRE EL DESARROLLO Y DIFERENCIACION DEL FOLICULO OVARICO, LA
ESTEROIDOGENESIS Y LA CONCENTRACION DE NORADRENALINA OVARICA EN
LA RATA A DIFERENTES EDADES DEL PERIODO JUVENIL.

Grupos de las ratas denervadas v los animales inyectados con vehiculo o sin
tratamiento fueron sacrificadas por decapitacién a los 20, 24, 28 v 32 dias de
edad. Se extrajo el suero, los ovarios v el Ukero. Los érganos se pesaron con la
ayuda dé una balanza analitica. Se realizd el andlisis morfométrico de la manera en
que va se describié en la metodologia general y la cuantificacidn de catecolaminas

ovéricas v esteroides en suero.
ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del nimero de ovocitos liberados, la edad de la apertura
vaginal, del primer estro y del numero de foliculos, fueron analizados por la prueba
de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de “U” de Mann-Whitney.

El peso de los ovarios v del Gtero, las concentraciones de NA, las de estradiol v
progesterona se analizaron por una prueba de andlisis de varianza multifactorial
(ANDEVA), seguida por la prueba de Tukey. La tasa de animales prefiados v la de
ovulantes, definida como el nimero de animales ovulantes/numero total de
animales se analizd por la prueba de probabilidad exacta de Fisher o de X
cuadrada. En todos los casos se considerd como diferencias estadisticamente
significativas aquellas cuya probabilidad fue igual o menor a 0.05.
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RESULTADOS

Experimento 1. Estudio de los efectos de la administracion sistémica de
capsaicina al nacimiento sobre la pubertad, la ovulacién, la
esteroidogénesis y el crecimiento folicular.

Las ratas tratadas con capsaicina presentaron retraso en la edad de la
apertura vaginal, Al momento de la apertura vaginal, aproximadamente el 70% de
los animales testigo absoluto v de los inyectados con el vehiculo presentaron estro
vaginal. El resto de los animales tarda alrededor de dos dias en presentarlo. Sélo el
35% de Ios animales denervados al nacimiento, tuvieron estro vaginal al momento
de la apertura vaginal y el resto presento caracteristicas de diestro o de diestro-
proestro; v el primer estro se encontrd 5-6 dias después. Como consecuencia de
este retraso los animales al momento de presentar el estro, son mas grandes y
pesan mas (Tabla 1).

La mayoria de los animales inyectados con wvehiculo 0 con capsaicina
ovularon el dia del primer estro (Tablat). El nimero de ovocitos liberados por los
animales denervados fue menor que el del grupo testigo absoluto o de los
inyectados con vehiculo (Tabla 2).

Tomando en consideracion que los animales denervados pesaron mas al
momento del primer estro vaginal, el peso de los ovarios v del (itero se expresé
en funcion del peso de los animales. El peso de los ovarios de los animales
denervados fue significativamente mayor al de los animales inyectados con el
vehiculo, mientras que no se modificé el peso del Utero (Tabla 2).

En las hembras denervadas al nacimiento, la concentracidn de progesterona
y estradiol fue similar a la de los animales testigos absolutos e inyectados con
vehiculo (Tabla 2).



Tabla 1. Media £ eem del peso cotporal, de 1a edad de la apertura vaginal
(EAV), edad del primer estro (PEV) y tasa ovulatoria (numero de animales
ovulantes/ nimero de animales tratados X100) en animales testigo abscluto o
tratados al nacimiento con vehiculo o capsaicina Los animales fueron autopsiados
el dia del primer estro vaginal.

Grupos n Peso EAV PEV Tasa (%)
corporal {(g) (dias) (dias) ovulatoria
Testigo Absoluto |10 {114.6£3.7 36.54+0.2 38.0%0.5 94
Vehiculo 11 |109.8%2.9 37.120.2 38.5+0.4 85
Capsaicina 22 |133.3£3.8%t | 40.5%0.4 *t 45,7+£0.9 *t 83.5

* P<(.05 vs., Vehiculo {(Kruskal wWallis).
tP<0.05 vs testigo absoluto (Kruskal Wallis),

Tabla 2. Media + eem. del nimero de ovocitos liberados, peso de ios ovarios
y del utero (mg/100g da peso corporal), concentraciones séricas de
estradiol y progesterona en animales testigo absoluto o tratados al nacimiento
con vehiculo ¢ con capsaicina. Los animales fueron autopsiados el dia del primer
estro vaginal.

Grupos Nimerode | Pesode | Pesodel | estradiol |progesterona
ovocitos ovatios atero (pg/ml) (ng/mi)
liberados

Testigo absoluto 8.2+0.3 322413 1449452 | 22.1+1.5 4.2+1.7
Vehiculo 9.0+0.3 20.2+1.4 140.1+4.6 | 29.4+3.4 5.7£2.5
Capsaicina 6.4+0.4 *T { 36.8+1.4* | 152.1+6.8 | 33.3+7.8 6.1+2.5

* p<.05 vs. vehiculo (Kruskal Wallis o ANDEVA seguida de Tukey).
T P<0 05 vs, testigo absoluto (Kruska! Wallis seguida por U de Mann Witney)
Efectos de Ia dénervacién sensorial sobre el desarrollo y diferenciacién
del foliculo ovarico de la rata piber.

No existieron diferencias significativas entre el numero de foliculos 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 numero total de foliculos contados en los ovarios de los animales tratados

con capsaicina fue significativamente menor que en los inyectados con vehiculio




{Fig. 1). La misma tendencia se presentd cuando los foliculos son analizados por

rango (Figs. 2ayb).

- .
| Mo, de foliculos
| 85D -

! 300 -

i 250 -
200 - Bvh
BCAP

! Ovario izquierdo Ovario derecho TOTAL

Fig. 1. Mediaxeem del nimero total de foliculos contados en el ovario izquierdo y
derecho de animales inyectados al nacimientc con wvehiculo o capsaicing vy
sacrificados el dia del primer estro vaginal. * p<0.05 vs. Vehiculo (Kruskal Wallis,
seguida por la U de Mann Witney).
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Fig. 2A. Mediazeem del numero total de foliculos por rangos en los ovarios de
animales inyectados al nacimiento con vehiculo o capsaicina y sacrificados el dia
del primer estro vaginal. * p<0 05 vs Vehiculo (Kruskal Wallis, sequida por la U de
Mann Witney).
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Fig. 2B. Mediateem del numero total de foliculos por rangos en los ovarios de
animales inyectados al nacimiento con vehiculo o capsaicina y sacrificados el dia
del primer estro vaginal. * p<0.05 vs. Vehiculo {Kruskal Wallis, seguida por la U de
Mann Witney).

Dado que no se observaron diferencias en el patrén de crecimiento v
diferenciacién folicular, entre el ovario izquierdo y derecho de los animales
inyectados al nacimiento con el vehiculo o la capsaicina, en adelante los resultados

seran expresados como el promedio de seis ovarios por grupo.

El némero de foliculos sanos disminuyd en los ovarios de los animales
tratados con capsaicina (Fig. 3), la proporcidn de foliculos atrésicos en los animales
denervados fue significativamente mayor que en |os inyectados con vehiculo (60%
en los inyectados con capsaicina vs. 33% en fos animales inyectados con vehiculo
P<0.01)

Como ya se menciond, la denervacién con capsaicina indujo disminucion en
los foliculos <350 um de diametro (Fig 2 a y b), que corresponde a foliculos sanos
(Fig. 4), mientras que no hubo cambios en los atrésicos (Fig. 5)
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Fig. 3. Mediateem del nimero total de foliculos sanos o atrésicos en los ovarios
de animales inyectados al nacimiento con vehiculo o capsaicina y sacrificados el dia
del primer estro vaginal. * p<0.05 vs Vehiculo (Kruskat Wallis, seguida por la U de
Mann Witney).
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Fig. 4. Mediateem del numero de foliculos sanos clasificados por rangos en los
ovarios de animales inyectados al nacimiento con vehiculo o capsaicing v
sacrificados el dia del primer estro vaginal. * p<0.05 vs. Vehiculo (Kruskat Wallis,
seguida por la U de Mann Witney).
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Fig. 5. Mediazeem de! nimero de foliculos atrésicos clasificados por rangos en
los ovarics de animales inyectados al nacimiento con vehiculo o capsaicina vy
sacrificados el dia del primer estro vaginal

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

sobre la ovulacion inducida en la rata juvenil.

La inyeccion de PMSG o PMSG-hCG indujo la ovulacion en los animales
denervados, pero el numero de ovocitos liberados fue significativamente menor al
de los animales testigo absoluto o a los tratados con el vehiculo (Tabla 3).

Tabla 3. Media + eem. de! numero de ovocitos liberados en animales testigo
absoluto ¢ tratadas al nacimiento con vehiculo o capsaicina. Los animales fueron
estimulados a los 27 dias de edad con 8 u.i. de PMSG o con 8 iu. de PMSG
seguidos de 10 u.i. de hCG a las 54 horas. Los animales fueron autopsiados en dia
del primer estro vaginal.

Grupos n PMSG 0 PMSG-hCG
Testigo absoluto 6 15.2%1.5 8 18.0+£0.9
Vehiculo 5 15.321.8 8 17.5+1 4
Capsaicina 5 10.0£0.8 * T 8 115413 %%

* P<0.05 vs. vehiculo (Kruskal Wallis, seguida por la U de Mann Witney).
T P<0.05 vs. Testigo abscluto (Kruskal Wallis, seguida por fa U de Mann Witney).
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Experimento 3. Estudio de los efectos de la denervacion sensorial en la
tasa de fertilidad de la rata hembra adulta.

Todos los animales denervados copulan y presentan espermas en la vagina.
El numero de ratas prefiadas en los animales denervados al nacimiento fue
significativamente menor comparado con los animales testigo y tratados con el

vehiculo.

Tabla 4. Numero de animales con esperma positivo y de ratas prefiadas en el
rupo testigo o tratado con capsaicing al nacimiento.

Combinaciones de n "
apareamiento hembtas con esperma | hembras prefiadas
Hembra testigo /macho testigo 6 6/6 6/6

Hembra capsaicina /macho testigo |15 15/15 3/15%

* p<0 05 Prueba exacta de Fisher
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Experimento 4. Estudio de los efectos de la denervacion sensorial sobre
el desarrollo y diferenciacién del foliculo ovarico, la estercidogénesis y la
concentracion de noradrenalina ovarica en la rata a diferentes edades

del periodo juveni,

A los 20 dias de edad el peso corporal de los animales inyectados con el
vehiculo fue significativamente mayor que el grupo testige absoluto, diferencias
que no se observaron en los animales de 24, 28 y 32 dias de edad. Los animales
denervados de 32 dias de edad presentaron un menor peso corporal que las ratas
testigo absoluto e inyectados con vehiculo {Tabla 5).

Tabla 5. Media £ eem. del peso corporal en animales testigo, inyectados al

nacimiento con wvehiculo o capsaicina. Los animales fueron autopsiados a
diferentes edades previas a la pubertad.

Grupos n 20 dias 24 dias 28 dias 32 dias
Testigo absoluto | 8 41.3%0.4 60 840 9 69242 11 89 4207
Vehiculo 8 48027 t 56 8+1.5 6552 47 30 0£2.2
Capsaicina 10 40.1£09 * 586+1.8 61.6£37 77.612.6 *t

* P<0.05 vs. vehiculo (ANDEVA seguida de Tukey).
TP<(.05 vs. TA (ANDEVA seguida de Tukey).

El peso de los ovarios de los animales denervados vy sacrificados a los 32
dias de edad fue significativamente menor que el de los animales testigo o
inyectados con &l vehiculo, sin cambios en las demés edades (Tabla 6). El peso del
utero de los animales denervados y sacrificados a los 32 dias de edad se comportd

de la misma manera (T abla 7)




Tabla 6. Media £ eem. de la masa ovdrica (mg) en animales control, tratados con
capsaicina 0 con el vehicule de la capsaicina Los animales fueron autopsiados a
diferentes edades previas a la pubertad.

Grupos 20 dias 24 dias 28 dias 32 dias
Testige absoluto 19.9+0.4 23.9+1.6 28,7424 30.6+2.8
Vehiculo 16.8+2.4 19,120.8 25.5%1.5 256+1.8
capsaicina 18.8+£2.6 202+1.5 24.7£16 226+1.6 1

* P<0.05 vs. Vehiculo (ANDEVA seguida de Tukey)
T P<0.05 vs Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey).

Tabla 7. Media + eem. del peso del itero (mg) en animales control, tratados
con capsaicina 0 con el vehiculo de la capsaicina en la etapa neonatal. Los
animales fueron autopsiados a diferentes edades previas a la pubertad.

' Grupos 20 dias 24 dias 28 dias 32 dias
Testigo absoluto 31.1%21 358%23 50.8+4.0 73.7+13.8
Vehiculo 38.2+2.1 40.4+2.3 42323 | 82.3%7.9
capsaicina 33.642.1 40.443.7 50.9£2.8 45.1+3.5 *t

* p<(.05 ws Vehiculo (ANDEVA seguida de Tukey).
t P<0.05 vs Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey).

En los animales denervados sacrificados a fos 28 dias de edad la
concentracion sérica de estradiol fue menor que en ambos grupos testigo. La
concentracidn de progesterona en los animales denervados fue menor en las
cuatro edades estudiadas (Tabla 8)
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Tabia 8. Media + eem. de la concentracidn en suero de estradiol y
progesterona en animales control o tratados con capsaicina o vehiculo al
nacimiento Los animales fueron autopsiados a diferentes edades previas a la
pubertad.

Grupos 20 dias 24 dias 28 dias 32 dias
Estradiol (pg/ml)
Testigo absoluto 22.4+3.2 31.646.8 20,7£2.3 16.5+4.7
Vehiculo 20.9+3.9 16.0£1.6 22.1£2.4 23.7+£2.6
Capsaicina 24.4+8.5 21.7£3.6 13,61.1 *t 21.9x2.6
Progesterona (ng/mi)

Testigo absoluto 6.6+14 10.9%0.4 10.7£2.3 12.8%1.8
Vehiculo 6.8+1.3 10.6+0.1 12.7+£2.4 12.5%2.3
Capsaicina 3.2+1.0 6.5£1.1 % 41+15*t 23205 *t

* P<(.05 15 Vehiculo (ANDEVA seguida de Tukey).

t P<0.05 vs Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey)

La concentracion de noradrenalina fue significativamente mayor en los ovarios de
tos animales denervados v sacrificados a los 24 dias de edad (Tabla 9).

Tabla 9. Media + eem. de la concentracion de noradrenalina (ng/mg de tejido)
en el ovario de animales testigo o tratados al nacimiento con capsaicina o vehiculo.
Los animales fuercn autopsiados a diferentes edades previas a ia pubertad.

20 dias 24 dias 28 dias 32 dias
Testigo absoluto 0.45+0.03 0.61£0.05 1.0x0.04 1.09£0.06
Vehiculo 0.48+0.08 0.7320.07 0.90£0.08 1.08+0.12
capsaicina 0.44:£0.03 0.87+0.07 * 0.80x£0.07 1.2+0.09

* P<0.05 vs. vehiculo (ANDEVA seguida de Tukey).
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Fig. 6. Mediateem. del diametro folicular promedio en el ovario izquierdo de
animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehiculo o capsaicina. Los
animales fueron sacrificados a diferentes edades de la etapa infantil-juvenit, *
p<0.05 vs, vehiculo o testigo absoluto (Kruskal Wallis, sequida por la prueba de U

de Mann Whitney).
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Fig. 7. Mediateem. del numero total de foliculos (sanos mas atrésicos) en el
ovario izquierdo de animales testigo absoluto ¢ inyectados al nacimiento con
vehiculo ¢ capsaicina Los animales fueron sacrificados a diferentes edades de la
etapa infantil-juvenil * p<0.05 vs vehiculo o testigo absoluto (Kruskal Wallis,

seguida por ia prueba de U de Mann Whitney}.
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Fig. 8. Mediateem del numero total de foliculos atrésicos en el ovario
izquierdo de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehiculo 0
capsaicina. Los animales fueron sacrificados a diferentes edades de la etapa
infantil-juvenil. * p<0.05 vs. Vehiculo o testigo absoluto (Kruskal Wallis, seguida
por la prueba de U de Mann Whitney). '
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Fig. 9. Mediateem. del porcentaje de foliculos atrésicos en el ovario izquierdo
de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehiculo ¢ capsaicina
Los animales fueron sactificados a diferentes edades de la etapa infantiljuvenil.
*p<0 05 ws vehiculo {Kruskal Wallis, seguida por la prueba de U de Mann
Whitney}

En la figwa 6 se presenta el diametro promedio de todos los foliculos
medidos en el ovario de los animales asignados a cada uno de los tratamientos. El
didmetro folicular promedio fue significativamente menor en los ovarios de los
animales denervados v sacrificados a fos 20 § a los 28 dias de edad, mientras que
a los 32 dias de edad el didmetro folicular promedio fue mayor que en los animales

testigo absoluto o inyectados con el vehiculo.
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Los ovarios de los animales sacrificados a los 20 6 28 dias de edad
presentaron un mayor numero total de foliculos gue los animales testigo. No se
observaron diferencias significativas en los ovarios de los animales sacrificados a
los 24 6 32 dias de edad (Fig. 7)

A la edad de 20 y de 28 dias de edad el nUmero de foliculos atrésicos, sin
tomar en cuenta su tamafio o su grado de diferenciacion, se incrementd (Fig. 8).
De igual manera, a los 28 dias aumentd el nimero de foliculos sanos (capsaicina,
133.3+£16.5; testigo, 99+13.8; vehiculo, 87.3%£55; p< 0.05) y a los 32 dias de
edad se da una disminucién en el total de foliculos sanos (capsaicina 34+35;
testigo, 104.1+4.0; vehiculo, 57+8.6; p<0.05)

Cuando presentamos los indices atresia evaluados como  porcentaie,
observamos incremento de la atresia a los 20 y 32 dias de edad (Fig 9), que se
acompaitia por la disminucién en el porcentaje de foliculos sanos (20 dias:
capsaicing, 42.5%1.1; testigo absoluto, 55.8+59; vehiculo, 51 6£2.9; p<0.05) (32
dias: capsaicina, 20+1; testigo absoluto 60+4.6; vehiculo, 37+5; p<0.05).

Para estudiar el efecto de la denervacidn en &l crecimiento de los foliculos,
clasificamos a éstos en diferentes rangos de acuerdo a su tamafio. A los 20 dias
de edad la denervacién provocd incremento en el nimero de foliculos del rango de
100-200 um (Fig. 10), incremento que estd dado por foliculos atrésicos en este
rango {(capsaicina, 176 7+7.1 testigo, 75£9.7; vehiculo, 50.7+2.7; p<0.05).

A los 24 dias de edad no se observan diferencias en el total de foliculos por rangos

en los diferentes tratamientos (Fig 11).
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Fig. 10. Mechaﬂ:eem de! niimero total de fol:culos clasn" cados Do’ rangos en
los ovarios de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehiculo o
capsaicina y sacrificados a los 20 dias de edad * p<0.05 vs Vehiculo (Kruskal
Wallis, seguida por fa prueba de U de Mann Whitney).
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Fig. 11. Mediazeem del nimero total de foliculos clasificados por rangos en
los ovarios de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehiculo o
capsaicina y sacrificados a los 24 dias de edad.

A los 28 dias de edad se observd incremento en el rango de 100-200 um
(Fig. 12); dado por los foliculos sanos (capsaicing, 112+16 4; testigo, 79+13.4;
vehiculo, 69+5.5; p<0.05) vy atrésicos (capsaicing, 99 3+17 8 testigo, 53%3;
vehiculo, 40.747.5; p<0 05).
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Fig. 12. Mediazeem del nimero total de foliculos clas:f cados por rangos en
los ovarios de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehiculo o
capsaicina y sacrificados a los 28 dias de edad. * p<0.05 vs Vehiculo (Kruskal
Wallis, seguida por la prugba de U de Mann Whitney).

A los 32 dias de edad existe un incremento de foliculos en los rangos de
200-350 y de 350-500 um (Fig. 13); incrementc que estd dado por foliculos

atrésicos .
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Fig.13. Mediateem del numero total de foliculos clasificados por rangos en los
ovarios de animales testigo absoluto o inyectados al nacimiento con vehiculo ¢
capsaicina y sacrificados a los 32 dias de edad * p<0.05 vs Vehiculo {(Kruskal
Wallis, sequida por la prueba de U de Mann Whitney)
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten sugerir
que la inervacidn sensorial, modula de manera estimulante los mecanismos
que conllevan al inicio de la pubertad y la primera ovulacién Se ha propuesto
gue la inervacién sensorial obtiene informacidn del funcionamiento del ovario
por medio de receptores ubicados alrededor de los folicutos, y dicha
informacién es enviada a centros hipotaldmicos y extra-hipotalamicos,
involucrados en la regulacion de la secrecidn de las gonadotropinas, por lo que
podria ser posible que la informacién sensorial forme parte del circuito
neuroendocrino que modula la respuesta del foliculo a las gonadotropinas
(Dominguez y Riboni 1971, Burden 1978, Dominguez y col 1989, Gerendai y
col 1995, 1997; Moran y col , 2000a, 2001).

Existen evidencias sobre una relacion funcional entre la inervacién
simpatica y la sensorial. La eliminacién de las fibras sensosiales, por la
administracién de capsaicina induce hiperinervacion simpatica en el iris, la
cavidad oral y las arterias mesentéricas, mientras que la denervacidn simpética
provoca incremento en fa densidad de fibras sensoriales en el tracto urogenital
(Schicho vy col 1998, Luthman v col. 1989, Terenghi y col 1986) En nuestro
caso, la administracion de capsaicina al nacimiento no provocd incremento en
fa concentracién de noradrenalina ovérica en todas las edades analizadas,
excepto a los 24 dias donde se observd aumento de la amina. Al momento no
contamos con una explicacién para este hecho, aunque es posible que en el
ovario de rata sea dificii de observar una hiperfuncidn de las fibias

adrenérgicas, debido a que es un 6rgano que recibe escasa inervacion

En el aparato reproductor femenino, la densidad de las fibras nerviosas
depende del desarrollo fisioldgico del individuo. Durante la pubertad, la prefiez
y después del parto, la densidad de la inervacidn del cérvix y del (tero varia
debido a la remodelacidn profunda de sus tejidos En la ratz adulta, la
densidad de las terminales nerviosas simpaticas es menor durante el dia del
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estro vaginal, en relacidn con las otras fases del ciclo estral (Zoubina y col
1998) En el animal prefiado las fibras nerviosas autdnomas del Utero
degeneran conforme avanza la gestacion, hasta llegar a un estado particular
en que éstas va no son visibles, aunque después del parto regeneran (Haase y
col 1997). La densidad de la inervacién simpética del cuerno uterino es menor
después de la pubertad gue en las etapas previas (Brauer y col 1995)
Aunado a esto hay variaciones en la densidad de las fibras primarias
aferentes, por fo que se ha sugerido que ia inervacién de la vagina pudiera
estar participando en los mecanismos que conllevan a la canalizacién de la

misma (inicio de la pubertad).

Los efectos de |a capsaicina sobre el inicio de [a pubertad dependen del
modelo empleado. Razo (2000) mostré que cuando se inyecta el neurotdxico
al tercer dia de vida no se altera la edad en la cual se produce la canalizacién
de la vagina, Aunque se observd una caida significativa en la concentracion
sérica de estradiol y progesterona De igual manera, en la rata denervada al
nacimiento y hemicastrada a los 20 6 28 dias de edad no se alterd el inicio de
la pubertad (Apolonio y col. 2000, 2001). En cambio Traurig y col. {1984),
observaron gue la administracion de capsaicina en el dia dos de vida provoco
retraso en el inicio de la pubertad. Resultados similares a fos de Traurig y col.
(1984) fueron obtenidos en el presente estudio, cuando los animales fueron
tratados con capsaicina al nacimiento. El retrasc en la canalizacion vaginal sin
que se observaran cambios en la concentracion de esteroides, puede indicar
gue la capacidad de respuesta de los receptores a estercides en el cérvix v la
vagina sea menor y por lo tanto dependiente de la inervacion. Dado que en el
modelo utilizado partimos del supuesto de haber eliminado las vias sensoriales
en vagina, nuestros resultados nos permiten sugerir que la inervacion
sensorial, via sus neuropéptidos, es estimulante en los mecanismos
neuroenddcrinos que facilitan la canalizacién de la vagina En apoyc a esta
hipdtesis, el grupo de Brauer (1994) mostrd que la cantidad de SP v de CGRP

43



incrementan durante la pubertad, mientras que disminuye la concentracion de

noradrenalina

Se ha mostrado que el 95% de las fibras del nervio vago son de
naturaleza sensorial. Betanzos (2001) mostrd en animales vagotomizados en ia
etapa juvenil, un retraso en la edad en que abren vagina. Existen estudios
anatémicos vy fisioldgicos que muestran que el nervio vago conduce
informacion sensorial desde los ovarios vy del utero hacia la base del cerebro
(Burden vy col. 1983, Ortega-Villalobos y cof. 1990). Collins v col. (1999)
mostraron que las aferencias sensotiales del U(tero tienen sus cuerpos
celulares en el ganglio nodoso vy que estas fibras tienen como principal
marcador al CGRP. En conjunto estas evidencias nos permiten sugerir que el
vago podria participar en la via de sefializacion hacia el SNC, y forma parte del
circuito neurgendocrino que regula los procesos que culminan con la

canalizacidn vaginal.

Nuestros resultados de comportamiento de cdpula {evaluado por la
presencia de tapon espermatico) normal en las hembras denervadas vy ia
disminucion radical en el numero de animales preftados, son similares a los
obtenidos por Traurig y col. (1984) y Nance y col. (1987). Dichos resultados han
sido explicados como una falta de comunicacidn entre los drganos sexuales v el
sistema nervioso central lo que alteraria la liberacidn de la LH vy la PRL,
indispensables para la secrecién de progesterona, hormona encargada de

mantener la implantacion,

La administracidn de capsaicina al tercer dia de vida, momento en cual va
se produjo la foliculogénesis (Malamed y col 1992, Hirhsfield 1991), provoca
incremento en la incidencia de atresia folicular, sin cambios en el numero total de
foliculos medibles en el dia del primer estro vaginal (Razo 2000) Nuestros
resultados muestran que ke falta de fa inervacion sensorial desde el nacimiento
maodifica el crecimiento folicular va que los ovarios de los animates denervadbs at

nacimiento v sacrificados al primer estro presentan una reduccion de casi el 50%
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en el numero total de folicuios, acompanado de un indice mayor de atresia, 1o que
nos permite sugerir que la inervacion sensorial participa de manera estimulante en
los mecanismos neuroendocrings que regulan el crecimiento v la diferenciacidn del

foliculo ovérico en la etapa en la que estos se forman.

Cuando los animales denervados son sacrificados a los 20 dias de edad,
el numero total de foliculos incrementa y 1a mayoria de ellos son atrésicos, o
que pareceria indicar que a esta edad la inervacidén sensorial actia como un
regulador inhibitorio del desarrollo de los foliculos y de la atresia, pero
seguramente esta inhibicidn es selectiva dado que los foliculos que
incrementan son l0s que se encuentran en el rango de 100 a 200 pm de
diametro. Este efecto también se presenta a los 28 dias de edad, sélo que en
este caso se observa también aumento en la cantidad de foliculos sanos, o
gue podria interpretarse como que a esta edad la inervacion sensorial regula
de manera inhibitoria la reactivad de! foliculo a la accién de la FSH para

rescatar de la atresia a algunos de los foliculos.

Poco se conoce sobre el papel de la inervacion sensorial en la regulacién del
crecimiento v desarrollo de foliculos, ya que principalmente se le ha asociado a
ésta con la vascularizacion del ovario (Calka y col 1988, Ojeda y col. 1985) Asi, fa
seccién del nervio ovarico superior, realizada a los 16 dias de edad, provoca
aumento en el numero de foliculos presentes en las goénadas 4 y 8 dias después
de la denervacién, donde el 80 al 90% de fos foliculos son atrésicos (Maran y col.
2000b).

R : eliminacion del nervio ovarico superior induce aumento de la atresia
folicular v la manipulacién del sistema catecolaminérgico (por la
administracion de guanetidina), produce aumento en las concentracicnes de
SP v de CGRP (péptidos caracteristicos de fibras sensoriales) en el utero
(Brauer y col 1994). Por elio proponemos que tanto fa SP como el CGRP
podrian actuar como factores gue estimulan la atresia. A favor de esta
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interpretacién estan los resultados de la denervacién sensorial, donde

disminuye el indice de atresia.

Dado que en los animales tratados con capsaicina y sacrificados a los 24
dias de edad no se modificé el patrdn de crecimiento v diferenciacién folicular,
igual comportamiento que se observd en animales con seccion del nervio
ovarico superior {Moran y col 2000b), es posible suponer que a esta edad
existen mecanismos homeostaticos que participan en el mantenimiento de
una cuota constante de foliculos en crecimiento. Estos mecanismos podrian
estar relacionados con las cleadas de crecimiento folicular y atresia en la
etapa juvenil (Hirshfield 1994, Mc¢ Gee y Hsueh 2001).

En conjunto nuestros resultados nos permiten sugerir que la inervacion
sensorial participa en la regulacidon del crecimiento de los foliculos pequefios a
través de un sistema de comunicacidn entre el ovario vy el sistema nervioso
central, donde el hipotalamo participaria estimufando o inhibiendo dicho
mecanismo por medio de la liberacidn de las gonadotropinas por la hipdfisis, o
bien por medio de la accidn de los neurctransmisores liberados por las

terminales simpéticas localizadas en la gdnada (Fig. 14 a y b)

La disminucién en el numero de foliculos y el alto grado de atresia
observados en animales denervados y sacrificados a los 32 dias de edad,
podrian explicar porqué al primer estro vaginal cayo la cuota ovulatoria. Dado
que también disminuyeron el nimero de foliculos sanos >350um de didmetro,
nos lleva a pensar que en ¢iclos subsecuentes la cuota ovulatoria sea baja.

Con base en los resultados obtenidos, podemos sugerir que la capacidad
de respuesta del foliculo con antro podria ser menor en los animales
denervados, ya que la estimulacién con PMSG o con PMSG+h(CG no indujo la

superovulacion que se presenta en un animal con su inervacidn intacta

La PMSG ademas de promover el crecimiento de los foliculos, “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 [a
hormona y se produce sélo sobre los foliculos denominados tipo 5 y 6 {(170-
500 pm), (McGee y Hsueh 2000). Esto podria explicar porque en los animales
denervados y sacrificados a los 28 dias de edad, aumentd el numero de
foliculos del rango de 100-200 um de didmetro. Cuando se realizé el estimulo
hormonal con gonadotropinas en el modelo del animal denervado, la
administracion de PMSG o de PMSG+hCG no fue “tan eficiente” como para
rescatar a los foliculos de la atresia y culminar con una superovulacion. Esto
podria indicar que la informacién que se genera en las fibras sensoriales
podria actuar directa o indirectamente en la “traduccion” del efecto de las

gonadotropinas.

En nuestro estudio fa concentracion 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 neonatal, quienes no
observaron diferencias en este parametro.

Es probable que la disminucién de progesterona que cbservamos en las
hembras denervadas, se deba a alteraciones funcionales en las células de la
teca, donde pudiera hacer falta algun factor que estimule el paso de
_pr‘egnenqlona a progesterona. Debido a una falta de estimulacion por parte de
tas gonadctropinas sobre la enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (38-
HSD) (Davoren y Hsueh 1985, Leung vy Steele, 1992). No podemos descartar
que la alteracién se haya dado en la expresidn de la P45S0scc lo que se
traduciria como una menor sintesis de progesterona.

' La secrecion de estradiol précticamente no se modifica por la
denervacion sensorial. Lo que nos permite postular que el proceso de
aromatizacién en las células de la granulosa no se {fe alterada por |13 falta de Ia
informacién sensorial.

Con base en los resultados del presente estudio proponemos que la
inervacién sensorial es uno de los componentes funcionales del eje génada-
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hipotalamo para el crecimiento y diferenciacién del foliculo ovarico.

CONCLUSIONES

s La inervacidn sensorial del tracto reproductive, participa de manera
estimulante en los mecanismos neuroenddcrinos que regulan fa pubertad.

r La informacién sensitiva del ovario tiene un papel estimulante en la
ovulacion y modula la respuesta del foliculo a las gonadotropinas.

z  La inervacion sensotial del ovario tiene un efecto inhibitorio sobre el paso de
foliculos del grupo de reserva al de crecimiento.

7 Una vez que el foliculo ha adquirido respuesta a las gonadotropinas, la
informacion sensorial modula de manera estimulante su crecimiento v
diferenciacion.

i Durante la etapa juvenil fa informacidén sensorial modula de manera
estimulante a las células de la teca en la secrecidn de progesterona, y no
interviene en la regulacién de la sintesis de estradiol, por parte de ias

células de 1a granulosa.
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MODELO PROPUESTO PARA EXPLICAR LA PARTICIPACION DE LA INERVACION
EN LAS FUNCIONES DEL OVARIO

En la fig. 14 a se ilustran las vias por las que la inervacion 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 raiz dorsal y de ahl envia
sus proyecciones hacia el nicleo del tracto solitario, que es un regulador de las
aferencias y eferencias autondmicas de los drganos viscerales Por una parte,
éste centro regulador podria enviar respuestas autonomicas simples hacia fa
parte del ovario de donde proviene la sefial sensorial vy por ofra, actua
integrando la sefial auténoma por medio de la participacidon de centros
hipotatdmicos y extrahipotaldmicos.

En la fig. B se representa la respuesta eferente acarreada por las fibras
simpaticas y parasimpéticas del sistema nervioso auténomo. Las eferencias
salen del nucleo paraventricular y lateral del hipotalamo, el nicleo parabraquial,
el nucleo del tracto solifario y de ciertos grupos neuronales localizados en {as
regiones A5-A7 (monoaminérgicos) .

Con los resultados de este trabajo, proponemos que las sefiales
sensoriales provenientes del ovario, especificamente del entorno folicular,
participan en la regulacion de sus funciones a través del circuito que involucra
la participacidn del hipotilamo como regulador tanto de la funcidn enddcrina
como de la neural {informacién auténoma)
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Sustancia gris
{ periacueductal
3

Hipotalamo
Nucleo ambigu

Bulbo ventrolateral

Figura 14 a. Modelo que explica la participacidn de fa inervacion
sensotial en las funciones del ovario. Modificado de E. Kandelf 2001.
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periacugductal

tcleo parabraguial

it Nucleo dorsal
S=T motor del vago
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tracto solitario
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Via simpatica

8% Columna celular
' intermediotateral

Figura 14 b. Modelo que explica la participacion de la inervacion
simpatica en las funciones del ovario. Modificado de E Kandell 2001,
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EFECTOS DE LA DENERVACION SENSORIAL SOBRE LA PUBERTAD DE LA

RATA HEMBRA
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UIBR. FES Zaragoza UN.AM, -
INTRODUCCION

Existen numerosas evidencias experimentales que muestran que la inervacidn extrinseca de la
gonada modula los efectos de fas gonadotropinas sobre el crecimiento folicular y fa ovulacion
(Burden 1985; Ojeda y Urbanski 1994) La inervacion simpética Hega a la gonada por dos
rutas: la def plexe ovirico y la del nervio ovarico superior (Burden, 1985; Lawrence y Burden
£980: Kiein y Burden, 1988) Por estudios de inmunohistoflucrescencia se ha mostrado que las
fibras que vizjan por el nervio ovérico superior establecen contacto con las células de la teca y
del tejido intersticial mientras que las del plexo ovarico estin asociadas con los vasos
sanguineos (Kannisto y col 1986; Ahmed y col 1986; Dees y col 1985; Ojeda y col 1986) En
las fibras del nervio ovarico superior se ha mostrade l2 presencia del péprido intestinal
vasoactivo (VIP por sus siglas en inglés) mientras que las que llegan por el plexo ovarico
presentan sustancia P

Ademés de la inervacién simpdtica. las gonadas reciben fibras sensoriales de fas que no
‘se conoce su Jocalizacion exacta dentro del ovanie, pero se cree que estin relacionadas con los
vasos sanguineos (Kumazawa, 1986) Los nervios sensoriales del sistema nervioso autdnomo
se proyectan desde los ganglios sensoriales auténomos y la transmisién neural entre estos
nervios involucra un amplio rango de neuropéptidos, incluyendo a 1a sustancia P, los péptidos
opioides. la colecistoquinina el neuropéptido Y (NPY) y ¢l péptide relacionado con el gen de
Ia calcitonina (CGRP) (Brown. 1994}

El tipo de receptor sensorial encontrado en los organos reproductivos es de tipo
pohimodal Al parecer estos receptores juegan un papel imporiante en la funcidn nociceptiva y
en la regulacién de la inervacién autonoma en sitios donde ambos tipos de inervacion
confluyen y se sabe que ambos proliferan en etapas tempranas del desarrollo del sistema
nervioso (Kumazawa, [986)

En el estudio de la participacion de la inervacidn sensorial en los procesos
reproductivos, se ha utilizado el modefo de desnervacién farmacoldgica, empleando varios
farmacos que garantizan la destruccion de las fibras sensoriales. tal es el case de la capsaicina
(Jancso y Kiraly. 1981 Gamse 1982)

El tratamiento sistémico con capsaicina en la etapa nconatal o su aplicacion local
resulta en la destruccion permanente de las fibras nerviosas primanias aferentes que contienen
sustancia P Lo mismo sucede cuando se seccionan Jos nervios hipogasticos y pélvicos (Cotton
ycel 1983; Guycol. 1983)

La sustancia P es un neuropéptide presente en los nervios primarios aferentes {fibras C)
(Lembeck y Gamse [982), los cuales inervan el tracto reproductivo de Ta hembra (Cotton y
col 1983 Traurigy cot 1983. 1984 Berkley y col [990)

Segun Gamse y col {1981), las fibras sensoriales modulan la funcién de Yos drganos
reproductores indirectamente a través de 1a liberacion de sustancia P como ua neurotransmisor
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le sinapsis en reuronas autonomas de tipo adrenérgico. En ¢l iris de 1a rata {drea que presenta
.na abundante inenvasion de tipo sensorial} la denervacion neonatal con capsaicina induce un
iacremento en ‘a concentracion de noradrenalina {NA) en las terminales nerviosas simpaticas
<in afectar ta densidad de la terminal: el incremento en la concentracion de la amina requicre no
~ele de ta disminucién en la cantidad de sustancia P sino también de la pérdida de fibras
inmunoreactivzs a sustancia P (Luthman y col 1989), [a disminucion de los péptidos en las
wuranas senacnales es probablemente una consecuencia de fa accidn neurcixica de ln
capsaicina, pers esto no &5 la causa de fa disfuncionalidad de la neurona Si el zoma de la
neurona sensonial no degenera |z manifestacion de la neurotoxicidad puede ser reversible de
manera pausady mientras que la degeneracion del soma resulta en un efecto neuroloxice
wneversibie (Hadzer V99D

La inyeccion de capsaicina a la rata neonatal provoca retraso ¢n fa edad de s
wanalizacion de la vagina  disminucién del peso corporal, de la proporcion de hembras que sor
receptivas al iracho la tarde del proestro y de las hembras que quedan prefiadas (Traurig y o
1984} Con base en estos resultados se ha sugerido que se requiere de la informacion sensoria
que se origina ¢n el cervix ¥ la vagina durante la copula para que se pueda cerrar <l circuito a
nivel hipotalamico y Hevar a cabo una respuesta decidual adecuada {Traurig v col 1984
Burdeny col 1331}

Ya que se ba mostrado que [a mervacidn simpatica y la sensorial que couxisten en ol
uvarie pueden ener efectos sinérgicos, en este trabajo se analizaron los efectos de la taita de
informacion sensorial provocada por la administracion de capsaicina al nmacimiento sobre la
puberiad esponianea y el crecimiente folicular

METODOLOGIA

S¢ utilizaron ratas de la cepa CI1Z-V mantenidas en condiciones controladas de luz-oseuridal
(tuces encendidas de 0500 a 1900 h) con libre acceso al agua y alimento. Al nacimicato las
crias s¢ separaron en camadas de cinco hembras y un macho Los animales tuvieron libre aceeso
a la madre hasza ¢l momento det destete (21 dias) y al agua y alimento a partir de cse momento
L .05 animales fueron pesados una vez por semana y fueren divididos al azar en Jos siguicnte
urupos expenmientales:

Grupo tratado con capsaicina. Ratas recién nacidas inyectadas s¢ con 50 mer100 ¢
de peso corporal de capsaicing {8-metil-N-vainillil-6-nonenamida) (Sigma Chemical {o
St.Louis MO EE UL ), disuelta en vehiculo compuesto por 10% de etanol 10% de Tween 80
vy 30% de solucion salina (0.9%) en 001 mi Ura vez inyectades los animales fueron
retornados con la madre

Grupo testigo inyectado con ¢l vebicnlo Los animales fieron inyectados con .01 ml
del vehiculo

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

Todos los animales fueron revisadas diariamente a partir de los 22 dias de edad para

determinar 1a edad de la apertura vaginal A partir de ese momento se tomaron frotis vaginates
diarios y los animales fueron sacrificados en el dia del primer estro vaginal
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A la autopsia se disecaron las frompas uterinas y s¢ buscé la presencia de ovocitos, los
que fueron contados ¢on la ayuda de un microscopio estereoscopio Se disecaron y pesaron en
balanza de precision. 10s ovarios y el trero Los ovarios de las ratas de cada grupo experimental
se dividieron en dos lotes para ser procesados por separado de la siguiente manera:

£n el primer lote. los ovarios fueron fijados en liquido de Bouin, inchuidos en parafina
se realizaron cortes seriados de 10 um, que fueron teflidos con hematoxilina-eosina; los ovarios
derecho e izquierdo fieron procesados individualmente  En los cortes se realizd ef andlisis de
fa poblacidn folicutar, siguiendo fa merodologia habitual del laboratorio (Morales y Mordn,
1996) Los folicutes fueron clasificades en sanos ¢ atrésicos, segun los siguientes criterios:
foliculo atrésico aquel que presentd al menos uma de las siguientes caracteristicas. picnosis
nuclear de las células de la granulosa, descamacion de las células de la granulosa
engrosamiento de las ¢apas celulares de [a teca o alteracion del ovocito

En el segundo lote, los ovaros fueron congelados por separado. 2 -7¢ °C y
posteriormente procesados para medir of contenido de noradrenalina por ¢romatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) siguiendo 1a metodologia habitual ded laboratorio (Chivez y col
1994)

Anilisis estadistico Los resultados del mimere de ovocitos liberados. la edad de la
apertura vaginal dct primer estro y del nitmero de foliculos fueron analizados por la prueba de
Kruskal -Wallis. seguida por la prueba de "1 de Mann-Whitney El peso corporal. de los
ovarios y et Otero fueron analizados por la prueba de andlisis de varianza multifactorial
(ANDEVA), seguida por la prueba de Tukey En todos los casos se aceptd como diferencia
estadisticamente significativa aquella cuya probabilidad fue igual o menor al 5%

RESULTADOS

A los 32 y 37 dias de edad, el peso corporal de los animales inyectados con capsaicina fue
menor que ef de los grupes testigo o sratados con vehjculo (Figura 1) Los animales con
denervacion sensorial presentaron retraso en la edad de Ja apertura y primer cstro vaginal.
Debido a ello. el peso corporal de los animales denervados fue significativamente mayor que el
de los animales testigo ¥y tratados con vehiculo. La tasa de animales ovulantes en el dia del
primer estro vaginal fue similar en los animales denervados y los grupos testige (Tabla 1)

Tabta 1. Media t e e.m. de a edad {en dias) de la apertura vaginal, del primer ostro vaginal y

del porcentaje de animales ovudantes en ratas testigo absoluto, inyectadas con vehiculo o
COn cAPSaicing on 1a eiapa neonatal.

Grupo o | Peso corporal Edad dela Edad del primer esire | % de animales
{2} apertura vaginal vaginal ovulantes
Testigo absoluto | 10 [ 113.6£3.7 365402 38.0205 94
Vehiculo 11{1098+2.9 37.6+0.2 3188405 95
Capsaicina 22[ 133.3£3.8%% | 40.5:£0.36 *« 45.4%£1.26 *» 83.5

* P<0 05 vs vehiculo (Kruskal Wallis)
& P<0 05 vs testigo absolute (Kruskal Wailis)

*4
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Figura 1 Megia dei pese corporal 2 16 largo det desarralio en ratas lestige absolule
inyectadas con vehicuio o Gon capsaicina en la etapa neonatal
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£ numero 1w de ovocitos liberados por [os amimales con desnervacion sensorial fue
<dgnificatih amente menor que el de los testigo absolute o inyectados con vehiculp Tn fos
ovanios de fos amimales denervagos (& concentracion de noradrenaling ovarica fue simifar af det
“rupo testigo absoluto y significativamente mayor que el def grupo de animales inyectados con
ol yehiculo qrabla 23
Tama 2. Media & ¢.e.m, del nimero de gvocitod liberados y de la cencentracien de NA
ovarice (RGlmg) St primer estro vagingl on ratas teslige absolute, inyscladas con vehiculo
© Gon capsaiGing en la etapa neonatal. sacrificadas en la manana del dia del primer astro
vaginal,

;{Ur'upus 0vOCitos ov arioJ oVOCitos ovario ovocitos | concentracign de
' fzquicrdg derecho totales NA ovirica
g'it-sligo absolute 1.420.4 10404 $.2203 0.67£0.1

{ Vehiculo 13%0.3 $7480 4 9040 3 0.51%0,04
{Capsaicina 33405 35403 63505% s [ 0652007

“ P9 05 vs vehiculo (Kruskal Wallis 0 ANDEVA seguida de Tukey)
« P 005 vy testigo absoluto (Kruskal Wallis)

El peso absoluto (mg) y relative (mg/100g de peso corporal) de los ovarios de tos
anirmales denervados fue sigmificativamente mayor que el de os testigo v tratados con vehiculo
El pesc absoluto del atero de los animales denervadas fue mayor que f det grupo  on
vehicuto. No se obsgrvaron diferencias sigaificativas en los pesos relativas (1abla 3)
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Tabla 3, Motia £ 6. o.m. dol peso o los ovarlos y del (toro (valores abaclutos y relativas)
en ratas testigo absoluto, inyectadas con vehiculo o con capsaicina en la otapa
neonatal, sacrificadas en 1a maiana del dia del primer estro vaginal,

Grupo Masa Ovarica ero

mg mg/100g mg mg/100g |
Testigo absoluto 36.7x1.9 S 322613 163.948.0 144 9£5.2
Vehiculo 31.8%1.3+ 29 2£1.4 153.5¢57 140 124 6
Capsaicina 49.0+1.9a" 36.8x1.4% 203.9¢11.84"* 152,168

+ P<0.05 vs. testigo absotuto (ANDEVA, seguida de Tukey)
*P<0 05 vs vehicule (ANDEVA seguida de Tukey)

El nimero total de foliculos medidos en los ovarios de las ratas denervadas fue
significativamente menor que en jas hembras tratadas con vehiculo (155 0£13 1 vs 27706 7
p<0 05)

Cuando se analizé la poblacibn folicular en funcidn de su diametro, se observo que los
foliculos que se vieron afectados por la falta de informacién sensorial son los menores de
350um de didmetro, que disminuyen en aproximadamente un 40% mientras que los mayores
de 350pm no se modificaron (Tabla 4) ‘

Tabta 4. Media £ e.0.m. del namero totat de foliculos por ovarlo y por didmetro en los
animales tratados con capsgaicina o vehiculo al nacimiento y sacrificadas al primer ostro
vaginal, '

< 350um > 350pum
Vehiculo ( Capsaicina Vehicuio ( Capsaicina
 Total 131,224 5 69.545 0% 8.7x1.1 7.8£1.5
Ovario Lequierdo 127 3£9.5 69.7£9.0* 3.0=06 T3x1 4
Ovarip Derecho ' | 1350438 | 693x8.1* 9.3£2.6 83433

* P<0 05 vs vehiculo (Kruskal Wallis)

En los ovarios de los animales denervados, los foliculos sanos con didmetro menor a
350 pm disminuyeron de manera significativa no asi los atrésicos {Figura 2)
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Figura 2. Media t e.em del nimero tolal de foliculos. sanos ¢ atrésicos, peor ovario y
por didmetro en los animates tralados con capsaicina ¢ vehiculo al nacimiento y
sagrificadas al primer estro vaginal

SANOS ATRESICOS
ovario izquierdo  ovario derecho ovario izquierdo  ovario derecheo

Lop FUmero

250 i RE] 50 R 50 350 A3 m

" P03 v Vh (prucba de kruskal Wallis)

DISCUSION
Los resultados de este estudio nes permiten sugeri que la inervacion schserial  dod
awvarko particiza en i1 modulacion de los procesos neuroeaddcrinos contrales v perilérivoy ue
wuiminan con Ia pubertad

El terraso en la edad de la apenura vaginal observado en los animales denovados o
cungjante a lo deserito por Trauriy y col (1984), Fste retraso puede ser explicado por b
disminueion en la tasa de crecimiento covporal en los animales con desnenvacién sensorial. 1
Fivn sabido e ¢l imicio e ln pubertad csta asociado directamente wen los proce
metabelicos involucrades con <l peso v talla del animal (Frisch 1980; Steiner v col 19833 Oua
posibilidad es que la capacidad secretora de estrogenos por parte de 1os ovarios de los animales
denervados sea menor que fa de los grupos testigo o que oste retrasada en el tiempo  Dado que
el peso relathe del dtero de los animales denervados fue similar al del grupo testive v del
insectado oo vchiculo  podemos suponer que la scerecion de estrogenos -on-las ralas
denervadas estuvo retrasada  La seccidn bilaterat del nervio vago. en el cual €] #3% de las
fibras son de tipo sensorial provoca diminucion en ia actividad esteroidogénica del evario aniy
el estimulo con hCG (Ojeda v col 1983). Sin embargo. parece ser que ios mecapisimos <
retroalimentacion ejercido por los esteroides gonadafes que culminan con la seurecion du
gonadotropinas necesarias para la ovulacion no se modificaron ya que la proporcion de
amimales que ovularon fue semejante a Jo obsenado en las hembras tratadas con vehicule
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Traurig v col (1984) mastraron que la destruccion farmacoldgica de las fibras
sénsoriales no modifica la fertilizacion de los 6vulos, sin embargo, se desconoce si hay
afteraciones en el proceso ovulatorio En el presente trabajo, la administracion de capsaicina
provogd disminucion en el nimero de ovocitos liberados al primer estro vaginal  Estos
resultados nos lievan a sugerir que fa informacién sensorial estaria participando en la respuesta
del foliculo a las gonadotropinas, probablemente en colaboracion con la inervacion simpética

Al momente, se han sumado las evidencias que muestran que pude haber una
interrelacion funcional entre la inervacion simpitica y 1a sensorial para regular ¢l crecimiento de
las foliculos que van a culminar con ta ovulacién (Qjeda, 1997; Ojeda y Urbanski 1994). Lara
y col (1990) administraron anticuerpes al facter de crecimiento neural (abNGF) y
promovieron con esto la destruccién de las fibras simpdticas y  sensoriales, que resultd en un
aumento del ni:mero total de foliculos, dado por los preantrales Los autores proponen que la
informacion que viaja por las fibras sensoriales estaria facilitando la comunicacion intrafolicular

La disminucién en el nimero total de foliculos observado en las ratas denervadas
pueden ser interpretada como una diminucion de ia respuesta del foliculo a las gonadotropinas,
probablemente  asociado con fa FSH, ya que la diminucion se presentd sobre todo en los
foliculos en crecimiento Esta disminucion folicutar podria indicar disminucién en la actividad
esteroidogénica (Greenwald y Roy 1994)

En conclusion nuestros resuitados nos permiten sugerir que los componentes sensoriales
del reflejo neuroenddcrino que provoca Ja liberacion de las gonadotropinas seguido de la
liberacion de los estrégenos, seria mediada por fibras primarias aferentes sensibles a la
capsaicina  Adicionalmente estas fibras pudieran influenciar indirectamente a los Grganos
reproductivos con la liberacion de sustancia P como un neurotransmisor de sinapsis
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EFECTOS DE LA DESNERVACION SENSORIAL

SOBRE LA PUBERTAD

Carolina Mordn* Rocio Selene Razo* Leticia Morales* y Roberto Dominguez*

RESUMEN

En faregulacién de las funciones ovéricas pariicipan tan-
to las hormonas sintetizadas por el eje hipotalamo-hipdTisis-
génadas come la inervacion que recibe el ovario. La
inervacion sensorial, cuyo principal marcador bioquimico es
la substancia P, s uno de los componentes en la -traduc-
ciéne. de las senales ovaricas por parte del sistema neevio-
s0 En este trabajo analizamos los efectos de fa dengrvacion
sensorial en 1a reguiacién de l0s mecanismos neurales
involucrados en la pubertad de la rata Se realizd la
denervacion sensorial aplicando capsaicina s¢ (50mg/Kg de
pc) aratas recién nacidas ¢ de 72 horas de vida Se evalua:
ron los siguientes parametros: Edad de la apertura y del pri-
mer estre vaginal, namero de ovocitos liberades, pesc de
drganos. nimero de foliculos y concentracidn de hormonas
esteroides Cemparadas con el grupe control. lgs ratas
denarvadas presentaron un retrase en la edad en que se
presenta el primer estre vaginal {40 320 63 testigo absoluto;
45 710,90 capsaicina ai nacimiento; 44.9+1 0 capsaicina a
las 72 horas r< 0.05), sin queé s& medifique las concentra.
ciongs plasmaticas de estrégenos El niimero de ovocitos
liberados al primer estro fue significativamente menor séle
en las ratas fenervadas al nacimiento {6 4+0 63 vs 8 020 42
p< 0.05} y coincide con una disminucion en el nimero total
de foliculos (77 525 8 vs 124 624 .7, p<0 05). Enlos anima-
les denervados a los tres dias de edad, se observé aumen-
to det total de foliculos medidos (162 0:3.8 vs 124 6=4 7
p<0 05) Ladenervacion senscrial no modificd la concentra-
cién de progestercna. Estos resultados nos permiten suge-
fir que la inervacion senscrial es uno de los componentes
neurales entre el eje génada-hipotatamo

Lebe atoro de Fisiclogia Reproductiva, Unidad de Investiga-
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ovarica, capsaicina pubertad desarrollo folicular hormonas
esteroides

Agradecimientos
Este trabajo se realizd con el apoyo de PAERP PAPHT
293799 y de CONACYT 29006N

INTRODUCCION

La inervacién que llega al ovario participa directamente
en el control del desarrollo feficular y la esteroidogénesis
Estas fibras son de naturaleza simpatica y sensorial y llegan
a las principales estructuras del ovario (vasculatura tejido
intersticial foliculos-en desarrollo), a través del plexo ovarico
del nervic ovarico superior y deivago {1 2 3)

Las fibras sensoriales se criginan en los segmentos 79-
T11 y L2-L4 de ia médula espinal y arriban af drganc por &l
plexo ovarico, mientras que las fibras simpaticas se originan
en los segmentos T11-L4 y arriban al ovario por el nenvio
ovarico superior Las fibras sensoriales pueden ser recono-
cidas por la presencia de sustancia F (SP), péptido selacio-
nado con et gen de la cakitonina (CGRP} y el péptido intes-
tinat vasoactivo (VIF) entre otros (4. 5, 6, 7)

Existen evidencias experimentales que permiten suponer
que existe wha conexidn neural bidireccional entre jos ovanos
y el sistema nervioso central £studios de marcaje
transneuronal con et virus de Ia pseuvdorrebia inyectado en el
ovario muestran que aparecen neuronas marcadas en el
diencéfalo v algunos nicleos hipetalamices (8) En el animal
hemicastrado el contenide de LHRH hipotatdmico incrermenta
ipsilateral a la ovariectomia (9} Lalesion unitateral del nicieo
medias del rafé (10) o de la sustarcia gris periacueductal (11)
afectan la ovulacion del ovario ipsilateral a la jesion La
inervacion sensoral enviaria a! sisiema nervioso central (SMNC}
informacién rapida sobre el funcionamiento del ovario (12)
En este contexto, las fibras sensoriales representarian las vizs
aferentes que informan sobre la sensibitidad y ef estado indi-
vidual del desarroito foliciiar (13 14)
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Para estudiar la participacidn de ta informacion sensorial
en la fisiologia de diversos drganos, se ha utilizado a la
capsaicina como un neurotoxico espegifico Las neuronas
que son afectadas por la aplicacion de capsaicina son las
sensoriales primarias, son peptidérgicas, de diametro pe-
queio a mediane, no mielinizadas o con peca mielina (15,
16} La capsaicina actua a través de la estimulacion de un
receptor de membrana especifico, el cual ha side localizado
en neuronas aferentes primarias en los segmentos cervical
toréxico y lumbar (17).

En la rata, después de la aplicacion de capsaicina
(sistémica en 1a etapa neonatal o cuando se aplica de ma-
nera focal en la etapa adulta) la cantidad de SP-
inmuncrreactiva disminuye significativamente en los ¢rga-
nos reproductives (18, 19)

La administracion intratecal de capsaicina no tiene efec-
tos en la duracidn del ciclo estral. 1a hipertrofia compensa-
dora 0 el comportamiento sexual de ta hembra Sin embar-
go. los animales denervades mostraron una reduccion sig-
nificativa en 1a tasa de fertitidad, comparada con las ratas
testigo {tratadas con vehiculo o sin tratamiento) (20) Estos
resultados llevan a sugerir que la falta de informacion sen-
sorizl reduce la capacidad de estimutacion cervico-vaginal
que desencadena la prenez. Al parecer los efectos de
la capsaicina sobre la regulacién del ciclo estral, la ovuia-
cion y 1ag funciones repreductivas dependen entre otros fac-
tores del inicio del tratamiento, de la dosis y la cepa def ani-
mal en estudio (15). La destruccidn de neurcnas primarias
aferentes inducida por la administracién neonatal de
capsaicina, modificé et crecimiento corporal subsecuente,
la maduracidn sexual y ciertos aspectos de las funciones
reproductivas ¢como una menor frecuencia de prefez v la
mayoria de las hembras que quedan predadas no llegan a
termino (18} Estos resuitados permiten sugerir que los com-
penentes sensoriales del reflejo neuraenddcering que inter-
viene en la liberacién de la LH y 1a prolacting hipofisiaria,
seguida a la estimulacién mecanica por la copula en la rata
hernbra. serian mediados por nenios sensoriales sensibles
a la capsaicina

La foliculogénesis en la rata se inicia cerca de la médula
regidn que contiene la mayor parte de la inervacién La de-
teccién inmunchistoquimica de estas fibras se ha realizado
en ovarios fetales antes de que se inicie la foliculogénesis
y ya para los tres dias de nacidas existe un nimero irpor-
tante de folicules (19). hechos que llevan a pensar en la
existencia de una estrecha relacion entre la presencia de
las fibras y la foliculogénesis,

Para analizar }a participacion de la informagién senscrial
en los mecanismos que modulan el inicto de la pubertad de
la hembra se estudiaron los efectos del tratamiento cen
capsaicina al nacimiento ¢ a las 72 horas de vida sobre el
crecimiento folicular v la concentracion de hormonas
esteroides

FALL

MATERIAL ¥ METODOS

Se utilizaron ratas hembras recién nacidas de la cepa
C11-2ZV, mantenidas en condiciones controladas de ilumi-
nacién 14 horas de tuz (0500 a 19:00) ¥ 10 de obscuridad y
temperatura ambiente Al nacimiento las camadas fuercn
sexadas y se maniuvieren 5 hembras y un macho por caja
Las crias permanecieron con la madre hasta el dia 21 de
edad vy a padic de este momenio tuvieron libre acceso al
agua y alimento. Todos los animales fueron pesados una
vez por semana en una balanza cen sensibilidad de 0 1 g
Al nacimiento o ai tercer dia 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 via subcutanea con 50mg/Kg de
peso corporal de capsaicina (derivado de la Vanillilamida 8-
metit-N-Vanillil-6-nonenamida, Sigma Chemical Co. St
Louis. MO, USA). El farmaco se disolvié en una solucion de
etanol (10 ml), Tween 80 (10 ml) solucién salina (80 mi)
También se contd con un grupe inyectado con vehiculo y
otro que no recitid tratamiente al cual lamamos testlgo
absolulo,

Todas las ratas fueron revisadas diariamente a partir de
los 20 dias de edag Al momento en que se present la
canalizacién de la vagina se inicié la toma de frotis vaginales
y los animales fueren sacrificados cuando la citologia vaginal
correspondié a un estro tipice

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Los animales fueron sacrificados por decapitacion Se
colectd la sangre del tronco, 1a que se dejé coagular a tem-
peratura ambiente durante 15 minutes, se centrifugd a 3500
rpm y el suero se almacend a -20°C hasta ka cuantificacion
de hormonas esteroides La cuantificacién de 17b-estradiol
y progesterona se realizd por radioinmunoanalisis (RIA) uti-
fizando estuches comerciales {Coat-A-Count Los Angeles
Ca EEUU)

Alaautopsia se disecaron los oviductos donde se busco
la presencia de ovocitos. 105 que fueron contados con la
ayuda de un microscopio estereoscopio Se disecaron y
pesaren en balanza de precision 'os ovarios y el Ulero Los
ovarios fueron fijados en liquido de Bouin incluidos en pa-
rafina se realizaron gortes seriados de 10 pm qué fueron
teridos con hematoxiiina-eosina  Los foliculos fueron clast-
ficados en sancs o airésicos; se considerd a un foliculo
atrésico si éste presentaba al menos una de las siguientes
caracteristicas: picnosis nuclear de las células de la
granulosa, descamacion de las células de la granulosa
engrosamiento de fas capas celulares da fa teca 0 altera-
cidn del ovocito
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ANALISIS ESTADISTICO

La edad de apertura vaginal, del primer estro del nGme-
o de ovociws liberados y de foliculos, fueron analizados
por la prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de
Dunn £l peso corporal, de los ovarios, {lero y ta concen-
tracién sérica de hormonas esteroides se analizaron por una
prueba de andlisis de varianza muitifactorial (ANDEVAY), se-
guida por 12 prueba de Tukey La tasa ovilaloria (definida
como el nirmero de animales ovulantes/nimero total de ani-
males tratados) se analizé por la prueba de probabilidad
exacta de Fisher o de Ji2z En todos los casos se considero
como diferencias estadisticamente significativas aquellas
cuya probatifidad fue menor ¢ igual al 0 05

RESULTADOS

No sz observaron dgiferencias significativas en el peso
corporal de 103 animales tratados con vehiculo y los testigo.
£n los animales tratados con ¢apsaicina al nacimiento el
pesc corporal hasta los 25 dias de edad, fue semejante al
testigo y fue menor a los 32 dias En comparacion el grupo
testigo absoluto, los animales denervados alas 72 horas de
nacides, la disminugién del peso corporal s¢ observé apar-
tir de los 21 dias de edad (Figura 1)

Capsaicing al nacimiento
100

80

ey

vz 18 25 82
£dad {dias)

o 3 7

14 21 28 35
Edad (Dias)

+ p<0.05vs  <riculo (Prucba de ANDEVA, sequida per Tukey) * p<0 05
vs Tes ;2 absoluto {Prueba de ANDEVS seguida por Tukey)

Enlas hembras tratadas at nacimiento con capsaicina, ta
edad de apertura vaginal y del primer estro se cetrasd
sigrificativarnente comparado con los animales tratados con
vehiculo. El porcentaje de animales denervados que ovularon
al primer estre fue similar que el grupo testigo o tratado con
vehiculo, mientras que el nimero de ovocitos liberados por
amboes ovarios fue significativamente menor que &l de los
animales testigo absoiuto o tratados con vehiculo (Tabla 1)

Tabla 1. Tasa de animales ovulantes {numero de animales.
ovulantes/numero total) media + e.e.m de la edad de apertura
vaginal primer estro y del ndmero de ovocitos liberados por
ambos ovarios de ratas Testigo absoluto o tratadas al nacimiento

con Vehiculo o Capsaiting

I T acadGe | €0ad de pumer | Lasa da ammates | numero de
l | apertwa vagnat; astro gvulantes ovositos

| Testigo absoluto |20} _39.320.49 1 _£0.3:0,63 69 8.0:0.42
Yehigulo ‘110 37.6:0.20" ' 38.5:0.38 95 2.0:020
| Capsaitina 1221 40.520.36% 1 457:0.90° 4 iR G.A+0.63+

+  p<005 vs rehicd {Frueba de Krusial- Wallis sequ da por la prueba de Dunn)
* o p=0 05 s testigr abloluta (F rueba o KruskalbWallis Leguida por la prueba de Ounn)

En fas hembras tratadas con ¢apsaicina a las 72 horas
de edad, laedad de apertura vaginal y primer estio se retra-
6 significativamente comparado con los animales testigo
absoluto No se observaron diferencias significativas en la
tasa de animales ovulantes asi como el numero de ovocitos

fiberados por ambos ovarios  {Tabla 2)

Tabla 2. Tasa de animales ovulantes (himero de animales
avulantes/ndmero lotal) media + e.e m. de la edad de apertura
vaginal, primer estro y det nimero de ovocitos liberados por
ambos ovarios de ratas Testigo absoluto o tratadas a las 72 hrs
de nacidas con Vehiculo o Capsaicina

i HE] eGad0a | eqag du prumer |lasa de anmales wmerp da |
! b lavereavagen!  esyo ovlartes ouactos |
i_T_r.’s‘.igu absoluto 120 38.23:049 i 40.3:0.63 | 89 8.0:0.42 ,
[Vehiculs 23] a2.9:0.50% | 43.0:0.82° | 8 73:0.70
tCapsaicina, 291 4284095 1 44921007 } 76 7.2:067

P05 vs lestige aTspiuto (Prreba te U ge Mann Wharay segwida por Dunay

En los animales tratados con capsaicina al nacimiento
asi como en 1os denervados a las 72 horas de nacidos no se
modificaron las concentraciones séricas de estradiol o
progesterona {Tabla 3)

Tabla 3. Mecia £ e e.m. de la concentracion serica de estradiol
1E2) y progesiercna (P4) de ratas Testigo abscluto © tratadas al
nacimierto © a las 72 horas de nacidas con Vehiculo o

Capsaicina
Al nacimiento a las 72 horas
) © Pafng'ml) €2 tpg/mi) Pding/mt) b
_Testign absokro | 5.4¢1.10 20.321.51 5.421.90 |
| Vehiculg 572250 23.4:3.40 5.7:0.92 !
“Capsaicing S1:2.50 52:78 2 0:0.53
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En los animales denenvados al nacimiento el peso relati-
vo de lamasaovarica aumentd signficativamente con res-
pecto a los animales testige mientras que el peso del Otere
no se medifico (Tabla 4)

La denervacion sensorial al nacimiento disminuyé
significativamente el ndmero total de {cliculos y el porcenta-
je de foliculos sanos, aunque ésta no legd a ser
estadisticamente significativa {Tabia 4)

Tabla 4. Mediaze.e m, de la masa ovdrica, del (tero y del
namero total de foliculos y porcentaje de foliculos sanos de ratas
Testigo absolute © tatadas al nacimiento con Vehiculo o
Capsaicina y sacrificadas al primer estre vaginal

; Masa ovarica Uteio Nomerololal | % lolicules

1 mgl1o¢ g pe Ja toliculos 53N03
Testigp absoluto | 30.611.94 136.066.57 : 124.634.7 620
Vahiculo 29.2+1,40 140.124.60 1 140.0+3.36 6639
Gapsaicina 36, 51,40 152.126.80 T7T5258+ 0.8

" op<G RS v testigo absoluto o vehiculo (ANDEVA sejuida por Tukey)
« pe0 05«5 lestigo absoluto 0 vehiculo (Kruskal Wat s seguida por Dunn)

En los anisnales denervados a las 72 horas de nacidos
hay un aumento en el nimero total de foliculos en compara-
cidn con 105 animales testigo y el porcentaje de fcliculos
sanos ne se vio afectado por 1a denervacién sensorial En
estos animales denervados el peso relativo de 1a masa
ovérica y ¢! Utero no se vieron afectados (Tabla 5}

Tabla 5. Mediazé.e m, de la masa ovdrica, del Glero y det
namero total de foliculos y porcentaje de foliculos sanos de ratas
testigo absolute o tratadas a las 72 horas de nacidas con
Vehiculo ¢ Capsaicina y sacrificadas al primer estro vaginal

Masa ovérica Utera  iNomerototal | % foliculos

mgH 104 g pe :-:e foticutos sancs
Testigo absoivto | 30.6<1.94 136.026.57 3 124.624.7 62.0
Vehiculo 28.811.80 1305571 | 189.7243.9 245
Capsaicina 31.123.88 14442810 [ 162.063 8* 390

" prQ 05 vs lestigo absatule (Frucba de Kruskal-walis. sequida por laprueba de Dunn)

DISCUSION

Elretraso en el crecimiento corporal y en fa edad de aper-
tura vaginal y primer estro provocado por la denervacion
sensorial, nos lleva a sugerir que dicha informacién es ne-
cesarta para que se cierre el cirquito que involugra la
estimulacién del SNC y moeduta eiinicio de la pubertad

Los resuitados oblenidos en el p esente estudio mues-
tran que los efectes de la denervacidn sensorial dependen
de la edad en la que se inducen, En{os animales tratados al
nacimiento el primer estro vaginal se presentd 120 a 144
horas después de la apertura vagingl, mientras que en los
tratados en el dia tres el estro vagiral se observé 72 horas
después de ta canalizacion vaginal Segun Carrilloy col (20);

Holzer, (15) lainyeccién de capsaicina en la etapa neonatal
no maodifica el patrén de crecimiento corporal durante los
primeros 27 dias de vida. En nuestro estudio 1a denervacidn
al nac#niento provoco retraso en el crecimiento a partir de
los 32 dias de edad mientras que cuando la denervacién se
realizé a los 3 dias de edad é&ste se presenta desde ef dia
21

El retraso en el inicio de la pubertad provecado por la
glicninacion de ta informacion sensorial podria ser conse-
cuencia de la disminucidn en el pesc corporal que se cbser-
vd previo a ta pubertad. Estudios de Frisch (21), Steiner y
col. {22} muestran que la edad en la que se produce la ca-
nalizacién de la vagina depende entre otros factores del
peso y latalla gel animal Otra posible explicaciénes que la
denervacion sensorial de la vagina resuite en la disminucion
en la sensibilidad de ésta a los estrégenos, ya que en estos
animalés no se observaron cambios significativos en la con-
centracidon sérica de 1a hormona. )

La disminucion del ndmero de foliculos ovaricos en los
animales tratados con capsaicina al nacimiento hecho que
no ocurre cuande los animales fueron denervadoes en el dia
tres de vida {final de la etapa de fa foliculogénesis}, indica
que 1a informacion sensorial que se genera en ef ovarnio es
indispensable para que se dénormalmente !a foliculogénesis
Dicha inervacidn podria estar vinculada con la liberagion de
algon tipo de neurotrofina, tal y como ha sido propuesto por
Dissen y col (23)  Segun Malamed y col {19) existe un
periodo explosivo de diferenciacion folicular que ocurre en-
tre el dia uno y dos de vida postnatal y existen evidencias
de que [a fuliculogénesis es un evento independiente de las
gonadotropinas {24, 19)

La disminucion en el numero de ovocitos liberados en los
animales tratades con capsaicina al nacimiento puede ser
explicado por la disminucién en el numere de foficulos ob-
servado en los ovarios Esta disminucién en el nimero de
{foliculos podria ser consecuencia de la disminucién de la
concentracion plasmatica de genadotropinas mostrada por
Cotton y col. (25)

Segln Sterne y col (26}, Luthman y col {27), Farkas-
Szallasi y col {28} y Schicho y col (29) la destruccién de
las fibras sensoriales resulia en un aumento de las fibras
simpaticas o parasimpdticas que s2cretan NPY o VIP Losg
resuitados de nuestro estudio abien la posibitidad de que
exista un rearreglo de los sistemas neurales del ovario lo
que resufte en cambios en la secrecion de newropéptidos
que tienen ia capacidad de reducir el desarrollo folicular en
combinacion con ia estimulacion gonadetrépica

Tomados en conjunto I0s resultados det presente estu-
dio y otros previos. postulamos que 1a inervacidn sensorial
es uno de fos componentas neurales entre el eje gonada-
hipotdlame 1al como ya ha sido proguesto previamente {1
9 12 30)
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EFECTOS DE LA INYECCION DE CAPSAICINA (CAP) AL
NACIMIENTO SOBRE EL OVARIO DE LA RATA
PREPUBER. Mordn, C * Morales L, Quirdz, U*, Chavira R*y
pominguez, R Unidad de Investigacién en Biclogia de la
Reproduccidn, FES Zaragoza UNAM. México

El ovaric recibe inervacidén simpdtica, parasimpdtica y
senscrial, [as cuales participan en el control de sus funciones.
Las terminales nerviosas aferentes, qué tienen a la substancia
P (SP) como principal neurotcansmisor, estan asociadas a la
vasculatura vy a los foliculos en desarrolle. La administracidn
de SP no modifica 12 secrecion de estercides ovaricos,
aunque 1a eliminacién de las fibras sensodiales provoca
alteraciones en e} crecimiento del folicuto. Por ello en este
estudio se analizaron los efectos de la denervacidn sensorial
producida por la inyeccidn de CAP {50 mgikg.) s.c. a ratas
recién nacidas, scbre la concentracién sérica de estradiol {Ez)
y pregesterona {(P4), 1@ de noradrenalina (NA) ovarica y los
pesos de los 6rganos en animales sacrificados a los 20, 24,
28 y 32 dias de ¢dad. En los animales  sacrificados a los 32
dias de edad la denetvacidn fesullé en la disminucisn del
peso corporal (776426 vs, 90+2.2) la masa oviwica
(22641.6 vs. 26,611 8), el Utero {45123 5 vs 82.3t7.9) y 1a
concentracion de Po (2.3:05 vs. 125+23). Cuando los
animales denervados fueron sacrificados a los 28 dias, las
concentraciones de E; y Py fueron menores {E;13 6111 vs,
224424, Pgo 41215 vs 127424 ) En los animales
denervades sacrificados a los 24 dias 1a concentracién de P,
fue mayor (6 5£11 vs 1640.1) La concentracién de NA
ovarica sélo incrementd en los animales denervados
sacrificados a los 24 dias (0.87+0.07 vs. D611005). Estos
resuitados nos permiten sugerir que durante el desarrollo
prepuberal de la rata 12 informacion sensorial participa en ta
regulacion de ta secrecidn de las hormonas ovaricas

Trabajo apoyado por CONACYT 28006-N y DGARPA IN203798
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ANALISIS CONDUCTUA.  SLAREPRGDUCCION EN VARIAS ES-
PECIES DE AVES MEXICANAS ENEL ZOOLOBGICO DE SAN JUAN
DE ARAGON, Vasconcelos-Duefias, |. ¢ Islas y D.G. %
Lépez, 1.G. 'y Herndndez, ). * Zooldgico de San Juan de Ara-
gon, México, 0. F. 5 UAM de Biologiade b
Reproduccién C.B. § . México DF

La actividad regroductors enios seres vivas, estd determinada gené-
tisaments; ¥ puee sterarse poractores exdgents Enaves que vi-
ven en cakiveno, sohademostrade que la luz, os ef factor exdgeno
que afecta mas significativamente dicha funddn, Con o chijetode a-
ralizar s sigunas detas aspecies de aves silvestres consenan 1 me-
dalidad especifica de reproduccidn viviendo en condiciones de cou-
tiverio, se realizarcn chsevaciones da b conducta que presentan o

s, durante y después ddf dortejo en ejomplares cd Aguila ceal ¢ do-
mda (Aquifa crysagtos). en a toaneta & teanillo verde

prasr'nus) en u hpode Bs Cara-cara comin (Poiyborus plancus)
¥ en vadios sitaciformes came ta guaca maya verde (Are militeds), y
de el foro ocsdental (Amazona finschi), entre otros. Las obdenadio
nes se realizaron de febraro a principio de 1nio de 1999, conwuna du
raiin promedic vanabls, reguiada por ¢l porcantaje de visitantes:
iniciandose siserpre a ks 7:30 am; escdanddo de 5, 6:30 y 1100 hrs con-
finuas, La inkrmacion se anotaba entablas especaiments dsefiadas
pamaelio. Selogrd Captar y analizar varias deias fases y conductas th
picas del corejo enfas aves, oomo son: 18 difierendacion del plumaie
el roce de Ios picos, las vecalizaciones, fs liamadas de aparecy d
baile en ks espacimenes antes Cledos. En o czmo de s Aguiles,
trrrdiin s& obsend bz seleccion def sitio y metenial wsado para L cons-
trucdidn del nido; en s guacamayas Wwmbién se pudo captar pane
de¢ esa misma aclividad. En ninguno de becasts s pudo obeerwx la
cépula Todas estas gspecies de aves mexicanas. presentsmn un
pateén etolbgico dal cortejo muy smiar. Se puede Concluir que en
¥s Cara-cafa, b5 manffestaciones conductusles observadas, fue-
nx reforzantes doh jerarquia y de kos lazos sociales que existen
entre los miembros de! gruph de esa @) la importancia de
conservar y de reprodudir a Agunas de BS especies Mexicanas en
peligro, (registracas en B NOM - 059 ECOL- 1984); y de vakvar
irmontanica red aue fierer s Zoolaicos como una atternaliva care
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EFECTOS DE LA LESION BILATERAL DE LA ZO\!A
INCERTA , MEDMAL SOBRE EL CICLO ESTRAL Y
OVULACION ESPONTANEA DE LA RATA. Moran, J L,
Ramirez, E.*, Meléadez, E.*, Coroncl. L" & Ménde, A
Eaboratorie de [nvestigaciones Bioldgicas ICUAP Pucbla

En la rata, las areas predptica ¢ hipotalimica anterior (POA-AHA)
desempedan un papet crucial &n ¢l control de Ta secrecion preovulatoria
de 1a GnRH v fus gonadouop-ms En este conteol, - ¢l sisterma
& indrgico 4 apare un papel de tipo estimuante,
va que c! bleques Fam!acoioglco del sistema dopaminérgico del
hipotilamo anterior inhibe la ovuiacion ¢ intetrumpe el ciclo cstral. Gran
parte de 1a dopamina que llega a POA-AHA se proyecta desde 1z zona
incerta medial (Zlm) del tilame. Se eree que fa Zlm cs un sitio de a
aceion feedback 1 de los oviricos va que su
dcs!rucuon suprime el pico preovitlatorio de la LH v de fa prolactiaa,
aunque ao se afecta el de la FSH Con el fin de analizar el papel de la
Zim sobre ¢l ciclo estral v la ovulacidn, a ratas con ciclos estrales
reguiares de cuatro dias se les fesiond fa ZIm por micteinyeccion de dcido
kainico {1 pg/hl x lado x 5 min) en ¢l dia del cstro. Al grupe testigo sc
les perfundid sélo ¢f vehicilo, Los animales fueon sacrificados oo fa
maiian del estro vaginal: 1) luego de tres ciclos consecutives de igual
duracidn 6, 2) luego de X5 dias después de la operacidn. La lesion
bilawsal de la ZIm no afectd la ovlacién espontinea pero si alterd
significativamente 1a ciclicidad de los animates. Los resultados de Ias
frecucncias de recuperacion de ciclos estrales regulares (FCER) v log dias
de dufacion del prmer ¢iclo estral después de la cirogia v.del wowal de dias
hasta ¢] saceificio se muestran a continuacién,

Gripo FCER | Dias ¥ Ciclo | Dios Totales
Testigo 910 L0 | p7eap

Lesidn de la Zim 310" 88:1 3% | 30.9:1.3%*
*, ** p< (.05 comparado con el grupo Testigo.* Xi*; *%t de Studens).

Estos resultados muestean que la Zim del tilamo participa de manera
sigmficativa en los i neurales ¥ déerinos que regulan
el ciclo estral. lo que nos permite sugeric que la dopamina es una sedat
crucial para que el ¢iclo estral v 1a secregion de gonadoteopinas ocurran
de manera adecuada.

Apevado por CONACAT, corvemo 28067\ y FOMES 99 7344
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REGULACION ASIMETRICA DE LA AMIGDALA MEDIAL SOBRE LA FUNCIGN
COVARICA EN RATA. Mercado C. R." y Sanchez-Ramos M. A Laboratorio de
Fisiologia Facultad de Ciencias Naturales Universidad Auténoma de Querdtaro

Se ha comprobado que ademas de existir una modulacién neurgenddcring
por pare de !a amigdala sobre tos ovaries lambidn existe URa via nerviosa que
regula de forma asimétrica ia ovulacion. La lesion en i amigdala medial derecha
en el diestro 1, gisTinuye significativamente €l nimera de ovoditos liberados en el
ovario izquierdo, mientras que la leslén en la amigeala medial izqwerda no tiene
ningun efecto sobre la owulacion' Ademas se ha mportado que sblo fa
deaferentacion derecha del ‘dbule tempotal en (2tas hembra hemicastradas
reduce significativamente la respuesta de hiperrofia compensatona ovatica”

El objetivo de este trabajo lve analizar los tfectos que tiene la lesien
unifateral e la amigdala mediat sobre la ovulacidn y 1 secrecida hormonal ovarica
(progesterona y estradiol) en los dias Proestro y Estre del ciclo estrat de la rata.

Se ulilizaron fatas hembra de 1a cepa wistar mantenidas en gielo luz-
oscuridad, con libre acceso al agua y &l aliments Los animales se lesicnaron
L en la i mediat en el dia diestro 1 y se dejd que
recupararan el cdo estral. Postoriormente se sacnficaon en los gias del Proesiro
y Eslro. Se cuantficd el nimero de ovoditos liberadas de ambos ovarios en tas
ratas sachficadas en el Estro, se colectd el plasma paa la cuantificadién normonal
y se exirajeron 1as génadas para la observacion nisteogica,
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secrecidn de esteroides) y por lo lano se propene Sye 1a reguiadion asimética
nenigsa de 13 anugdala hacia los ovargs na 5810 & alaliteraadn de ovocos
5in0 lambidn a 13 actividad de las cihlas secrétoras e estrdgenc =0 el ovano
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INTRODUCCION

Las funciones del ovario son reguladas tante por las hormonas hipotalamicas & hipofisiarias como
por sefiales newales directas La inervacién simpatica aportada por el plexo ovérico v el nervio
ovérico superior, liberan al interior de la glandula una serie de newotransmisores entre los que se
encuenttan la noradienalina (NA) y el péptido intestinal vasoacivo {VIP), los que han sido
presentados como reguladores de la esteroidogénesis y el desarrolle folicular temprano (Dissen v
col 1993, Hsueh y col 1994, Mayerhofer y col 1997) En el ovario ademas coexisten otros tipos
de inervacidn; la parasimpética y la sensorial

Las fibras sensotiales que arriban al ovario presentan caractesisticas simtlares a las que
inervan otros drganos viscerales; tienen como péptidos maicadores a la sustancia P (SP), al
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y al VIP: tienen soma pequefio y las
fibras tienen muy poca o no presentan mielina (Holzer 1991) [as fibias sensotiales que se
localizan en el ovario, se originan en los segmentos T9-T11 y L2-[4 de la médula espinal »
arriban al organo pot el plexc ovaricoe (Nance v cot 1988, Klein v Burden 1988, Papka v col
1996, McNeiil y Burden 1987)

El que el ovario obtenga ineivacion motoia del sistema simpatice y del parasimpdtico (a
través del nervio vago) y adicionalmente posea fibras aferentes que viajan por rutas simpdticas 3
vagales, sugiere la existencia de un gje neural ovario-hipotalamo el cual pudiera estar iny oluciado
en ¢l control de las funciones del drgano. De las evidencias funcionales que apoyan esta hipotesis.
se encuentran los trabajos del grupo de Gerendal (1993,i997.2000), quienes al hacer
hemiovariectomias observan ¢n el hipotdlamo incremento unilateral en ef contenido del factor
liberador de las gonadotropinas. Adicionalmente, las lesiones unilaterales en el hipotalamo, en
drcas extrahipotaldmicas, en la médula espinal o a seccion del netvio vago, modifican algunas
funciones ovaricas Advisy col (1989), mosuaron que a1atas inmaduras hipofisectomizadas a las
que se les lesiona el lado izquierde del area predptica antetior del hipotdlamo. presentan
incremento significativo en la concentracion de VIP intra-ovarico

Las evidencias morfolégicas obtenidas la mayoiia de ellas por estudios de marcaje tansnewonal
indican que las vias por las que la informacion sensotial de los o1gmos reproductores es ilevada
al sistema netvioso cential. ¢s a través de los noivios sensoriales qus terminan en ¢l cuerpo de ln
1aiz dorsal v la sustancia @iis intermedia Lan paite de la informac m aferente s hiberady via o
fracio espino-solitatio al nicleo del tracto solitatio de la paite caudal do ia base del cercbro v 2
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través del nucleo gracilis. El Nucleo del tracio solitario provecta, en parte al nucleo
paraventricular » al supradptico, nicleos que cstan relacionados cn la reguiacion de algunos
procesos reproductivos (Collins v col 1999)

Similar a lo que sucede en otros organos inervados por fibras simwpdticas. parasimpdticas o
sensoriales, el factor de crecimiento neural (NGF) es producido en el ovatio v tansportado
1etrogradamente desde el boton terminal hasta ¢l soma neuronal donde funciona como factor de
supervivencia Uil receptor de baja afinidad al NGU y a olas ncwroftopinas se encuentran
presentes en <l ovaiio de larata desde la etapa fetal (Dissen v col 1991} Posterior al nacimiento.
ocuite la foliculogénesis cerca de la médula, 1egion que contiene la mayor paite de la inervacién y
en la que en algunas especies de mamiferos inctuyendo a la rata Winstar y algunos primates,
presentan peuronas intrinsicas (D'Albora y col 2000) Cuando se inyecta el anticuerpo al NGF a
1atas recién nacidas, se retrasa la pubertad, se presentan irregularidades en el ciclo estial y se
retrasa el crecimiento folicular Estas evidencias han permitido proponer a los autores que la
inervacion sensorial pudicra servir como una via de comunicacion entre los foliculos {Lara y col
1990).

fomado en cuenia ademas quc al momento en que se lleva a cabe la foliculogénesis aun no hay
ieceptotes a [as gonadotropinas peto si fibras nerviosas; se ha sugerido que la inervacion del
ovarie contribuye 2 la adquisicion de receptoles a las gonadotropinas por parte de los foliculos 3
de esta manera modula el desatrollo de los foliculos (Dissen y col 1992)

Dado que fao la inervacion simpéatica » scnsotial son dependientes del NG v que
aparenternente In viabilidad del factor en los tejidos es limitada ia denervacion quirtirgica o la
administracion de neurotoxicos especificos, modifica Ja disponibilidad del factor neural en ia
inervacién que queda intacta (Schicho y col 1998) Asi, la denervacion simpdtica provoca
incremento ¢n lu densidad de las terminales nerviosas sensoriales, esto se ha observado en el
sistema cardiovascular, el ttacto urogenital y los ganglios simpaticos (Aberdeen y col 1990) Por
otra patte, cuande se 1ealiza la denervacion sensorial por la administracién de capsaicina la
hiperinervacién simpdtica se presenta en las arterias mesentéricas( Ralevic v col 1993) el inis y
la cavidad cral (1etenghi y col 1986)

Para estudiar la participacion de la infoimacion sensorial <n la fisiclogia de diversos
organos, se ha utilizado a la capsaicina como un newotéxico especifico que actua a través de la
estimulacion do un receptor de membrana ¢l cual ha sido localizado e newronas aferentes
primatias en los scgmentos cervical, tordxico y lumbar (Holzer 1991, Szallazi 1994, Wardley 3
col 1997)

Segun Nance y col (1987) “la adimunistiacion intiatecal Jde capsaicing a 1atas adultas no
tiene efectos cn la duracidn del ciclo estral. la hipertrofia compensadora o el comportamiento
sexual de la hemabra Sin embaigo, Ios animales denersados mostivion una reduccion significativa
en la tasa de tuililidad, comparada con las 1atas testigo™ Los autores sugieren que la falta de
inlormacion sensorial 1educe la capacidad de estimulacion cenvico-vaginal que desencadena la
piehez

[l renhizados por Taurtg v cob (1982 v por nuestro lboratorie, han mostrade que
ia administzcion de capsaicing en 1a etapa neonatal. ademas de modilicar el crecimiento corporal
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en la etapa peripuberal, induce retraso en ¢l inicio de la pubertad reduccién en el namero de
ovocitos liberados en el dia del primer estro vaginal y del numero de foliculos en
aproximadamente un 48%, este descenso se acompaiia de un incremento significativo de la atresia
(Motan y col 2000a) Estos resultados nos han permitido plantear el posible papel estimulatorio
de la inervacion sensorial sobre el desarrollo de los foliculos, €l cual estaria modulando dicho
proceso desde la etapa en que se inicia la foliculogénesis Y dade que es. en la etapa jusenit en la
que se da ¢l mayor indice de crecimiento y diferenciacién de los foliculos en la rata, el proposito
del presente trabajo fue estudiar los efectos de la denetvacion sensotial inducida al nacimiento
por la administracién de capsaicina, en los procesos de crecimiento v diferenciacion gel foliculo
ovarico, asi como en la scerecion de hormonas esteroides a lo largo de la etapa jusenil

MATERIAL Y METODOS

Sc utilizaton ratas hembras recién nacidas de la cepa Cil-ZVv mantenidas <n condiciones
controladas de iluminacion 14 horas de luz (05:00 a 19:00) vy 10 de obscwridad y temperatura
ambiente Al nacimiento las camadas fueron sexadas y se mantuvieron 5 hembras y un macho
por caja. Las crias permanecieron con la madre hasta el dia 21 de edad, y a partir de este
momento twvieron libre acceso al agua y alimente 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 via subeutdnea con 50mg/Kg de peso
corporal de capsaicina {derivado de fa Vanillilamida 8-metil-N-Vanillil-6-nonenamida, Sigma
Chemical Co, St TLouis, Mo USA) El firmaco se disolvid en una solucion de etanol (10%)
I'ween 80 (10%) y solucion salina (80%) b) Giupo inyectado con vchiculo en el mismo volumen
¥ €) otto que no recibio tatamiento, al cual llamamos testigo absoluto

PROCEDIMIENIO DE AUTOPSIA

Los animales fueron sacrificados por decapitacion a la edad de 20, 24, 28 & 32 dias de
edad, previa loma de peso corporal Se colectd la sangie def tronco, la que se dejd coagular a
temperatuia ambicnte durante 15 minutos, se centrifugd a 3500 1pm y el suero se almacend a -20°
C hasta la cuantificacién de houmonas esteroides La cuantificacion de 17B-esttadiol v
progesterona se realizo por radioinmuncandlisis (RIA) utilizando estuches comerciales (Coat-A-
Count, Los Angeles. Ca EE UL )

Se disecaron v pesaron en balanza de precision los ovarios v el uteto Los ovarios fueron
fijados en liquido de Bouin, incluides en paiafina, se :ealizaton cortes settados de 10 um que
fueron tefiidos con hematoxilina-cosina Los folicules fueion clasificados en sanos o auésicos; se
considerd a un foliculo atrésico si éste presentaba al menos una de las siguientes caragteristicas:
picnosis nuclear de las células de la granuiosa, descamacion de las células de la granulosa
engrosamiento de las capas celulazes de la teca o alteracion del ovocite

ANALISIS ESTADISTICO

El pzso corpotal. de los ovarios del urero la concentracion scrica de hormenas esteroides
y ¢l didqmetre folicular promedio se analizaron pot la prueba de anilisis de varianza multitactorial
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(ANDEVA), seguida por la prueba de Tukey El numero de folicules fue analizado por la prueba
de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de Dunn En todos los casos se considerd como
diferencias estadisticamente significativas aquellas cuva probabilidad fue menor o igual al 0 05

RESULTADOS

Experimento 1. Efectos de Ia administracion sistémica de capsaicina al nacimiento sobte ¢l
peso corporal, de los drganos y Ia esteroidogénesis durante el periodo juvenil.

El peso de los animales denervados y sactificados a los 20 dias de edad fue menor al de
los animales inyectados con el vehiculo, aunque no existe ninguna diferencia cuando se compata
con el animal sin tratamiento. Sin embargo, a los 32 dias de edad los animales denervados
pesaron menos respecto a los animales inyectados con el vehiculo v a los testigo absoluto (Tabla
b
Tabla 1. Media + e del peso corporal en animales testigo absoluto, inyectados con vehiculo
o capsaicina al nacimiento Los animales fueron autopsiados a diferentes edades previas a la
pubertad.

20 dias 24 dias 28 dias 32 dias
Testigo absoluto 41 340 4 60 809 69 242 11 89 d4=07
Vehiculo 4802 7 § 56 §+1 5 65 342 47 90 0=2 2
Capsaicina 40 1409 * 58 6x1 8§ 61 6437 7762 6 %7

* P<0 05 vs vehiculo (ANDEVA seguida de Tukey)
TP<0 05 vs Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey)

I3 peso de los ovarios de los animales denervados y saciificades a los 32 dias de edad fue
significativamente menot al registtado en Jos animales testigo o inyectados con el vehiculo, sin
cambios en las demds edades (Tabla 2) El pesc del Utero de los animales denervados y
sacrificados a los 32 dias de edad se comporta de la misma manera (Tabla 3)

Tabla 2. Media = cem de la masa ovdrica en animales testigo absoluto, inyectados con vehiculo
o con capsaicing al nacimiento Los animales fucron autopsiados a diferentes edades previas a da
pubertad

| 20 dias 24 dias 28 dias 32 dias
Testigo absolute 19940 4 23941 6 I 28 742 4 306=28 -
Vehiculo 16 8+2 4 19 140§ 255315 256218 |
Eapsaicina 18842 6 20 2&1 2 L 247416 2262161

7 P<0 05 vs Testigo absoiuto {ANDEV A seguida de Tukey)



Tabla 3. Media + eem del peso del itero en animales testigo absoluto inyectades con vehiculo
0 con capsaicina al nacimiento Los animales fueron autopsiados a diferentes cdades mevias a la

pubettad

20 dias 24 dias 28 dias 32 dias
Testigo absoluto 31 1x2 1 3584253 30840 73 7=13 8
Vehiculo 382421 40 4£2 3 42 3+2 3 823479
capsaicina 336+2 1 40 4£3 7 509+2 8 45 1=3 5 ¥4

* P<0 05 vs Vehiculo (ANDEV A seguida de Tukey)

¥ P<0 05 vs Testigo absoluto (ANDEVA seguida de Tukey)

La concentracion sérica de estradiol fue menor en los animates denervadoes v sactificados a los 28
dias de edad. con respecto a4 ambos grupos testigo Mientras que la concentiacién de
progesterona permanecié baja en las cuatto  edades estudiadas siendo estadisticamente
significativas de los 24 dias de edad en adelante (1abla 4)

Tabla 4. Media % eem. de la concentracion en suero de estradiol y progesterona ¢n animales
testigo o tratados con capsaicina o vehiculo al nacimiento Los animales fueron autopsiados a
diferentes edades previas a la pubertad.

‘_‘ 20 dias 24 dias r 28 dias 32 dias
Estradiol {(pg/ml)
Testigo absoluto 20 443 2 316468 | 207423 16 554 7
Vehiculo 209+£3 9 1o 0161 221424 23726
Capsaicina 24 448 5 217436 136811 ¢ 209426
Progesterona (ng/mi)

Testigo absoluto 661 4 10910 4 10722 3 12 8=1 8
@iculo 6 81 3 10 6+0.1 12742 4 125423
Capsai;ina L 32610 65£1 L 47 CR T B 23205

* P<0 05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida de Tukey)
P P<005vs lestigo absoluto { ANDEVA seguida de Tukey)

Experimento 2. Tstudio de los efectos de la administracidn sistémica de capsaicina al
nacimiento sobre ¢l crecimicnto foltcular durante 1a etapa jus enil

Fin la figwa | se presenta el didmetro promedio de todos los foliculos medidos en el 2 atio de los
animales astgnados a cada uno de los ntatamientos L1 diametie liculm promedio tue
significatisvamente menor en los ovaries de fos animales deneivados 2l nacimiento v saciificados



a los 20 y a los 28 dias de edad, mientras que a los 32 dias de edad s¢ ptesentd wn incremento en
el didmetio folicular promedio

El numeio total de foliculos contados en los ovarios de los animales testigo absoluto, inyectados
con ¢l vehiculo o con la capsaicina y sactificados a las diferentes cdades se muestran en la figura
2 Los ovarios de los animales denervados al nacimiento y sacrificados a los 20 6 28 dias de edad,
presentan un mavor numero de foliculos que Jos animales testigo absoluto y vehiculo Mientras
que a los 24 y 32 diay de cdad no hay cambios

A iaedad de 20 1 de 28 dias de edad. se incrermenta ¢l numero de foliculos atrésicos, en tanto que
a los 32 se presenta la misma tendencia sin llegar a ser estadisticamente significativa (Tig 3) El
numero de foliculos sanos a los 28 dias incrementa, mientias que a los 32 dias de edad se da una
disminucion (Fig 4)

250
200 —_— P ——
150 . Btestigo absoluto
Owehiculo
100 - -
@ capsaicina
0 -

24 28 32 dias

Fig. 1. Mediateem del diametro folicular promedio en el ovario de animales testigo absoluto o
inyectados con vehiculo o capsaicina al nacimiento Los animales fueron sacrificados a diferentes
edades de la etapa infantil-juvenil * p<0 03 vs Vehiculo (Kruskall Wallis seguida por Dunn)
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20 24 28 32 dias

Fig. 2 Mediazeom del mimero total de foliculos en el ovario de animales testugo absoluto o

inyectados con vehiculo o capsaitina al nacimiento 1 os animales fucton sacrificados a diferentes
edades de la etapawfiantil-juvenl # p<0 03 vs Vehiculo (Kauskall woallis seguida por Dunn)
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Fig. 3 Mediateem del nlimero de foliculos atrésicos en el ovario de animales testigo absoluto o
inyectados con vehiculo o capsaicina al nacimiente Los animales fueron sacrificados a diferentes
edades de la etapa infantil-juvenil *p<0 03 vs Vehiculo (Kruskail % ailis seguida por Dunn)
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Fig 4. Mediateem del nimero de foliculos sanos en el ovario de animales testigo absoluto o
inyectados con vehiculo o capsaicina al nacimiento Los animales fueron sacrificados a diferentes
cdades de la etapa infantil-juvenit ¥ p<Q 05 vs Vehiculo (Kruskall Wallis seguida por Dunp)



DISCUSION

Los resultados del presente trabajo nos permiten sugerir que la incrvacion sensorial juega
un papel tegulador en el crecimiento y diferenciacidn del foliculo ovérico y en la
esteroldogénesis  Sc ha sugerido que la inervacion sensorial obticne informacion del
funcionamiento del ovario a través de receptores ubicados alrededor de los foliculos, la cual es
enviada a centro hipotaldmicos y extrahipotaldmicos. que estarian involuciados en la 1egulacion
de la respuesta del foliculo ovdrico a las gonadotropinas (Dominguez y Riboni 1971, Burden
1978. Dominguez ¥ col 1989, Gerendai v col. 1995, Gerendai y col. 2000, Moran y col 2000b)

La foliculogdnesis en la rata es modulada. al menos parcialmente, por la inervacién
presente en la gonada (Malamed y col 1992, Ojeda y Urbanski 1994} Estudios ptevios de nuestro
laboratorio han mosttade gue al hacer la seccién unilateral del nervio ovérico superior, que es el
principal aporte de inervacién simpdtica del ovaiio. se modifica el patrén de crecimiento
folicular Asi, la seccion a los 16 dias de edad provoca aumento en ¢l nomeio de foliculos
presentes en las gonadas de hembras de 20 ¢ 28 dias de edad, donde ¢l 80 a 90 % de los teliculos
son atrésicos (Moran y col , 2000b). En el presente trabajo, la eliminacién de la informacién
sensorial al nacimiento. induce aumento en el mimero total de foliculos en tatas de 20 ¢ 28 dias
de cdad, e incrementi el indice de atresia Estos 1esultados nos permiten sugerir que la inetvacion
sensorial tiene una participacion dual en el funcionamiento del foliculo ovarico Por una parte,
actta de manera inhibitoria sobre el numeto de foliculos que inician su ctecimiento ¥ por otra
“frena” la atresia

La inervacion sensorial lega al ovatio principaimente por el plexo ovirico, y es por este paquete
de fibras que la gomada recibe NA y péptidos como la sustancia Py el VIP (Dissen y cob 1993

Ojeda y Urbanski 1994) Se¢ ha postulado que tanto el VIP come la NA e¢ercen un papel
facilitador sobwe ¢l crecimiento folicular a través de mecanismos acoplados al sistema de AMPec,
el cual contribwyve a la adquisicién de receptores a FSH y de esta manera favorecen la
superviencia del loliculo (Mayerhoffer y col 1997). Oua alternativa es que estén participando en
la respuesta def foliculo a las gonadotiopinas (Motales y col 1998. Motan y col 2000a) Estos
antecedentes apoyatian la hipdtesis de que la  infoimacion que corre pot ias vias sensotiales
pasticipa inhibiendo la atresia folicular

En las hembras deneivadas al nacimiento y sacrificadas a los 32 diaw de edad si bien no se
modifico ¢l ndmero total de foliculos si aumentd la atresia v c¢f diametro promedio. es decir
aumentaron los foliculos antrales En estudios previos (Moran y col 2000a) mostramos que las
hembras tatadas con capsaicina abren vagina aliededor de los 40 dias de edad con una
disminucion en 11 cuota ovulatoria Esto podiia ser ¢l resultado del aumento en la atresia de los
foliculos antrales que sc observa dias previos al inicio de la pubertad

El ovario ademds de 1ecibin la informacion sensotial por ¢l plexo ovitico, presenta aferencias pot
¢l netvio vage (Gerendar v col 20603 las que son capaces de modular fas funciones ovdricas
(Burden + col 1983 Lawrence y col 1978) TLa mavoria de los electos que sesuitan de la
vagotomia (Qjeday col 1983, Nakamwma y col 1992 Buwden s Lawrence 1977) son similares a
los obsenvades cuundo se realiza la denervacion sensorial pol la admimistracion de capsaicing
(Apolonio 2000 Moan y col 2000a): sc retrasa la pubertad. se libais un numero reducido de

ovocitos ¢ inhibe ol deswrotlo de la lipertiofia compensadora
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Los péptidos principales en las fibras sensoriales son la SP y el CGRP, varios autoies han
mostrado que estos no son capaces de alterar |a secrecion de esteroides in vitro (Ojeda y col
1985, Calka y col 1988). Sin embargo, en este trabajo mostramos que la concentracion de
progesterona en los animales denervados es menor en todas las cdades estudiadas Este
comportamiento lo podemos explicar como una falta de estimulacién per paite de las
gonadotropinas sobre la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3f-HSD) (Davoren y Hsueh
1985, Leung y Stecle, 1992), hipdtesis que es apoyada por los resultados del grupo de Cotton
(1985), quienes observaron que en los animales denervados en la etapa neonatal, disminuyd la
concentracién de gonadotropinas séricas durante el periodo prepuberal No podemos descartar
que la alteracién se de a nivel del propio ovario. es probable que ante la falia de informacion
sensorial, en las ¢élulas de la teca disminuvera la expresion de la P450sce lo que se traduciria
como una menor sintesis de progesterona

La secrecion de estradiol practicamente no se modifica por la denervacidn sensorial Sélo
a los 28 dias de edad se observd disminucién de la honmona, lo que podria explicar porqué cuatio
dias posteriores disminuye el peso del ttero En conjunte, nuestros resultados nos permiten
sugerit que la informacién sensorial es fundamental en los primeros pasos de biosintesis de las
hormonas esteroides a nivel de las células de la teca, pero al parecer la actividad de las célula de
la granulosa no se ve alterada

A diferencia de lo reportado por otros autores quicnes muestran gue después de la
denervacion realizada a los dos dias de vida s¢ da una disminucién en el peso corporal desde los
14 dias de vida (Tiawtig y col 1984) o desde la tercera semana (Carrillo y col 1994); nuestros
animales presentan disminucion del peso corporal solo a los 32 dias de edad Esta disminucidn
de la masa corporal puede explicar el 1etraso de la edad en que se presenta el primer estro vaginal,
va que ¢l inicio de la pubestad estd asociado con procesos metabolicos relacionados con el peso y
la talla de animat {Steiner y col 1983)

Del presente trabajo se desprende que la patticipacién de la inervacion sensorial en los
procesos de crecimiento y diferenciacion del foliculo ovarico y la esteroidogénesis dependen del
ambiente neuroendéciino del animal (Pominguez & Riboni 1971, Burden 1978, Dominguez 3
col 1989, Gerendai y col 2000, Morales y col 1998 Moran y col 2000a)

Trabajo apoyado por CONACYT 29006N ¥ DGAPA-PAPIIT IN203799
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