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RESUMEN

Al ovario llega inervacion de tipo sensorial por medio del plexo ovarico y del nervio
vago y se le encuentra en la periferia de los foliculos en desarrollo, a nivel de la
glanduta intersticial y asociada con los vasos sanguineos. Las fibras sensoriales
pueden ser reconocidas por |a presencia de sustancia P {SP), el péptido relacionado
con el gen de |a calcitonina (CGRP) y la somatostatina entre otros.

Para conocer el efecto de la inervacién sensorial en los procesos
reproductivos se ha utilizado el modelo del anima! denervado farmacoldgicamente,
uno de estos farmacos es la capsaicina. La capsaicina es el principal ingrediente de
ciertos chiles picantes, su administracion causa una deplecién de la SP y Ia
destruccién de las fibras sensoriales.

Se ha sugerido que la informacion sensorial seria la “encargada de informar”
al SNC sobre el estado funcional de los foliculos ovaricos, y dado que se sabe que
en la rata el proceso de foliculogénesis se produce en las primeras 48 horas de vida,
en este estudio se decidid analizar el efecto de la falta de inervacion sensorial,
inducida por la administracion de capsaicina a los tres dias de edad, sobre el inicio
de la pubertad espontanea, la dindmica de ¢recimiento y diferenciacidn folicular al
primer estro vaginal, la sintesis de hormonas esteroideas y de gonadotropinas. Asi
mismo, se evalué la capacidad reproductiva de las hembras denervadas.

La denervacion sensorial realizada al tercer dia de vida causé disminucion del
peso corporal en edades cercana a la pubertad, no afectd la edad de apertura y
primer estro vaginal, sin embargo provocé aumento en ta tasa ovuiatoria, respecto al
grupo testigo absoluto (76% vs. 55%, p<0.05 prueba de Ji%).

La aplicacién de capsaicina a las 72 horas de vida no modifico el nimero total
de foliculos, pero diminuyd la cantidad de foliculos sanos la cual se evidencié en los
< de 349pm de didmetro. La denervacién sensorial aumenté el contenido perono fa
concentracion de noradrenalina respecto al grupo testigo absoluto (19.942.0 vs.
9.61¢1.4, p<0.05 ANDEVA, seguida por Tukey) y dopamina ovéricas respecto al
grupo testigo absoluto (7.8+1.7 vs. 1.1£0.09, p<0.05 ANDEVA, seguida por Tukey).



En estos los animales denervados disminuyd la concentracién sérica de E, y
P4 respeclo al grupo testigo absoluto (E; 18.3+1.6 vs. 29.3+4.1; P, 4.0£06 vs.
15.742.6, p<0.05 ANDEVA, seguida por Tukey), y no modificé la de testosterona al
primer estro vaginal, tampoco modificd las concentraciones séricas de LH y FSH, ni
la concentracién de NA, DA y 5-HT hipotalamicas.

En las hembras denervadas con capsaicina al nacimiento como a las 72
horas de vida disminuyé su capacidad reproductiva (hacimiento 13% vs. 86%; tres
dias 13% vs. 86%, p<0.05 Ji%).

Estos resultados muestran que la denervacién sensorial realizada a las 72
horas de vida no modificd el inicio de la pubertad. La inervacién sensorial modula
de manera estimulante la esteroidogénesis ovérica, el desarrolio de ios foliculos
medianos y mantiene una comunicacion con el sistema nervioso central, acerca del
funcionamiento de los foliculos.

En el animal adulto, la informacion sensorial participa de manera estimulante

en la capacidad reproductiva de las hembras.




INTRODUCCION

ORIGEN EMBRIONARIO DE LA GONADA FEMENINA

En los mamiferos las céiulas germinales primordiales migran desde su sitio de
origen hasta la cresta gonadal, donde son rodeadas por células mesenquimaticas y
mesoteliales con las que se asocian, formando el primordio gonadal. En algunas
especies como en la rala, las células germinales del ovario entran en la primera fase
meidtica, simultaneamente con una rapida formacién del sexo gonadal que puede
ser reconocido morfolégicamente. En estos momentos los ovarios producen poco o
nada de esteroides de novo y empiezan a sintetizarlos hasta que el foliculo se
encuentra ya formado (Byskov y Hoyer, 1994).

En el primordic gonadal se lleva acabo una diferenciacion tisular que
antecede a la diferenciacion sexual de este érgano. Las células somaticas del
primordio gonadal son de tres tipos: mesenquimaticas, mesoteliales y endoteliales.
Las células mesenquimdticas y mesoteliales, inician una gran actividad proliferativa
al llegar las células germinales primordiales, de manera que forman un agregado
compacto que se denomina “blastema gonadal”. Posteriormente, se inicia &l deposito
de una delgada l|amina basal entre las células del primordio gonadal, que
gradualmente lleva a la formacién de los cordones sexuales de tipo epitelial. Este
tejido queda entonces separado del estroma mesenquimatico, situado en el area
dorsal de la cresta genital a lo largo del mesonefros. En la rata y el puerco el
mesonefros al parecer participa en la formacion de la cresta gonadal. Se establece
asi la gonada indiferenciada con un componente epitelial, entre cuyas células

somaticas quedan atrapadas las células germinales primordiales (Merchant, 1951).

DIFERENCIACION DEL OVARIO

En el humano entre el dia 45 y el dia 95 de la gestacion, Ia génada femenina sélo
puede diagnosticarse por su carencia de caracteristicas testiculares. Los ovarios
tienen dos funciones que se interrelacionan, a saber la produccidn de gametos

(gametogénesis) vy la sintesis de hormonas esteroides (esteroidogénesis). En el



ovario se puede reconocer ai hilio ovarico, el cual esta unido a la superficie posterior
del ligamento ancho por el mesovario. Los nervios y vasos destinados al ovario
estan contenidos primero en un pliegue peritoneal, el ligamento lumbo ovarico,
desde el cual pasan al mesovario y de alli al hilio ovérico. El polo mediai del ovario
esta unido al Utero por medio del ligamento Utero ovarico. La region central del
ovario © médula estd formada por tejido conectivo laxo, una masa de vasos
sanguineos relativamente tortuosos, vasos linfaticos y nervios (figura 1). La region
periférica o corteza rodea la médula y posee los foliculos ovaricos incluidos en
tejido conectivo compacto. Entre la corteza y la médula no hay un limite bien definido
{Ross y cal,, 1992).

La superficie ovarica esta cubierta por un epitelio simple plano o cubico, que
corresponde al mesotelio peritoneal. Entre este mesotelio y la corteza hay
interpuesta una capa de tejido conectivo denso llamado tunica albuginea. En el
estroma de la corteza ovarica estan incluidos los foliculos ovaricos, cada uno de
ellos con un ovocito en su interior. El tamafio de! foliculo indica la etapa de
desarrollo en que se encuentra el ovocito. En el humano los primeros estadios de |a
ovogénesis se producen en los comienzos de la vida fetal, alrededor del dia 100 de
la gestacion, las ovogonias que se encuentran dividiendo por mitosis.
paulatinamente empiezan a entrar en |a profase de la primera division meidtica en la
que gquedaran detenidas hasta la pubertad (Merchant 1991; Ross y col., 1992). El
porcentaje de mitosis que precede a la meiosis varia entre las especies, en la rata
después de un periodo muy corto de actividad mitdtica se inicia la meiosis, poco
después de la diferenciacion sexual de la gonada (Byskov y Hoyer, 1994),

En la pubertad los ovarios comienzan una fase de reactivacion meiética que
se caracteriza por el crecimiento y la maduracion ciclica de pequefios grupos de
foliculos.

Se pueden identificar tres tipos bésicos de foliculos ovéricos: 1) primordiales
2) en crecimiento, que pueden subclasificarse en primarios y secundarios (antrales)

3) maduros o de Graaf (figura 2) (Ross y col., 1992).



Foliculos primordiales: aparecen en el estroma de |a corteza inmediatamente por
debajo de la tinica albuginea. Estan formados por una unica capa de células
foliculares aplanadas que se apoyan sobre una membrana basal, las células
foliculares rodean al ovocito. El ovocito mide 30 pm de didmetro y posee un nicleo
excéntrico grande con cromatina fina y uno o mas nucleolos.

Foliculo en crecimiento: en un principio, el ovocito aumenta de tamafo y las
Células foliculares aplanadas circundantes proliferan y adquieren un aspecto
cubico. En este momento la estructura recibe el nombre de foliculo primario, A
medida que el ovocito crece, aparece entre éste y las células foliculares
circundantes una capa homogénea, lamada zona pelicida.

Por medic de una rdpida proliferacién mitética, [a capa unica de células
foliculares da origen a un epitelio estratificado que rodea ail ovocito y descansa
sobre una membrana basal. Las células foliculares se llaman ahora células de la
granulosa. Conforme estas células proliferan, las células estromales que rodean al
foliculo forman una cubierta, denominada teca folicular, inmediatamente por fuera
de la membrana basal (figura 2). La teca folicular se subdivide en dos capas: la
interna, que es la mas profunda formada por células secretoras y esta muy
vascularizada, y la externa o superficial formada de células de tejido conectivo
{(Burden y col.,1983; Merchant 1991; Ross y col.,1992).

El foliculo primario se profundiza en el estroma cortical a medida que aumenta
de tamario, principalmente por proliferacion de las células de la granulosa, alcanza
un espesor de 6 a 12 hileras celulares y comienzan a aparecer cavidades llenas
de liquido, conocidas como cuerpos de Call Exner (Fawcett, 1995),

Mientras el liquido rico en &cido hialurénico llamado liquido folicular, sigue
acumulandose entre las células de la granulosa, las cavidades tienden a confluir
hasta que queda formada una cavidad semilunar Gnica denominada antro folicular.
Esta estructura se llama ahora foliculo secundario o antral (figura 2).

A medida que el foliculo secundario crece, el antro revestido por varias capas

de celulas de ia granulosa, aumenta de tamado. La capa granuiosa tiene un espesor




relativamente uniforme, excepto en la regién asociada con el ovocito. Aqui, las
celulas de la granulosa forman un monticulo, el cimulo odforo, que se proyecta en el
antro y rodea al ovocito. Las células del cumulo odforo que estan en contacto con el

ovocito y permanecen con él, después de la ovulacién forman la corona radiada.
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Figura 1. Corte transversal del ovario (Tomado de Ross y col., 1992).

Foliculo maduro o de Graaf: un foliculo maduro mide 10 mm o mas, ocupa todo
el espesor de la corteza ovarica y se forma una protuberancia en su superficie.
Cuando un foliculo alcanza su tamafo maximo, disminuye la actividad mitotica de las
células de la granulosa. La capa granulosa parece adelgazarse a medida que el
antro crece. Mientras continda agrandandose el espacio entre las células de la
granulosa, el ovocito y Jas células del cumulo odfore se van desuniendo de estas al

prepararse para la ovulacion {Ross y col.,1992).
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Figura 2. Representacion esquematica de las distintas etapas del desarrolio de los

foliculos ovaricos (Tomado de Ross y col., 1992).

PUBERTAD

En la rata la pubertad marca el inicio de la vida reproductiva, esta etapa se
caracteriza por que se produce la canalizacién espontanea de la vagina, como una
consecuencia de la estimulacion estrogénica. La apertura vaginal usualmente
ocurre un dia antes de la primera ovulacién espontanea. Muchos autores coinciden
en que la mayoria de las ratas hembra al momento de la apertura vaginal, presentan
en el frotis vaginal células cornificadas que tipifican la etapa de estro {Qjeda y col.
1980).

Con base en criterios morfoldgicos y fisiolégicos el grupo de Ojeda (1980),
postuld que en el desarrollo de los mecanismos involucrados con el inicio de la vida
reproductiva se pueden distinguir cuatro etapas, relacionadas con los distintos
componentes del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada: 1) neonatat, 2) infantil, 3) juvenil

y 4) peripuberal.



Etapa Neonatal.

Este periodo inicia con el nacimiento y finaliza el dia siete posnatal. Durante la
primera semana de vida posnaltal la respuesta del ovario al estimulo gonadotropico
es relativamente baja. No obstante se han abservado foliculos primordiales en las
primeras 24 horas de vida, por lo que se ha sugerido que durante esta etapa del
desarrallo el proceso es independiente de las gonadotropinas (Peters y col., 1973;
Peters 1979). Se ha postuiado a la inervacion extrinseca de |a génada como uno de
los elementos fundamentales en el control inicial del desarrollo folicular (Dissen y
Ojeda 1999). El control del desarrollo folicular por la hormona estimulante del
foliculo (FSH)  se inicia en el 5° dia de vida, la FSH estimula ia conversion de
testosterona a estradiol que es bioldgicamente inactivo. Los valores de la FSH
aumentan y los de la hormona luteinizante (LH) se mantiene bajos. Al final de esta
etapa se hace evidente la respuesta esteroidogénica del ovario a las gonadotropinas
(Dohler y Wuttke, 1974).

Etapa Infantil,
Se ubica entre el dia ocho y 21 de vida. En esta etapa la concentracion plasmatica
de FSH incrementa alcanzando su méximo al dia 12 de vida y comienza a declinar
gradualmente. Este evento es muy importante para el reclutamiento de los foliculos
destinados a ovular en la pubertad. Aunque también se observa un aumento en la
concentracion de la LH en forma de picos esporadicos, esta elevacion es menos
evidente que la de la FSH (Hage y col., 1978; Ojeda y col.,1980). Un factor que
contribuye a que las concentraciones de gonadotropinas estén altas es el efecto de
retroalimentacion negativa ejercido por los estrogenos.

En esta etapa la respuesta de la hipdfisis a la hormona liberadora de la
hormona luteinizante (LHRH) es mayor, debido a la existencia de una gran cantidad

de gonadotropos (Hage y col., 1978; Ojeda y col.,1980).



Etapa Juvenil.

Se localiza entre el dia 21 y 30 de vida. Continiia disminuyendo la concentracion de
la FSH a! igual que la de Ja LH. El tipo de secrecion de Ia LH es de forma pulsatil,
con un intervalo interpulso de 30 minutos, hacia el final de esta etapa incrementa
sus valores basales, presentando un “pico” por la noche y disminuye por la mafana.
En el ovario ya se observa un mayor numero de receptores para {a LH y se produce
una retroalimentacién positiva del estradiol sobre ta LH. En el ovario existe un alto
contenido de receptores a la LHRH que es maximo alrededor del dia 25, después el
contenido disminuye gradualmente al acercarse el primer estro (Smith-White y
Ojeda,1981). Durante esta etapa el desarrollo del ovario se encuentra bajo la
influencia de concentraciones plasmaticas basales de la LH y la FSH (Ojeda y
Urbanski, 1994).

Etapa Peripuberal.

Esta etapa tiene una duracién variable que culmina con la primera ovulacion. La
secrecton circadiana de la LH, asi como la secrecién de prolactina (PRL) son
independientes del control esteroideo. La génada es capaz, gracias a la secrecion
de la LH, de producir una mayor cantidad de estradiol, el que a su vez causa una
retroalimentacion positiva sobre la LH'y la FSH (Urbanski y Ojeda, 1985). En el
ovario existe un mayor niimero de receptores para la LH y la FSH, lo que se traduce
en una maxima respuesta esteroidogénica. Las concentraciones de estradiol,
progesterona y teslosterona aumentan. Cuando las concentraciones de estersides
son las adecuadas comienza la descarga de la LHRH que culmina con el “pico” de
gonadotropinas y la consecuente primera ovulacion {Mathews y col., 1987).

Tanto ia PRL como la hormona del crecimiento contribuyen a la maduracién dal

ovario facilitando los efectos de las gonadotropinas (Ojeda y Urbanski, 1994).



GENERALIDADES DEL SISTEMA NERVIOSO

Para facilitar el estudio del sistema nervioso se le ha dividido en dos grandes partes
conformadas por. el sistema nervioso central (SNC) en el cual sus células se
encuentran en el cerebro. y la médula espinal; y el sistema nervioso periférico (SNP)
que consiste de nervios sensoriales periféricos y de nervios motores los cuales se
extienden hacia todo el cuerpo desde el SNC hasta sus 6rganos blanco {Dodd y
Role, 1991, Brown, 1994).

A su vez el sistema nervioso periférico tiene dos divisiones: la somatica y la
auténoma. La divisibn somatica recibe informacidn sensorial (aferente) de los
érganos de los sentidos y controla el rendimiento motor {eferente) del muasculo
esquelético, a través de 12 pares de nervios craneales y 31 pares de nervios
espinales (Brown, 1994). Las funciones que realiza el sistema somatico estan bajo
un control voluntario, por lo que también se fe llama “sistema motor voluntario”.
Todas las neuronas de este sistema se encuentran localizadas dentro del SNC, ya
sea en el nicleo motor craneal o en el asa ventral de la médula espinal. El camino
aferente que liene este tipo de inervacion hacia el musculo esquelético es
monosinaptico (Dodd y Rale, 1991).

La division auténoma controla el masculo liso, el cardiaco y las glandulas
exocrinas; la funcién que realiza esta division no esta sujeta a un control involuntario
por lo que se le llama “sistema motor involuntario”. En el sistema motor visceral la
trayectoria aferente al drgano blanco es bisinaptico. Para realizar su funcién éste
sistema, las neuronas autondmicas son activadas por columnas de neuronas
preganglionares las cuales se encuentran dentro del ndcleo del tallo cerebral y la
médula espinal, estas neurocnas proyectan sus fibras preganglionares hacia un
ganglio autondmico externo al SNC el cual puede encontrarse cerca o lejos de su
organo blanco, en este ganglio se lleva a cabo una sinapsis de la neurona
preganglionar con una posganglionar, la cual a su vez proyecta su fibra

posganglionar hacia el érgano blanco (Dodd y Role, 1991; Brown, 1994).




El sistema nervioso auténomo tiene tres divisiones principales: el simpatico (o
toracico-lumbar), el parasimpatico (o craneosacral) y el entérico. Anatémicamente
las tres divisiones difieren en la posicion de sus neurcnas preganglionares y en la

organizacion de las posganglionares {Dodd y Role, 1991; Brown, 1994).

SISTEMA SIMPATICO

Las células preganglionares de la division simpatica se extienden desde el primer
segmento toracico de la espina dorsal, hasta por debajo del segmento lumbar y
gobierna las reacciones de lucha y huida. Como se muestra en fa figura 3 los
axones de las neuronas preganglionares emergen desde la espina dorsal a través
de la raiz ventral para proyeclarse por las ramas blancas comunicantes

(mielinizadas), hasta el ganglio de |a cadena paravertebral (Dodd y Role, 1991 ).
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Figura 3. Organizacion anatémica de las proyecciones de los axones simpaticos
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preganglionares y posganglionares (Tomado de Dodd y Role, 1991).



En el ganglio paravertebral las neuronas preganglionares hacen sinapsis con
neuronas posganglionares, cuyos axones salen del ganglio a través de la rama gris
comunicante {figura 3) y eslas fibras posganglionares inervan estructuras en la
cabeza, vigjando a lo largo de la arteria carétida, v algunos érganos blanco como
son: vasos periféricos y craneales, organos viscerales y glandulas de la cabeza y
pecho incluyendo glandulas salival y lagrimal, etc., e inervan el resto del cuerpo

viajando por los nervios periféricos espinales (Dood y Role, 1991).

Las neuronas posganglionares simpaticas actian sobre sus érganos blanco
por medio de neurotransmisores de los cuales el mas utilizado es la noradrenalina

aunque también utiliza otros de origen peptidico (Dood y Role, 1991).

SISTEMA PARASIMPATICO

Los cuerpos celulares de las neuronas parasimpaticas estan localizados dentro del
tallo cerebral en varios nticleos y en los segmentos $2-S4 de la espina dorsal {Dodd
y Role, 1991; Brown, 1994;), y contienen principalmente inervacién sensorial: estos
son nervios no mielinizados los cuales se proyectan desde el corazén, pulmones,
tracto gastrointestinal, tejidos glandulares, etc. hasta el ganglioc sensorial
autondmico. Las aferencias sensoriales sbn llevadas a la médula espinal y al
cerebro por los nervios vago, pélvico, esplacnico y por otros nervios autonémicos
(Brown, 1994). Las neuronas posganglionares, actian sobre sus 6rganos blanco por
medio del transmisor acetiicolina (Ach) y uno o mas de naturaleza peptidica (Dodd y
Rale, 1991).

El nervio trigémino es el principal nervio sensorial de la cabeza, sus
prolongaciones nerviosas forman los nervios oftalmicos y maxilar y el componente
sensorial del nervio mandibular, este nervio es el responsable de la sensibilidad
general de |a piel de 1a cara y de la frente, del cuero cabeliudo hasta el vértice de la
cabeza, la tinica mucosa de las cavidades orales y nasal, los senos paranasales y

los dientes (Barr y Kierman, 1986).



El sistema nervioso periférico se caracteriza por poseer neuronas aferentes
primarias que se ciasifican en varios grupos de acuerdo a criterios morfologicos,
fisiologicos, funcionales y neuroquimicos (Holzer, 1991 ).

De acuerdo a su morfologia, las neuronas aferentes primarias pueden
dividirse en neuronas tipo A, las que tienen un soma largo y claro y las neuronas
tipo B con un soma pequefic y oscuro, También pueden dividirse de acuerdo al
diametro de las fibras en: 1) mielinizadas gruesas 2) mielinizadas delgadas y 3) no
mielinizadas delgadas.

Fisiologicamente las fibras mielinizadas gruesas tienen una alta velocidad de
conduccién y transmiten informacioén mecéanica asociada a receptores al frio desde la
piel y musculo, por estas caracteristicas se les clasifica como fibras-Aap. Las fibras
no mielinizadas delgadas, llamadas fibras-C, tienen una baja velocidad de
conduccion y son nociceptores primarios los cuales responden a estimulos térmicos,
Mecanicos nocivos y quimicos. En general estos receptores responden a agentes
nocivos e irritantes, causantes de dolor y escozor. Las fibras pequefnas mielinizadas
conducen a velocidades intermedias y transportan ambos tipos de informacién por lo
que se les designa como fibras As (Holzer, 1991),

Las neuronas aferentes primarias también pueden ser diferenciadas por su
ultraestructura y por sus propiedades bioquimicas e histoquimicas. Un gran numero
de marcadores bio e histoquimicos han sido asociados con este tipo de neuronas.
En la rata las neuronas tipo-A pueden ser marcadas selectivamente con RTS7
(Holzer 1991). Los principales marcadores para las neuronas tipo B son la sustancia
P (SP), la neuroquinina A, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP), la galanina, el polipéptido intestinal vascactivo {VIP) y la somatostatina los
cuales intervienen en la comunicacién de neuronas sensoriales primarias con otras
células neurales y no neurales (Dees y col., 1985, 1986, Ahmed y col., 1986; Calka
y col., 1988; Holzer, 1991).



INERVACION DEL OVARIO

El ovario de los mamiferos recibe inervacion simpatica por dos vias, ia del plexo
ovarico y la del nervio ovérico superior. La primera es una extension de los plexos
aortico y renal y sus cuerpos celulares que llegan al ovario, se encuentran en los
segmentos T-10 y T-11 de la médula espinal. Las fibras que llegan por el nervio
ovarico superior estan presentes en los segmentos T-7 a L-2 del ganglio de |a raiz
dorsal y de los segmentos T-10 a L.-3 del ganglio paravertebral {Lawrence y Burden,
1980; Klein y Burden, 1988).

Las génadas también reciben inervacion parasimpatica, aportada por el nervio
vago (que se origina a nivel del segmento T-10 de la médula espinal) y/o por los
segmentos S2 a 54 de la médula espinal. Las fibras sensoriales acomparian a las
fibras simpéticas y entran al cordén espinal en el segmento T-10 (Burden, 1978).

De acuerde con la descripcion clasica, las fibras nerviosas adrenérgicas
simpaticas estan estrechamente relacionadas con la teca de los foliculos en los
diferentes estados de desarrollo, sin embargo no penetran en la capa de |a
granulosa ni se localizan en el cuerpo liteo (Burden, 1978). Al momento, no-se
conoce con exactitud la localizacion anatémica de las fibras sensoriales, la mayor
parte de las evidencias indican que se encuentran asociadas con los vasos
sanguineos. Sin embargo, por estudios inmunehistoquimicos se ha mostrado su
presencia en la periferia de los foliculos y a nivel del tejido intersticial {Calka y col.,
1988). Ef pape! predominante de fas fibras sensoriales contenidas en el ovario es la
regufacion del tono vascular dentro del microambiente de Ia génada , el cual puede
tener importancia fisiolégica en el desarrollo prepuberal del ovario, el ciclo estral o
la hipertrofia compensadora del ovario (Calka y col., 1988).

Malamed y colaboradores (1992} sefalan que en el ovario de |a rata los
foliculos estan ausentes en el primer dia de vida, |a formacidn de éstos incrementa
rapidamente 36 horas después del nacimiento en donde hay cerca de 500 foliculos
por ovario, y 12 horas después se pueden apreciar cerca de 1300 foliculos. Sin

embargo, en el ovario fetal ya existen fibras nerviosas del tipo catecolaminérgico,




identificadas por la actividad inmunoreactiva a la tirosina hidroxilasa (enzima
limitante en la biosintesis de catecolaminas). Los receptores a las gonadotropinas
recien se pueden detectar a partir de los 4 dias de nacidas (Ojeda y Urbansky,
1994), por lo que se sugiere que la regulacion inicial del crecimiento del
compartimiento folicular es mas de tipo neurogénico que enddcrino (Malamed y col.,
1992},

En el estudio de la participacién de la inervacion sensorial sobre las funciones
del aparato reproductor, se ha utilizado el modelo del animal denervado
farmacolégicamente. De las sustancias selectivas para destruir las fibras sensoriales

se encuentra la capsaicina (Burks y col., 1985 y Holzer, 1991).

CAPSAICINA

La capsaicina es el principal ingrediente de ciertos chiles picantes del género
Capsicum, es un derivado de la Vanilliiamida 8-meti-N-Vanillyl-6-nonenamida. Esta
constituida por una cadena carbonada que contiene un doble enlace y una amida
secundaria junto con un radical fenol en uno de sus extremos el cual también tiene
un grupo cetdnico en posicién meta a la cadena (figura 4). Al romperse el doble
enlace presente en la cadena se puede liegar a formar la dihidrocapsaicina (DHC)
ola’H DHC. La accion picante e irritante del capsicol, un extracto de la capsaicina,
es mediada principalmente por los nervios sensoriales (Burks y col.,1985; Holzer,
1991).

La capsaicina ejerce su efecto neurotéxico sobre las fibras aferentes
pequenas no mielinizadas, causando una degeneraci6n selectiva de fibras Cy A5 y
de las neuronas tipo B (Ralevic y col., 1995). Estas neuronas actian mediante la
liberacién de neurotransmisores como: la sustancia P, el CGRP, la somatostatina, el
VIP y la colecistokinina (Holzer, 1991). A pesar de la gama de péptidos sintetizados

en las neuronas sensoriales primarias, se considera a la sustancia P dentro de los



marcadores clasicos para este tipo de inervacién (Dees y col., 1985,1986; Ahmed y
col., 1986, Calka y col., 1988; Holzer, 1991).

OH
OCH;
_CH
CHz'NH-g'[CHzld—CH=CH'CHSCH3

Figura 4. Estructura de la capsaicina {Tomado de Burks y col., 1985).

Calka y colaboradores en 1988 mostraron que la SP y CGRP coexisten en el
soma de las neuronas localizadas en el ganglio de la raiz dorsal, el cual manda
axones sensoriales al ovario via el plexo ovarico, y son liberados de las células del
ganglio trigeminal en respuesta a la elevacidon de potasio.

El tratamiento con capsaicina causa una deplecion de la SP en neuronas
sensoriales primarias del nervio vago, de la porcién central de! corddn espinal y de
ciertas regiones del cerebro que contienen SP. Existen controversias sobre el efecto
de la capsaicina en el SNC. Saria y colaboradores (1982) indican que la capsaicina
pasa con facilidad al cerebro, Ritter y Dinh (1988) muestran un efecto neurotoxico
sobre el ndclee supramamilar, mientras que otras autares utilizande modelos in vitro
indican que rno causa liberacidén de SP en el hipotalamo y sustancia nigra lo que les
permite sugerir que las neurcnas sensoriales primarias tienen un sitio de
reconocimiento especifico para la capsaicina (Jessell y col., 1978, Gamse y col.,
1980; Nagy y col.,1980).

Por otro lado, se ha observado que después del tratamiento con capsaicina la
reorganizacién del sistema aferente primario esta indicada por la disminucion en el
nimero de células pequefias en los ganglio sensoriales y de fibras nerviosas
aferentes no mielinizadas. Todo esto esta asociado con un incremento numérico de

las células del ganglio de la rafz dorsal, las cuales son de tamafo y tincion



intermedios, por lo que la capsaicina causa un dafo o bien disfuncidn celular que
precede a la deplecidn de sus marcadores peptidicos (Bittner y LaHann, 1985;
Lembeck y Donnerer; 1981; Gamse y col., 1982; Maggi y col.,1987 b.c).

La capsaicina interactia con los componentes de membrana de las neuronas
sensoriales, sin la intervencién de un segundo mensajero, inhibiendo el transporte
retrégrado de los factores neurotréficos, los cuales son esenciales para mantener la
sintesis de los neurotransmisores en el cuerpo celular del nervio. Uno de estes
factores neurotréficos puede ser similar al factor de crecimiento nervioso (NGF), el
cual se ha sugerido como uno de los responsables de la supervivencia neural (Burks
y col., 1985}, por lo que la administracién sistémica de NGF protege a las neuronas
sensoriales tipo-B de la degeneracion inducida por la capsaicina en |a rata recién
nacida, e impide la deplecion de la SP de las neuronas sensoriales, antagonizando
la accion de la capsaicina (Otten y col., 1983).

La capsaicina puede ejercer un efecto local sobre la membrana neural y
producir una intensa estimulacidn del nervio con una depolarizacién inicial tanto del
axdn como del soma de las neuronas aferentes primarias. Esta depolarizacién deriva
de una corriente interna la cual es seguida por una corriente externa (Bleakman y
col, 1990; Dray y col., 1990; Docherty y col., 1991). Debido a que la corriente
interna esta asociada con un incremento en la conductancia, esto puede provocar
que los canales iénicos se abran.

La activacion de una conductancia catidbnica no selectiva, inducida por la
capsaicina, conduce a un incremento sostenido en la concentracion intracelular de
calcio libre (Bleakman y col.,1990; Dray y col., 1990) v la entrada neta de calcio a la
céluia {Wood y col.,1988,1989; Winter y col.,1980). La acumulacién excesiva de
calcio dentro de las células es extremadamente téxico y parece ser un proceso final
comun por el cual las toxinas causan la degeneracion y muerte celular (Kamakura y
col.,1983; Schanne y col.,1979),

Se ha observado que cuando se administra capsaicina y se induce la

eliminacion de neuronas aferentes existe un incremento en la densidad de las



terminales nerviosas simpaticas y en el contenido de sus transmisores, por lo que
existe una relacion aparentemente reciproca entre las terminales periféricas
simpdticas y las neuronas sensoriales, esto se podria deber a la competencia de las
neuronas sensoriales y simpaticas por el NGF, el cual podria causar la eliminacion
de una poblacién de fibras nerviosas y aumentar la viabilidad de la otra (Terenghi y
col.,1986; Nielsch y Keen, 1987; Luthman y col.,1989; Aberdeen y col_,1990).

La aplicacion de capsaicina produce excitacidn de varias neuronas
sensoriales y una pronunciada sensacién de calor, sin embargo también puede
prevenir la repolarizacion de la neurona o interrumpir la funcion normal lo que
ocasiona insensibilidad térmica ante una estimulacion (Burks y col., 1985). Se ha
observado que la capsaicina también causa una deficiencia permanente en la
sensibilidad ante el dolor inducido quimicamente, pero no tiene efecto ante
estimulos mecanicos (Nagy y col., 1980). En especies susceptibles la exposicion
repetida a fa capsaicina puede producir insensibilidad a la misma y dafos
morfolégicos temporales o permanentes de ciertas clases de nervios sensoriales.
También conduce a la deplecién de uno de los principales marcadores que es la SP,
el cual es depletado en el cordén espinal dorsal y especialmente en el ganglio de la
raiz dorsal, sin embargo no tiene efectos sobre la concentracion de este péptido en
el tejido gastrointestinal, en el cerebro ¢ en el cordon espinal ventral (Burks y col.,
1985).

La aplicacion de capsaicina también induce deplecién en la concentracion del
CGRP en el cuerno de la raiz dorsal 10 dias después del tratamiento, sin embargo,
el CGRP en contraste con la SP puede retornar a sus concentraciones normales
después de un periodo postratamiento de 6 a 16 semanas (Diez Guerra y col.,1988;
Hammond y Ruda, 1989).

Cuando la dosis de capsaicina es mayor a 50 mg/kg de peso corporal, las
fibras no-mielinizadas de la raiz dorsal son reducidas de un 72% ( Arvidsson y
Ygge,1986) a un 95% (Lawson y Nickels,1980; Nagy y col,1981,1983; Holje ¥y



col.,1983) y las fibras mielinizadas A & son reducidas de un 10% ( Jancsé y
col.,1980) a un 40% (Lawson y Nickels, 1980; Nagy y Hunt, 1983; Nagy y col.,,1983).

El tratamiento' con capsaicina a ratas recién nacidas esta asociado con una
deficiencia funcional y sensorial permanenle que se traduce en cambios en la
permeabilidad vascular, en la actividad de los musculos cardiacos, bronquial y
visceral y en la actividad del sistema inmune (Chaht, 1988; Holzer, 1988, Donnerer y
col.,1980). Otras consecuencias de la administracién de la capsaicina es el aumento
en la vulnerabilidad de la mucosa gastrica (Holzer y Sametz, 1986) y ia presencia y
persistencia de lesiones en la cornea, lo que refleja el papel trofico de las terminales
nerviosas sensoriales en eslos tejidos (Gamse y col,1981; Kjartansson y col.,1987:
Maggi y col.,1987a; Ogilvy y col.,1991; Shimizu y col.,1984).

Ademas de la informacién ya sefialada, existen evidencias en la literatura que
muestran que el aparato reproductor posee inervacidn sensorial, la cual modula

algunas de sus funciones {Traurig y col., 1983; Nance y col., 1987).

EFECTOS BIOLOGICOS DE LA DENERVACION SENSORIAL

En ratas que han sido inyectadas con capsaicina en una dosis de 50 mg/kg de peso
en el segundo dia de vida, se causa una permanenle y marcada deplecion de cerca
del 50% en el contenido de sustancia P en neuronas sensoriales primarias y con
esto otras alteraciones relacionadas con el crecimiento y reproduccion del animal.
Durante el desarrollo, estas ratas muestran un peso corporal mucho mas bajo
respecto al registrado en las hembras tratadas con vehiculo y un retraso en la
apertura vaginal (inicio de la pubertad) de aproximadamente 4 dias (Traurig y col.,
1984a). '

Cuando fas ratas denervadas al nacimiento son colocadas con el macho a las
10-12 semanas de edad y se les realiza frotis vaginales se observa que los ciclos
estrales son normales, sin embargo, la proporcién de ratas prefiadas (confirmada

por la presencia de espermatozoides en el frotis vaginal), durante la tarde del
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proestro es significativamente menor comparadas con las de las ratas contral. Cen
estos resultados se ha sugerido que el tratamiento neonatal con capsaicina impide
la implantacién por desensibilizacion del cervix a los estimulos de la cpula o bien,
que se debe a la disminucion de la respuesta decidual (Traurig y col., 1984a).

La etapa neonatal representa un periodo critico durante a ontogenia de tas
neuronas aferentes primarias no mielinizadas, especialmente vulnerables a la
capsaicina. Experimentos realizados en la vejiga urinaria de la rata, sugieren que
existen dos poblaciones de neuronas aferentes sensitivas al farmaco, una poblacion
que es sensitiva a la accion neurotdxica de la capsaicina en todas las edades de la
vida y la otra que es vulnerable solo en la rata recién nacida (Maggi v
col.,1987b,1989; Maggi y Meli, 1988; Szolcsanyi, 19580).

Al administrar capsaicina en una dosis 50 mg/kg de peso a ratas de 1 a 20
dias de edad se observa gue el efecto neurotéxico es independiente del estado de
desaryollo del sistema nervioso, y que la administracién de capsaicina a ratas de
mas de 14 dias de edad no induce la degeneracion de las fibras sensoriales o lo
hace en menor grado. Otros estudios muestran que el tratamiento a ratas de 2 a 10
dias de edad conduce a una deplecién permanente en la quimionocicepcion
{Jancsd y col., 1977, 1980; Gamse y col., 1980; Nagy y col.,1980) mientras que, en
ratas de 20 dias 0o mds, e incluso en la edad adulta, se reduce reversiblemente la
quimionocicepcion (Jancsd, 1960; Jancsé y col, 1977) e incrementan las
concentraciones de SP en las vias sensoriales (Gamse y col.,1980). Esto demuestra
que el numero de células sensoriales que degeneran en respuesta al tratamiento
con capsaicina disminuye gradualmente en el curso de la vida posnatal, por lo que
se asume que los receptores a capasaicina experimentan cambios significativos en
su estructura durante el desarrollo del animal {(Jancsé y Kirély, 1981).

Cuando ia capsaicina es administrada en animales adultos la degeneracion
de somas y axones es menor comparada con el animal denervado en la etapa
neonatal (Jancsd y col, 1977, 1980, 1985, 1987), también se observa una

recuperacion de los efectos causados, lo cual puede tomar varias semanas o



meses. Con lo que se ha probado el débil efecto del farmaco en el animal adulto
para praducir dafos morfolégicos de las neurenas aferentes primarias o bien la falta
de plasticidad del sistema nervioso en esla etapa (Szolcsanyi y Jancsd-Gabor, 19786;
Janso y col.,1977; Gamse y col., 1980,1981; Gamse, 1982; Bittner y LaHann, 1985;
Maggi y col.,1987b; South y Ritter, 1988, Gardiner y col.,1989; Szallasi y col.,1989).
y solo una subpoblacion de neuronas aferentes sensitivas a la capsaicina parecen
ser susceptibles a la degeneracion (Jancso y col.,1985).

En un estudio realizado por el grupo de Nance y colaboradores (1987) se
muestra que en la rata adulta la administracion de 100-125 mg de capsaicina no
tiene efectos sobre el ciclo estral, sin embargo disminuye la respuesta de lordosis, la
capacidad de implantacidn y como consecuencia de la fertilidad. En Iz rata
hemicastrada y tratada con capsaicina no se ha observado un efecto significativo
sobre la respuesta de hipertrofia compensadora ovarica.

La sensibilidad a la capsaicina también puede depender, aunque en menor
grado, de la especies como es el caso del ratén en el que la accidn neurotdxica de
la capsaicina es mas pronunciada en adultos que en neonatos, inverso a la
observado en la rata (Gamse, 1982), y puede ser influenciada por condiciones
experimentales como el uso de anestésicos (Holzer, 1991).

Otra forma de estudiar el papel de la inervacién sensorial sobre las funciones
moduladas por el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada, es por la destruccion quirdrgica
de las vias sensoriales, tal es el caso de la seccién del nervio vago, en el cual el

95% de su informacién es de tipo sensorial.



PARTICIPACION DEL NERVIO VAGO EN LAS FUNCIONES REPRODUCTIVAS.
Existen varias evidencias experimentales que apoyan la idea de que la informacion
que llega al ovario por el nervio vago participa en la modulacién de los procesos
neuroenddcrinos vincutados con la reproduccion (Lawrence y Burden, 1978; Burden
y cal., 1981),

Burden y colaboradores (1981) mostraron que en la rata adulta ia vagotomia a
nivel abdominal provoca alteraciones del ciclo estral. En |a rata prefiada, este tipo de
manipulacion quirdrgica induce reabsarcién de los felos, acompafnade de una
disminucion en la concentracion plasmatica de la LH y de la progesterona
{Lawrence y col.,1978). Asi mismo, la vagotomia bilateral bloguea la induccién de
pseudoprefiez, que normalmente se presenta ante el estimulo cervical (Burden y
col., 1981). Este conjunto de evidencias parecen indicar que durante la copula, los
eslimulos sensoriales que se producen llegan al sistema nervioso central por medio
de los nervios vago y pélvico y estimulan al hipotalamo, para que éste mande
informacién a la hipdfisis y se liberen las hormonas que son necesarias para llevar
a cabo la funcién reproductiva normal,

Estudios previos de nuestro laboratorioc han mostrado que la vagotomia
modifica la ovulacion espontanea, respuesta que depende del nervio seccionado, asi
como del dia del ciclo estral en el que se efectie fa denervacién (Chavez y col.,
1987;1989)

En la rata prepuber la vagotomia abdominal provoca retraso en el inicio de la
pubertad (Ojeda y col., 1983; Betanzos y Morales, 1997; Betanzos y col., 1998) y
una menor respuesta esteroidogénica ante el estimulo con la gonadotropina
corionica humana (hCG), sin que se modifique la concentracidn plasmatica de

gonadotropinas {Ojeda y col., 1983).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace varias décadas se ha aceptado que en el control de las funciones
ovéaricas (secrecion -de hormonas y ovulacién) interviene el sistema nervioso
central por intermedio de sus secreciones hormonales asi como la inervacién
extrinseca de la propia gdnada (Dominguez y col., 1991; Gerendai y Haiasz,
1997; Morales y col., 1993, 1998; Moran y col., 2000a).

Se ha sugerido que en la rata prepuber y adulta la inervacion simpatica que
llega al ovario via el nervio ovarico superior, modula de manera estimulante ia
ovulacion y el crecimiento folicular (Chévez y col., 1991; Morales y col., 1993,
1998; Moran, 1996; Moran y col., 2000a).

La inervacidn sensorial llega al ovario por medio del plexo ovérico, de los
nervios vago y pélvico (Dodd y Role 1991; Brown,1994). En el modelo de la rata
prepuber poco se conoce sobre la participacion de esta inervacion en el
funcionamiento de la gbdnada. Estudios previos de nuestro laboratorio han
senalado que la denervacidn sensorial, inducida por la administracion de
capsaicina al nacimiento, provoca retraso en la pubertad, acompanade por una
disminucion en el numero de foliculos (Moran y col., 1998; 2000b). Por otra parte,
Malamed y col. (1992) han mostrado que en la rata el proceso de foliculogénesis
se produce alrededor de las 48 horas de nacida, par lo que en el presente estudio
se decidid analizar los efectos de la denervacion sensorial, inducida por la
administracion de capasaicina a los tres dias de edad {una vez determinado el
numero de foliculos primordiales con que contard 'a hembra duranite su vida
reproductiva), sobre el inicio de la pubertad (apertura vaginal y primera ovulacién
espontanea), la respuesta esteroidogénica del ovario y el crecimiento y
diferenciacion de los foliculos al primer estro vaginal. Para inferir si los foliculas
gue estan presentes en la etapa adulta son “funcionales” se evaluo la capacidad
reproductiva de animales denervados tanto a los tres dias de vida como al

nacimiento.
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HIPOTESIS

La inervacion sensorial det ovarioc modula de manera estimulante el crecimiento y

diferenciacion de los foliculos ovaricos, por lo que la eliminacion de esta

informacién neural provocara enlentecimiento del crecimiento y aumento de la

atresia folicular,

OBJETIVO

- Estudiar ta participacion de la inervacién sensorial aferente al ovario, sabre los

mecanismos neuroendocrinos que conllevan a la puberiad espontanea de |a rata.

METAS

~ Analizar los efectos de la denervacion sensorial inducida por la

administracion de capsaicina a los tres dias de edad sobre:

la pubertad (evaluada por la edad de canalizacién de la vagina).
la primera ovulacién espontanea.

el crecimiento y diferenciacion del foliculo ovarico al primer estro

vaginal.
el patrdén del ciclo estral en la rata puber y adulta.

las concentraciones séricas de hormonas esteroides (estradiol,

progesterona y testosterona) y de las gonadotropinas (FSH y LH).

las concentraciones de catecolaminas ovaricas, e hipotalamicas.
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administracion de capsaicina a los tres dias de edad sobre;

la pubertad (evaluada por la edad de canalizacion de la vagina).
la primera ovulacion espontanea, .

el crecimiento y diferenciacion del folicule ovarico al primer estro
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las concentraciones séricas de hormonas estercides (estradiol,

progesterona y testosterona) y de las gonadotropinas (FSH y LH).

las concentraciones de catecolaminas ovaricas, e hipotaldmicas.
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» Analizar el efecto de |la denervacion sensorial realizada a los tres dias de

edad y al nacimiento sobre:

* la capacidad de cdpula (evaluada por la presencia de espermatozoides

en la vagina).
* porcentaje de hembras que llegan a parir.
* duracién de la prefiez .

* ndmero de crias nacidas vivas o muertas.
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MATERIAL Y METODOS

Se ulilizaron ratas hembra recién nacidas de la cepa ClI-ZV, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacion 14 horas de luz (05:00 a 19:00) y 10 de
oscuridad y temperatura ambiente. Al nacimienic las crias se sexaron y se
considerd a éste dia como el dia cero, se mantuvieron cinco hembras y un mache
por caja. Las crias permanecieron con la madre hasta el dia 21 de edad, y a
partir de este momento tuvieron libre acceso al agua y alimento. Todos los
animales fueron pesados una vez por semana en una balanza con una
sensibilidad de 0.1 g. Al tercer dia de vida los animales fueron asignados al azar

en alguno de los siguientes grupos experimentales.
GRUPQO TRATADO CON CAPSAICINA

Ralas de tres dias de edad fueron inyectadas una sola vez por via subcutanea (sc)
con 50mg/Kg de peso corporal de capsaicina {derivado de la Vanillilamida 8-metil-
N-Vanillil-6-nonenamida, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. USA). El farmaco se
prepard en una solucién que contenia 10% de etanot al 100° 10% de Tween 80 y
80% de solucidn salina (NaCl 0.9%). Se adiciono otro grupo de hembras a las que

la denervacion se les realizé al nacimiento, y sélo se utilizaron para la prueba de

prefnez.
GRUPO TRATADO CON VEHICULO

Al igual que en el grupo anterior, las ratas fueron inyectadas sc. alas 72 horas de

nacidas con el vehiculo en el cual se prepard la capsaicina.

GRUPO TESTIGO ABSOLUTO

Este grupo estuvo formado por hembras sin ningdn tratamiento, sacrificadas al
primer estro vaginal.

Las hembras inyectadas a los tres dias de vida fueron revisadas
diariamente a partir de los 20 dias de edad. Al momentc en que se presentd la
canalizacién de la vagina se inicid la toma de frotis vaginales y los animales

fueron sacrificados cuando la citologia vaginal correspondio a un estro tipico.
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PRUEBA DE FERTILIDAD

La prueba de fertilidad se realizd en hembras denervadas al nacimiento o a los

tres dias de edad.

Al llegar a los tres meses de edad se inicid la toma de frotis vaginales al
menos durante 12 dias, para observar si estos animales fueron ciclicos o no, yen
el dia del proestro fueron colocadas en presencia del macho, las cruzas gue se

realizaron fueron:;

1. hembras intactas o tratadas con vehiculo con un macho de fertilidad

comprobada.
2. hembras denervadas al nacimiento con un macho de fertilidad comprobada.

3. hembras denervadas a los tres dias de edad con un macho de fertilidad

comprobada.

Al dia siguiente de estar la hembra con el macho se reinicié la toma de
frotis vaginales, al observar la presencia de espermatozoides se consideré que la
hembra quedé prefiada y se separd del macho. Se registrd ia duracién de la
prefiez (la cual se determind como los dias transcurridos entre la presencia de
espermatozoides y et dia del parto) y el nimero de crias nacidas vivas o muertas.
En el caso de ias hembras que presentaron espermatozoides y que no quedaron

prefadas, se les colocd por segunda ocasion con el macho.

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Al primer estro vaginal se registrd el peso corporal vy los animales fueron
sacrificados por decapitacion. Se colectd la sangre y se dejo a temperatura
ambiente durante 15 minutos, se obtuvo el suero centrifugando a 3500 rpm y se
almacend a -20°C hasta la cuantificacion de hormonas. En el tronco se realizé un
corte abdominal, se disecaron y pesaron los ovarios y el utero, los resultados se
expresaron como pesos absolutos (mg) y relativos (mg/100g de p.c.). Con la
ayuda de un microscopio estereoscopico se examinaron |os oviductas, en donde

se contaron los ovocitos presentes. De cada grupo experimental se colectaron al
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azar los ovarios izquierdo y derecho correspondientes a tres animales, se fijaron
en solucidn de Bouin para su posterior estudio morfométrico y los de otros seis
animales se congelaron a -70°C para la determinacion de catecolaminas por
cromatografia liquida de alta resclucién (HPLC, por sus siglas en inglés). De seis
animales se extrajo el cerebro, se colocd en solucion salina fria y se procedid a
disecar el hipotalamo. Las muestras se.almacenaron a —70 °C hasta el momento
de la delerminacion de dopamina (DA}, noradrenalina {NA), serotonina (5-HT} y
sus matabolitos por HPLC.

CUANTIFICACION DE CATECOLAMINAS OVARICAS

Los ovarios que fueron almacenados a -70°C se pesaron en una balanza de
precision (0.1 mg)} a cada ovario (izquierdo y derecho) se le agregd 10 ng de
dihidroxibenzilamina (DHBA) como estandar interno y se homogeneizé con acido
percldrico (HCLO4} frio al 0.1M con ayuda de un sonicador a 50 ciclos/min.
Posteriormente se centrifugd a -4°C  durante 30 minutos a 12,000 rpm. El
sobrenadante se adiciond a un tubo que contenia TRIS al 0.05M con un pH de
86 y alumina para extraer a las catecolaminas. Esta mezcla se agitd
vigorosamente en un vortex durante 10 minutos. Se desecho el sobrenadante y
se hicieron dos lavados sucesivos con agua (grado HPLC). Al precipitado se le
adiciond 4cido perclérico con el fin de solubilizar las catecolaminas y se centrifugd
por un minute a 12,000 rpm. Finalmente se filtré utilizando una membrana con
poro de 0.2 pm y se inyecto la muestra al sistema, sélo se determinaron NA y DA
cuyo contenido se expreso en nanogramos y la concentracion en nanogramos/mg

de tejido.

CUANTIFICACION DE CATECOLAMINAS HIPOTALAMICAS

Para a diseccion del hipotalamo se tomé como limite rostral al quiasma dptico, la
Banda diagonal de Broca, comisura anterior y nicleo acumbens. Como limites
caudales se tomo a los cuerpos mamilares (Bleier y col., 1979). El  hipotalamo
se pes6 en una balanza de precision, se homogeneizé con HCLO, frio y se
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centrifugé a 12 000 rpm durante 30 minutos a —4°C. Posteriormente, el
sobrenadante se filird y se inyectd. Se cuantificaron noradrenalina, dopamina y
sus respectivos metabolitos, el acido 4, hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) y
el acido 3,4-hidroxifenilacético (DOPAC). También se determiné el contenido de
serotonina (5-HT) y su metabolito, el acido 5-hidroxi-indolacélico (5-HIAA).

CUANTIFICACION DE HORMONAS ESTEROQIDES

La cuantificacion de las concentraciones séricas de 17p-estradiol, progesterona y
testosterona se realizd por radicinmunoanalisis (RIA) utilizando estuches
comerciales (Coat-A-Count) con anticuerpo de conejo, anti-estradiol, anti-
progesterona y anti-testosterona. A cada estuches se agregd la muestra de suero
colocando 100ul para progesterona, 50ul para testosterona y 100l para estradiol,
se agitaron durante un minuto para incubarse a temperatura ambiente durante tres
horas. Se decantaron los tubos y limpiaron, finalmente con la ayuda de un
contador de centelleo gamma se determiné |a cantidad de la hormona problema.
Los datos de la concentracion de 17p-estradiol, se expresaron en pg/ml y los de

progesterona y testosterona en ng/ml.

CUANTIFICACION DE GONADOTROPINAS

La determinacion de gonadotropinas se realizo por RIA de doble anticuerpo, con la
ayuda de los reactivos rLH-RP2 y rFSH-RP2. A 100 ml de suero, se le
adicionaron 100 ! de la hormona marcada con 'Zi y 100 pl del primer anticuerpo
de suero de borrego para LH o FSH y se incubaron a temperatura ambiente por 24
horas. Posteriormente se agregaron 100 pl del segundo anticuerpo {suero normal
de conejo) y se incubaron durante dos horas, los tubos se centrifugaron a 3000
rpm a —4°C por 30 minutos. El sobrenadante se decant6, se secaron las paredes
de cada tubo y se colocaron en un contador de centelleo gamma para su andlisis.

Los datos de la concentracion se expresaron en ng/mi.
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ANALISIS MORFOMETRICO

Los ovarios fijados se pasaron por alcohol a diferentes concentraciones, para
despugés ser incluidos en parafina y cortados en forma seriada a 10 um de espesor

y tefidos con (a téecnica de hematoxilina-eosina.

En cada corte histologico se midig, con la ayuda de un ocular micrométrico
filar, el didmetro mayor y el perpendicular a éste de todos los foliculos cuyo ovocito
presentd nucleo y nuclecio bien definidos. Los resultados se expresaron como

media + e.e.m. del didmetro folicular promedio.

Los foliculos se clasificaron en funcidon de su diametro promedio de la

siguiente manera;

a) chicos, si midieron menos de 350 pym de diametro. b} mediancs entre 350-499
Hm ¢) grandes, si fueron mayores de 500 pm (Moran y col., 2000a).

De acuerdo a los criterios de Hsueh y colaboradores (1994) los foliculos
fueron clasificados como sanos o atrésicos, Se considerd a un foliculo atrésico si

presentaba alguna de las siguientes caracteristicas:
» picnosis nuclear de las células de la granulosa

+ descamacion de las células de la granuiosa

* engrosamiento de las capas de |a teca folicular y/o

alteraciones del ovocito.
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ANALISIS ESTADISTICO

La edad de apertura vaginal y del primer estro asi como el nimero de ovocitos
liberados y el nimero de foliculos, fueron analizados por la prueba de Kruskal-
Wallis seguida por Ia'prueba de “U" de Mann-Whitney. El peso corporal, el peso de
los ovarios, del (tero, la concentracion de catecolaminas, de hormonas esteroides
y de gonadotropinas se analizé por una prueba de analisis de varianza
multifactorial {ANDEVA), seguida por la prueba de Tukey. La tasa ovulatoria
definida como el nimero de animales ovulantes/rnimero total de animales tratados
X 100, ia proporcion de hembras prefiadas y la de crias nacidas vivas o muertas
se analizé por la prueba de probabilidad exacta de Fisher o de Ji2. En todos los
casos se considerd como diferencias estadisticamente significativas aquellas cuya

probabilidad fue menor o igual al 0.05.
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RESULTADOS
Experimento 1. Efecto de Ila denervacién sensorial, inducida por Ia
administracién de capsaicina a los tres dias de edad, sobre el crecimiento

ponderal y ef inicio de la pubertad.

La administracion de capsaicina a ratas de tres dias de edad provoco una lasa de

mortandad de aproximadamente el 62 % dentro de la primera semana de vida.

En los animales sobrevivientes al tratamiento con capsaicina a los tres dias
de vida, se observd que el peso corporal desde los tres dias de edad hasta ios
catorce fue semejante a los grupos testigo y vehiculo, mientras que a partir de los 21
dias las hembras denervadas pesaron menos comparadas con el grupo testigo
absoluto (figura 5).
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*p<0.05 vs testigo absoluto (Prueba de ANDEVA, seguida por Tukey).

Figura 5. Media te.e.m. del peso corporal (g) de ratas Testigo absoluto (TA) o
tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo {Vh) o Capsaicina (CAP).
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PUBERTAD
En los animales tratados con capsaicina el peso corporal al primer estro vaginal fue
significativamente mayor comparado con los animales testige absoluto, y no llegd a

ser diferente respecto al grupo tratado con vehiculo (Tabla 1).

En las hembras denervadas no se modificé la edad de la apertura vaginal ni la
del primer estro, comparadas con el grupo testigo absoluto o tratadas con el vehiculo
(Tabla 1},

Tabla 1. Media + e.e.m. del peso corporal, de |a edad de la apertura vaginal (EAV) y
la edad de primer estro (EPE), de ratas Tesligo absoluto o tratadas a los tres dias de
edad con Vehiculo o Capsaicina.

403506 | 416508 |
122.714.4 409106 | 42.3:06
128.0£2.3" 428110 | 44.9:1.0

*p<0.05 vs testigo absoluto (Prueba de ANDEVA, séguida por Tukey).

Al momento de la canalizacion de la vagina, alrededor de! 70% de los
animales testigo absoluto o tratados con vehiculo presentaron un estro vaginal tipico,
el 30% de las hembras restantes presentaron diestro, y tardaron aproximadamente
tres dias para mostrar el estro vaginal. En cambio, sélo el 38% de los animales
tratados con capsaicina presentaron estro al momento de la apertura vaginal y los
demas mostraron un patron de aciclicidad vaginal, en el cual predoming la presencia

de leucocitos con algunas células nucleadas por varios dias (Tabla 2).
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Tabla 2.Ciclos vaginales tomados a partir de la apertura vaginal (AV) de ratas

tratadas a fos tres dias de edad con Capsaicina.

N° del
Animal

AV

1 D | [E

2 D b D |E*

3 E

4 PE_|DP [DP [D [E*

5 E

6 D |DP [PE [E

7 DP DP D D [PE |E
8 DP iD D |DP |DP [PE |PE
9 DE |DP [PE [BP D |PE*
10 |DP_|EP |E

11 |E

12 [E

13 |E

14 D |0 [IDP [E

15 [DP |ID [PE |E

16 _|IbP D |D [PE [E

17 |PE _|DE |PE |PE |E

18 |DP_|DP D |DP _|[EP [E
18 _|EP |E

20 |[EP |E

21 |E

22 |EP_|DP JE*

23 [DP [DP IDP [P |E

24 DP ICP DP [P [E

25 |E

26 [E

27 |E

28 IE

25 |E

Con un asterisco se indican aquellos animales que fueron sacrificados al estro

vaginal, sin que lé precediera un proestro tipico. En este caso las hembras no

ovularon.
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En la tabla 3 se presenta la tasa ovulatoria de los animales denervados por a
administracion de capsaicina. Como se puede observar, la proporcion de animales
denervados que ovularon por el ovario izquierdo y derecho fue mayor comparado con
el grupo testigo absoluto, y no llegd a ser diferente con respecto al grupo tratado con
vehiculo. Estas diferencias se mantuvieron cuando los resultados se expresaron

agrupando a ambos ovarios,

Tabla 3. Proporcién de animales ovulantes (nimero de animales ovulantes/nimero
total) por el ovario izquierde, derecho o por ambos ovarios de ratas Testigo absoluto,
o tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo 0 Capsaicina y sacrificadas al
primer estro vaginal.

na - 22129* ' ' 22/29*

*p<0.05 vs Testigo absoluto (Prueba de Ji%),

La denervacion sensorial no modificd la cuota ovulatoria por el ovario
izquierdo o derecho {figura 6). De igual manera, no se observaron diferencias cuando
los resultados se expresaron como el nimero total de ovocitos {testigo absoluto
8.0+0.8; vehiculo 7.320.7 ; capsaicina 7.240.7, NS).
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Figura 6. Mediate.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y
derecho  de ratas Testigo absoluto {TA) o tratadas a los tres dias de edad con
Vehiculo (VH) o Capsaicina (CAP) y sacrificadas al primer estro vaginal.

En las ratas tratadas a las 72 horas de nacidas con capsaicina, el peso

absoluto del ovario izquierdo fue significativamente mayor que el de los animales

testigo absoluto, mientras que, el peso del ovario derechc no mostrd diferencias

significativas en los tres grupos {figura 7).
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*p<0.05 vs Testigo absoluto (Prueba de ANDEVA, seguida por Tukey).

Figura 7. Media te.e.m. del peso {mg) del ovario izquierdo y derecho de ratas
Tesligo absoluto (TA} o tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo (VH) o
Capsaicina (CAP) y sacrificadas al primer estro vaginal.
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Figura 6. Mediate.e.m. del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y
derecho  de ratas Testigo absolute (TA) o tratadas a los tres dias de edad con
Vehiculo (VH) o Capsaicina (CAP) y sacrificadas al primer estro vaginal.

En las ratas tratadas a las 72 horas de nacidas con capsaicina, el peso
absoluto del ovario izquierdo fue significativamente mayor que el de los animales
testigo absoluto, mientras que, el peso del ovario derecho no mostrd diferencias

significativas en los tres grupos (figura 7).
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*p<0.05 vs Testigo absoluto (Prueba de ANDEVA, seguida por Tukey).

Figura 7. Media te.em. del peso (mg) del ovario izquierdo y derecho de ratas
Testigo absoluto (TA) o tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo (VH) o
Capsaicina (CAP) y sacrificadas al primer estro vaginal.
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Cuando el peso de los ovarios se expresdé como la masa ovdrica no se
observaron diferencias entre los animales denervados y los testigo (capsaicina:
42.414 2; vehiculo: 35.812 6; testigo: 32.213.7, NS). De igual manera no se modificd
el peso del Gtero  (capsaicina: 177.6+7.8; vehiculo: 167.3£7.7; testigo absoluto:
157.348.9, NS).

Cuando los resultados se reportaron en miligramos por 100 g de peso corporal
(pesos relativos) en los animales denervados incrementé significativamente el peso
del ovario izquierdo y no se abservaron diferencias entre los tratamientos para el

peso del ovario derecho, masa ovarica y Gtero (Tabla 4).

Tabla 4. Media + e.e.m. del peso del ovario izquierdo, derecho y la masa ovarica
(mg/100g p.c.) de ratas Testigo absoluto o tratadas a los tres dias de edad con
Vehiculo o Capsaicina y sacrificadas al primer estro vaginal.

.139+1.20 : 2 28243727
15.9+1.59 1476088 | 288%180 | 13052571
CIBGH160" | 1538258 | 911388 | 144.448.10)

*p<0.05 vs. Testigd"a-bsoluto {;;rueba de ANDEVA.sngid;;or Tukey) '
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Experimento 2. Efecto de 1a denervacion sensorial, inducida por Ia
administracion de capsaicina a fos tres dias de edad, sobre el desarrolio y

diferenciacién del foliculo ovdrico de la rata piber.

En los ovarios de los animales tratados con capsaicina, el diametro promedio de los
foliculos medidos en el avario izquierdo y derecho fue similar al grupo tratado con

vehiculo (figura 8). La denervacidn sensorial no modificé el nimero total de foliculos

(figura 9).
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Figura 8. Media + e.e.m. del diametro procmedio de los foliculos en el ovario izquierdo
y derecho de ratas tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo {VH) o Capsaicina

(CAP) vy sacrificadas al primer estro vaginal,

En las ratas tratadas con capsaicina, el ndmero promedio de foliculos
presentes en el ovario izquierdo y derecho fue semejante al de los animales tratados
con vehiculo (figura 10). De igual manera, no se modificé la poblacién de foliculos
atrésicos, sin embargo en los animales denervados el numero de foliculos sanos

disminuyd (figura 11).
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Figura 9. Media + e.e.m. del numero total de foliculos en ambos ovarios de ratas
tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo (VH} o Capsaicina (CAP) y
sacrificadas al primer estro vaginal.
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Figura 10. Media + e.e.m. del nimero total de foliculos por el ovario izquierdo y
derecho de ratas tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo (VH) o Capsaicina
{CAP) y sacrificadas al primer estro vaginal.
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*p<0.05 vs Vehiculo (Prueba de Kruskal-Wallis, seguida por “U” de Mann-Whitney).
Figura 11. Media + eem del numero total de foliculos sanos y atrésicos, por el ovario
izquierdo y derecho de ratas tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo (VH) o
Capsaicina (CAP) y sacrificadas al primer estro vaginal.

Cuando los foliculos sanos se agruparon de acuerdo a su diametro, se
observo en los animales denervados una disminucidn en el ovario izquierdo del
nimero de foliculos menores de 349 um, mientras que para el ovario derecho la
disminucién no llegd a ser estadisticamente significativa. €l tratamiento con
capsaicina no modificd el nimero total de foliculos sanos >350 pm de diametro
(Tabla 5).

Tabla §. Media + e.e.m. del numero total de foliculos sanos, agrupados de acuerdo a
su didmetro, por el ovario izquierdo y derecho de ratas tratadas a los tres dias de
edad con Vehiculo (VH) o Capsaicina (CAP) y sacrificadas al primer estro vaginal.

Vehiculo | 44.3:3.18
Capsaicina | 21.344.91*1 3.3:0.88
Vehiculo | 27.3¢7.96 | 1¢1

Capsaicina | 13.6+1.20 { 0.610.88

*p<0.05 vs Vehiculo (Prueba de Kruskal-Wallis, seguida por “U” de Mann-Whitney).
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Experimento 3. Efecto de la denervacion sensorial, inducida por Ila
administracién de capsaicina a los tres dias de edad, sobre la secrecidon de
catecolaminas oviricas de la rata puber.

En los animales denervados con capsaicina el contenido de noradrenalina aumentd
significativamente para el ovario izquierdo y derecho comparado con el grupo testigo
absoluto, y no fue diferente con respecto al grupo inyectado con el vehiculo. Este
incremento se mantiene cuando el contenido del neurctransmisor se expresa por
ambos ovarios (Tabla 6). En cambio, cuando los resultados se expresaron en funcion
del peso del drgano no se observaron diferencias en la concentracion de la amina

(Tabla 7).

Tabla 6. Media + e.e.m. del contenido (ng) de noradrenalina en el ovario
izquierdo y derecho de ratas testigo absoluto o tratadas a los tres dias de edad con
Vehiculo o Capsaicina y sacrificadas al primer estro vaginal.

9.6+1.4

45107
"10.5¢1.0° 7.8:0.7° 18381 &

Y- 7 Y T B T YT

-b<0.ds' vs testigo absoluto (Prueba de ANDEVA, ségﬁida per Tukey).

Tabla 7. Media + e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina
en el ovario izquierdo y derecho de ratas testigo absoluto o lratadas a los tres dias
de edad con Vehiculo o Capsaicina y sacrificadas al primer estro vaginal.
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En el gvario izquierdo y derecho de los animales denervados aumentd el
contenido de dopamina comparade con los grupos testigo absoluto o vehiculo (Tabia

B), y solo aumento la concentracion de esle neurotransmisor cuando se expresé por

ambos ovarios (Tabla 9).

Tabla 8. Media + e.e.m. del contenido {ng) de d.opmm'ma/en el ovario izquierdo y
derecho de ratas tesligo absoluto o tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo o
Capsaicina y sacrificadas al primer estro vaginal.

ot

~0.5200 1101
0.640.2 71102
191001 | 59x17° 7817

‘p<[).05 Vs tesrt|grcrarabrércr>lutb y Qeﬁiculd (Prueba de ANDEVA, seguida por Tukey).

Tabla 8. Media £ e.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de dopm’,rwen el
ovario izquierdo y derecho de ratas testigo absoluto o tratadas a los tres dias de
edad con Vehiculo o Capsaicina y sacrificadas al primer estro vaginal.

0098001 1 0.0620.01
0.0420.03 0.04%0.01 0.07+0.02
0.20+0.12 0.30+0.15 0.51+0.09*

*p<0.05 vs testigo absoluto y vehiculo (Prueba de ANDEVA, seguida por Tukey).
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Experimento 4. Efecto de la denervacion sensorial, inducida por la
administracion de capsaicina a los tres dias de edad, sobre la secrecion de

esteroides en plasma de (a rata piber.

En los animales tratados con capsaicina disminuyeron tas concentraciones séricas
de estradiol y progesterona comparadas con los animales testigo absoluto. En las

hembras inyectadas con vehiculo disminuyd la concentracién de progesterona {figura
12).

- - ™\
20 - 40
15 + - 30
E E
E 10 -20 £
= o
5 | 10
o+ 0
CAP
L [m Progeslerona —e— Estradm J

*p<0.05 vs testige_absoluto (Prueba de ANDEVA, seguida por Tukey).

Figura 12. Media te.e.m. de [a concentracién sérica de estradiol y progesterona de
ratas testigo absoluto (TA) o tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo (VH) o
Capsaicina {CAP) y sacrificadas al primer estro vaginal.

La denervacion con capsaicina no modificod la concentracion sérica (ng) de
testosterona (Testigo absoluto 0.04+0.01; Vehiculo 0.0310.01; Capsaicina 0.02+0.01,
NS).

Las concentraciones séricas de LH y FSH no se modificaron en ninguno de

los grupos experimentales (figura 13).
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Figura 13. Media e.e.m. de la concentracidn sérica (ng/ml} de FSH y LH de ratas
testigo absoluto (TA) o tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo (VH) o
Capsaicina {CAP) y sacrificadas al primer estro vaginal.

Experimento 5. Efecto de la denervacidn sensorial, inducida por Ia
administracién de capsaicina a los tres dias de edad, sobre la secrecion de

catecolaminas e indolaminas hipotdlamicas de 13 rata paber.

La denervacidon sensorial no modificdo el contenido ni la concentracion de

noradrenalina y de su metabolito {Tabla 10).

Tabla 10. Media + e.e.m. del contenido (ng} y la concentracién {ng/mg de tejido) de
noradrenalina (NA) y de su metabolito (MHPG) del hipotalamo de ratas testigo

ahsoluto o tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo o Capsaicina y sacrificadas
al primer estro vaginal.

= NA_ | MHPG_
0.3800.020 . . 0.01240.0004 | 0.002+0.0001
- 0.35540.047 | 0.056+0.004 | 0.01240.0009 | 0.001740,0001

_0:358+0.060 | 0.058+0.004 | 0.01140.0017 | 0.0017+0.00014
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La denervacion sensorial no afectd el contenido ni la concentracion de

dopamina hipotalamica ni el de su metabolito (Tabla 11).

Tabla 11. Media + e.e.m. del contenido (ng) y la concentracién {ng/mg de tejido) de
dopasmina (DA) y de su metabolito (DOPAC) del hipotalamo de ratas testigo

absoluto o tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo o Capsaicina y sacrificadas
al primer estro vaginal.

DA __ | DOPAC DA | DOPAC _
0 10.049+0.003 | 0.02310.0030 | 0.0015+0.0001 | 0.0007+0.00008
0.0484+0.005 | 0.0219£0.001 | 0.0015+0.0001 | 0.0008+0.0001
0.04520,003 { 0.01720.0021 | 0.0013:0.0001 | 0.0005:0.00006 |

La administracién de capsaicina no modificd el contenido ni la concentracion
de serotonina hipotélamica ni e! de su metabolito (Tabla 12).

Tabla 12. Media + e.e.m. del contenido (ng) y la concentracion (ng/mg de tejido) de
sevolonina (5-HT) y de su metabolito (5-HTAA) del hipotalamo de ratas testigo

absoluto o tratadas a los tres dias de edad con Vehiculo o Capsaicina y sacrificadas
al primer estro vaginal.

_ SHT 5HTAA
0.197:0.019 | 0.0046+0.001 | 0.006:0.0006

0.155+0.021 | 0.0045:0.0005 | 0.004%0.0004
0.218+0.023 | 5.0051:0.0006 | 0.006+0.0006
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Experimentc 4. Efecto de la denervacion sensorial, inducida por Ia
administracion de capsaicina al nacimiento o a los tres dias de edad, sobre el
ciclo estral de la rata adulta.

El ciclo estral de las ratas CII-ZV se caracteriza por presentar dos dias de Diestro
(representado por leucocitos), seguido por una etapa de Proestro en el cual se
observa células nucleadas y finalmente la etapa de Estro caracterizado por la

presencia de células anucleadas en forma de escama.

Ciclo estral de animales adultos intactos

En las hembras intactas se observo que el 63% de ellas siguid un patron
normal de ciclo estral, con una duracion de cuatro dias. A estas ratas en el dia dgl
proestro se les colocd con un macho de fertilidad comprobada, al observar la
presencia de espermatozoides en el frotis vaginal se separaron y se continué con ia
toma de frotis. EI 71% de los animales que presentaron espermatozoides quedaron

prefiados y parieron al llegar el final de ia gestacion (Tabla 13).

Tabla 13. Ciclos vaginales tomados a ratas adultas intactas que presentaron
espermatozoides después de ser colocadas con el macho de fertilidad comprobada.

Presencia
ie espermatozoides
NU
ipal

S

E |DPIDP|DP|DP|DP|DP|DP|DP|DP|DP
E |DP|DP(DP| D {DP,DP| D D D|IDP| D | ED
E (DP |DP |DP [DP [DP | D D |ED|ED|DP| D 0
E|DP]| P P P |DP | DP | DP | DP
E
E

4 P ED | EP
(s EfoP{D|P|E[DP| ETEP| E DP [ EP

6 pploPl o oD D[ D[ D[ D D|D
O E[ODP|[D|[D|Oo|D|D|ODO|[D]|D DDl D

En circulo se presentan los animales que parieron.
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Ciclo estral de animales denervados al nacimiento.

De las ratas que fueron denervadas al nacimiento al llegar a la etapa adulta,
s6lo una de ellas fue ciclica. En estos animales la citologia vaginal no fue muy clara
ya que en los frolis se observaron una mezcla de los diferentes lipos celulares, sin

embargo se puede apreciar que en este grupo predomind el estro vaginal (Tabla 14).

Tabla 14. Ciclos vaginales tomados a ratas adultas que fueron tratadas al nacimiento

con Capsaicina.

Se coloco

al macho
NO
animal ¢
1 E|{pbP(PE]{ E|DI|ED|ED|(EP| E |[ED| D | P E [DP] P
2 PE|ED|PE| E! D|D]|PE| E|DOP|ED] D DP |DP| P
1op [PE| E D| D|E|E|EDIED|PE| E| D [DP|PE]|] E |DP
4 oP| D|(PE| E|{ D ]|PE|ED]DP
5 [P b |DP| P D|oP| P D|D]| P 3]

£ A E
En sombreado se presentan los frotis de |a hembra con cilclos regulares.

A estas ratas se les colocé con un macho de ferlilidad comprobada, al
observar los espermatozoides en el frotis vaginal, se retiréd al macho y se continué la
toma de frotis por aproximadamente 12 dias, durante los cuales sélo 2 de las 6
hembras fueron ciclicas (Tabla 15). En estos animales a pesar de haberse observado

espermatozoides sélo una de ellas parid al llegar al final de la gestacion.
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Tabla 15. Ciclos vaginales tomados a ratas aduitas que fueron tratadas al nacimiento
con Capsaicina.y que presentaron espermatozoides después de ser colocadas con el
macho de fertilidad comprobada.

Presencia
de espermatozoides
N
animal
1 E|DP|ODP|(PE]D|DIJED[PEJ E
2 E|OPIP|E|D|DP|P|E | DJ|DP D
3 TEJoP[PE|[D|DP| P E|D]|DP D
5, = B
4 E | PE E D {DP|PE| E E |DP | DP
5 E|DP|D|D|D|D]D]|OP]|DP
KE6)Y E[PE]D|D|[D[D|[DJ|OD]|D

En sombreado se presentan los frotis de las hembras con ciclicos regulares.
En circulo se presenta la hembra que pario.

Cicto estral de animales denervados a los tres dias de vida.
En las hembras que fueron denervadas a los tres dias de vida, al llegar a la etapa
adulta el 43% de ellas siguié el patrén de ciclo estral, en los animales restantes

existio una mezcla de las diferentes etapas (Tabla 16).

Tabla 16. Ciclos vaginales tomados a ratas adultas tratadas a los tres dias de vida
con Capsaicina.

Se colocd
al macho
NU
animal
1 E|PE(PEJ]E[DJPJE]JDID]|D
2 (DIDP{P JE|DJDP| P E]D |DP
3| DJoP|PIE| D |oP| P ETD D
4 {D|P|E|D|D|DF| PO DPIPE
5 D|PFES D |DP| P L_‘%;;Eé O |oP
6 |E|OP|DP|PE| EJE|DIPEIE [DP
7ioP|(pP|PE| D | D[P |E|E|[D|DP|OP|DPIDP| P
En sombreado se presentan los frotis de las hembras con ciclicos regulares.
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A este grupo de animales se les colocd por primera vez con un macho de
fertilidad comprobada, al observar los espermatozoides en el frotis vaginal se relird
al macho y se continué la toma de frotis por aproximadamente 12 dias, durante ios
cuales se observé que solo una de ellas continud con el patrén de ciclo estral. En
estos animales a pesar de haberse observado espermatozoides sélo dos parieron al

llegar af final de la gestacion (Tabla 17).

Tabla 17. Ciclos vaginales tomados a ratas adultas que fueron tratadas a los tres
dias de vida con Capsaicina y que presentaron espermatozoides después de ser
colocadas con el macho de fertilidad comprobada.

Presencia

de espermatozoides
No
animal

)

E |DP| D D |DP|DP| D D D [DP}| DP

E O |DP|{PE| E D E P {OP| E P E P | DE
E

E

E |ED|DP|PE|DP|PE|DP DP | DP | BP

P
DP | DE DP P |DP | DP | DP
E|D|D|P|E|DIJOP|P [ E|DP
E |DP| D |[DP| D |DE | DE D | D|DE| D | O |OP|OP
)E | E [DP| D |DE|OE|PE|{DP|{ D | D | D |[DP] D | D

Y
m

@ o | o N

En sombreado se presentan los frotis de fas hembras con ciclos regulares.
En circulo se presentan las hembras que parieron.
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Experimento 7. Efecto de la denervacion sensorial, inducida por la
administracién de capsaicina al nacimiento o a los tres dias de edad, er la tasa de
fertilidad.

Animales denervados al nacimiento.
Para analizar si en las hembras la administracién con vehiculo al nacimiento modificd
su capacidad reproducliva, éstas se colocaron con machos testigo de fertilidad
comprobada y se compararon con los resultados obtenidos al realizar la cruza con
hembras intactas.

El 86% de las hembras inyectadas con el vehiculo quedaron prefiadas en la
primera oportunidad que fueron colocadas con el macho, semejante a lo observado
con los animales intactos (87%). Dado que no hubo diferencias significativas entre

estos dos lotes de animales, se agruparon y en adelante {o llamaremos grupo testigo.

Un grupo de hembras denervadas al nacimiento fueron colocadas, por primera
vez, en el dia del proestro con un macho de fertilidad comprobada, todas mostraron
al dia siguiente la presencia de espermatozoides en el frotis vaginal, sin embargo
solo el 13% de estas hembras quedé prefiada. La duracion de la prefiez en dias, asi
como el ndmero de crias nacidas vivas fue normal. A las hembras no prefiadas se les
coloco por segunda ocasion con el macho, el 92 % de ellas presentaron espermas y

sblo una llegd a parir (Tabla 18).

18



Tabla 18. Prueba de fertilidad en ratas denervadas por la administracion de
capsaicina al nacimiento. S
T m f‘, P TS o] & hﬁédmd:tem prer
. $ . ) 5 ¥ €%

11142

*p<0.05 vs hembras testigo (Prusba de J7),

Ratas adultas denervadas a las 72 horas de nacidas.

Como en el caso de las ratas denervadas al nacimiento, el 86% de las hembras
adultas inyectadas a los tres dias de vida con vehiculo quedaron prefiadas al ser
colocadas con el macho de fertilidad comprobada, lo cual fue igual a lo que sucedié
con los animales intactos (87%). Por lo que los dos lotes se unieron para formar el

grupo testigo.

En el caso de las hembras denervadas y colocadas en el dia del proestre, por
primera vez con el macho testigo, al dia siguiente el 100% presentaron
espermatozoides en el frotis vaginal y solo el 13% llegd a parir. En el segundo
intento de las hembras que no quedaron prefiadas todas presentaron espermas y
solo el 29% !Negd a parir (Tabla 19). La duracién de la prefiez en dias, asi como el

numero de crias nacidas vivas fue normal.
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Tabla 19. Prueba de fertilidad en ratas denervadas por la administracidn de
capsaicina a los tres dias de vida.

ni? Minero.de; len.dias

1 Crias nacidas
- e % *{v ¥
i H .

hembra testigomacho testigo - 13 1| 373 373 97126 | 2312
hembra capsaicinaimacho testigo {7 2 i 2/7* 911 2342

“p<0.05 vs hembras testigo (Prueba de Jif).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran gue la eliminacion de la
informacion sensoridl a los tres dias de edad, inducida por la administracion de
capsaicina, no modifica el inicio de la pubertad aln cuando disminuye la
esteroidogénesis del ovario, y modula de manera estimulante los mecanismos
neuroendécrines que participan en la diferenciacién de los foliculos ovaricos.

En el presente estudio se observé que la administracion de capsaicina en la
etapa neonatal produce algunas alteraciones fenctipicas tales como cambios en Ia
textura del pelaje, de la piel y en el brillc de los ojos. Es bien conocido que los
drganos de los sentidos reciben inervacidén sensorial (Brown, 1994) a través del
nervio trigémino, el cual presenta tres principales ramificaciones que proporcionan
inervacion a nivel de la nariz, frente, mandibula, cuero cabelludo y 0jos. Aunado a
esto, Gamse y colaboradores (1981) mostraron gue este nervio contiene SP-I, dicho
péptido es caracteristico de las fibras sensibles a capsaicina. Estas evidencias nos
permiten suponer que en los animales denervados se modificaron las fibras
sensitivas que inervan los cjos y los conductas piloses, hecho que se traduce en un
menor brillo de los ojos y una textura del pelaje mas gruesa y erizada, comparada
con la de los animales testigo, semejante a lo cbservado por Carrillo y colaboradores
{1994).

Se ha mostrado que la administracion al nacimiento (dia cero) de capsaicina
provoca lesiones en la piel, que empiezan a observarse a partir de los 19 dias de
edad; éstas se presentan como u(lceras y son mas frecuentes a nivel de cuello,
cabeza y hombros (Carrillo y col., 1994). En nuestro estudio las lesiones que se
observaron empiezan a ser visibles después del destete (21 dias de edad) y son mas
severas cuando el animal llega a la etapa adulta, Maggi y colaboradores (1987a),
sefalan que los nervios sensitivos a la capsaicina juegan un papel tréfico en el
mantenimiento e integridad de la piel. La eliminacion de este mecanismo
neurogénico hace que la piel disminuya su capacidad de reaccionar y repararse en
respuesta a danos. Debido a que en el animal denervado |a nocicepcidn disminuye
{la repuesta a estimulos fisicos), el comportamiento normal de acicalamiento es mas



mas intenso que en el testigo, 16 cual produce un microtrauma en la piel. Otras
evidencias confirman que a nivel cutdneo, la liberacién de neurotransmisores por los
nervios sensoriales determinan la vasodilatacion (Lembeck y Holzer, 1981; Lembeck
y Donnerer, 1979) y el incremento en la permeabilidad vascular caracteristica de la
inflamacién neurogénica (Jancso y col., 1968).

La denervacién sensorial realizada a los tres dias de edad provoca un
enlentecimiento en la tasa de crecimiento corporal, que se hace manifiesto desde la
tercera semana de edad y se mantiene hasta la gquinta semana. Moran y col. (1998)
sefalan que la administracion de capsaicina al nacimiento (dias cero) provoca una
disminucion del peso corporal, que se presenta previo a la edad en que se produce |a
canalizacion de la vagina para después normalizarse. Resuitados semejantes se
observan cuando la denervacion se realiza al dia dos de vida (Carrillo y col., 1994),
Mientras que hay trabajos que muestran que la administracién de la capsaicina al
dia uno de vida provoca disminucién det peso, que se observa desde los catorce
dias de edad y se mantiene hasta los 95, siendo mas marcada cuando el animal
alcanza la pubertad (Traurig y col., 1984a). Al parecer, el efecto de la denervacion
sobre el crecimiento de la masa corporal va a depender de la edad en la que se
realiza la administracion del farmaco y probablemente de la cepa del animal. Los
mecanismos implicados en la pérdida de peso corporal aun no son bien conocidos,
aunque existen algunas alternativas que pueden ayudarnos a explicar dicha
respuesta.

Carrillo y col., (1994) mostraron que |a denervacion sensorial esta asociada
con una variedad de efectos conductuales como disminucion en la frecuencia de
olfatec. Ha sido mostrado que la desensibilizacién por capsaicina no modifica la
respuesta olfatoria, ain cuando se reduce severamente e incluso se llega a eliminar
fa respuesta a olores por el nervio trigémino nasal. Estos resultados les ha permitido
sugerir a los autores que la capsaicina causa algunos dafios en la sensibilidad del
nervio, io que apoya el hecho de que el efecto seria a nivel periférico (Silver y col.,
1985, Cormareche-Leydier y Vernet-Maury, 1989). Con nuestros resultados no
podemos descartar que la disminucion del peso corporal, observado a partir de Ia
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tercera semana de vida, se deba a modificaciones del sistema olfativa. Es probable
que en estos animales disminuya su capacidad para localizar el alimento y se
acentue después del.destete.

Lembeck y Amann (1986) mostraron que en ratas pretratadas con capsaicina
no se presenta el incremento en la concentracion de ACTH después de someterlas a
un estrés por frio por lo que podemos descartar que la disminucién en el peso se
deba a un mayor estrés inducido por la denervacién sensorial.

La informacion sensorial no solo esta implicada en funciones emocionales y
conductuales. Al parecer, este sistema de informacién neural modula algunos de los
eventos relacionados con el aparato reproductor, La aplicacién de capsaicina a ratas
recien nacidas (Moran y col, 1998, 2000b) provoca un retraso en ef inicio de la
pubertad, resultados semejantes a los que se obtienen cuando la denervacion se
realiza al dia dos de vida (Traurig y col., 1984a). Los autores han explicado que esle
retraso es debido al lento desarrollo de los animales, reflejado en la disminucion de
Su peso corporal, ya que el inicio de la pubertad se ha asociado con procesos
metabdlicos involucrados con el peso y talla del animal (Frisch, 1980; Steiner y col,
1983). En el presente estudio aln cuando la administracién de capsaicina a los tres
dias de edad provoco disminucién en el peso corporal en la etapa cercana a la
pubertad, la edad de la canalizacion vaginal no se modificé, atn cuando disminuyd fa
concentracion plasmatica de estradiol. Estos resultados nc;s permiten sugerir que la
cantidad de estrogenos sintetizados fue suficiente para estimular los receptores de la
vagina y provocar su canalizacion, o bien, que aumentd la sensibilidad del tejido de la
vagina a estas hormonas.

Dissen y Ojeda (1999) mencionan que la inervacién sensorial, representada
por las fibras que contienen sustancia P y el CGRP, no participa en la
esteroidogénesis ovdrica, mas bien se le ha asociado con la regulacion del flujo
sanguineo. En nuestro estudio observamos que la sintesis de estrégenos disminuy6
al primer estro vaginal, lo que podria deberse a la caida en el nimero de foliculos

sanos, aungue se requiere de estudios adicionales para corroborar esta hipétesis,
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En la rata el proceso de foliculogénesis se lleva acabo durante las primeras 48
horas de vida, y se ha postulado que este praceso es regulado por mecanismos
neurales (Malamed y col., 1992; Ojeda 1997; Dissen y Ojeda 1999) y no tanto por el
ambiente hormonal, ya que se sabe que en el ovario los receptores a gonadotropinas
recién se pueden encontrar a partir del dia cuatro de vida (Ojeda y Urbanski, 1994).
La denervacion sensorial en ralas recién nacidas disminuye el numero total de
foliculos, estos resultados han sido interpretados por Moran y colaboradores (1998),
como que |a falta de informacion neural que se genera en el ovario y que es llevada
al Sistema Nervioso Central, modifica la respuesta del foliculo a tas gonadotropinas.
En el presente estudio la denervacion se realizé al tercer dia de vida, después de
haberse dado la foliculogénesis y no se observd cambios en el numero total de
foliculos. Esto podria indicar que una vez culminada fa foliculogénesis, ta informacién
sensorial ya no es fundamental en el establecimiento del nimero de foliculos que
van a iniciar su crecimiento.

Se han sumado las evidencias que muestran que puede haber una
interrelacion funcional entre la inervacion simpdtica y la sensorial para regular el
crecimiento de los foliculos que van a culminar con la ovulacién (Ojeda, 1997; Ojeda y
Urbanski, 1994). Lara y col, (1990a) administraron anlicuerpos al factor de
crecimiento neural (abNGF) y promovieron con esto la destruccion de fibras
simpaticas y sensoriales, que resultd en un aumento del numero total de foliculos,
dado por los preantrales, mientras que la sola eliminacion de las fibras simpaticas,
inducida por la aplicacién de guanetidina, provoca una disminucién en el nimero
total de foliculos Lara y col. {1990b). Con estos resultados Ios autores proponen que
la informacion que viaja por las fibras sensoriales facilita la comunicacion
intrafolicular. En nuestra cepa de animales aunque la administracion de capsaicina a
los tres dias de edad no modificd el nimero total de foliculos, si se observd
disminucion en el numero de foliculos sanos menores de 349um de diametro, hecho
que podria indicar que la inervacion sensorial esta vinculada mas con los procesos
de diferenciacion del foliculo ovérico. Esta interpretacion se apoya en la hipotesis

planteada por Dissen y Ojeda (1999), quienes sugieren que la informacioén que se
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genera a nivel del ovario es llevada al SNC para “informar” sobre el estado funcional
del foliculo.

Existen trabajes que muestran que algunos 6rganos que reciben inervacion
simpatica, responden ante la denervacion sensorial con un aumento en el contenido
de sus neurotransmisores {Luthman y col., 1989). En el caso de los ovarios, la
administracién de capsaicina provocd aumento significativo del contenido de
noradrenalina y dopamina, comparado con el grupo testigo. Al momento no tenemos
una expficacion sobre la importancia fisioldgica que pudiera tener el incremento de
catecolaminas ovaricas. Sin embargo, es un evento que se esperaba ya que se ha
reportado que ante la dervacién sensorial los Grganos con una rica inervacion
simpética presentan aumento de la concentracion de noradrenalina{Luthman y col,
1989).

En el presente estudio se observd que en la rata la falta de informacion
sensorial, inducida por la administracién de capsaicina a las 72 horas de vida,
ocasiona alteraciones en el patrén del ciclo estral en el animal puber, que se
traducen en un alargamiento de la etapa de diestro. Resuitados semejantes han sido
mostrados por Lara y colaboradores (1990a) quienes al administrar el anticuerpo al
factor de crecimiento observaron que se alarga la etapa de diestro y que tardan
aproximadamente seis dias, después de la apertura vaginal, en presentar el estro.
Es posible que la persistencia del diestro vaginal sea el reflejo de cambios en la
secrecion de la prolactina, ya que se ha descrito que el aumento de esta hormona
induce que se extienda la fase de diestro (Ojeda y Urbanski, 1994). Esta
interpretacién se ve apoyada por el hecho de que el Sistema Nervioso Central recibe
inervacion sensorial que puede modular la secrecidn de los factores liberadores del

hipotalamo y con ello de las hormonas hipofisiarias (Louis y col., 1978).

La vagina y el cervix son inervados por fibras sensoriales |as cuales juegan un
papel muy importante en el reflejo neuroendécrino de la cépula (Gu y col., 1983;
Traurig y col., 1983; Nance y col, 1987). Debido a que en la rata la estimulacion

mecanica del cervix o durante la copula induce la liberacién de LH y PRL hipofisiaria,



la secrecion de estas hormonas luteotropicas rescata al cuerpo liteo de Ia atrofia y
facilita la secrecion de progesterona necesaria para la implantacion del blastocisto,
el mantenimiento de la prefiez o de la pseudoprefiez (MacDonald y Greep, 1970;
Morischige y Rothchild, 1974; Smith y col., 1975; Traurig y col., 1984 a, b). En el
presente estudio se observo que de las hembras denervadas, al nacimiento o a las
72 horas, sélo el 13% de ellas quedaron prefiadas, por lo que aun cuando la
denervacién se realizé a diferentes edades, se observd una marcada disminucion
sobre la incidencia de prefiez. Resultados semejantes han sido mostrados por el
grupo de Nance (1987), quienes administraron capsaicina en animales adultos y
observaron disminucién en la tasa de fertilidad. En nuestro estudio, la disminucién en
la fertilidad puede ser atribuida a la baja concentracién de progesterona que se
observo al primer estro vaginal, hecho que podria alterar a funcién del endometrio
para permitir la implantacion del huevo, ain cuando no se observaron diferencias en
el peso del dtero. Al momento, desconocemos si el problema se puede presentar no
solo a nivel del utero, sino también en los mecanismos implicados en la fertilizacion
del ovocito e incluso en su viabilidad.

La denervacion sensorial por a administracion de capsaicina al nacimiento o a
los tres dias de vida induce disminucién en la poblacién de foliculos sanos al primer
estro vaginal, por lo que es probable que al llegar a la etapa aduita el numero de
ovulos viables sea menor. No se puede descartar que la disminucion en Ia fertilidad
este dada tambien por alteraciones en la respuesta de lordosis, tal y coma lo
postulan algunos autores (Nance y col., 1987; Carrillo y col., 1994).

E! tratamiento con capsaicina al nacimiento provoca deplecién de sustancia P
y de somatostatina en neuronas sensoriales presentes en la raiz ventral, ganglio de
la raiz dorsal, en la cornea y en el ganglio trigémino. Por otra parte, existen estudios
in vitro en los que el hipotdlamo y la sustancia nigra de animales denervados no
fiberan al medio sustancia P, efectos similares se observan cuando el farmaco se
administra a nivel ventricular, por lo que los autores sugieren gue la capsaicina
puede atravesar la barrera hematoencefalica, pero no ejercer efecto sobre esas

estructuras (Gamse y col, 1979, 1981). Sin embargo, Comareche-Leydier y col.



{1985) indican que la capsaicina causa dafos a nivel de los receptores hipotérmicos
localizados en el drea predptica del hipotalamo. En nuestro estudio observamos que
la administracion de capsaicina a ratas de tres dfas de edad, no alteré la funcion del
hipotélamo evaluado por la concentracion de gonadotropinas (FSH y LH), asi como
de las catecolaminas y de serotonina.

Existen evidencias experimentales que muestran que dentro del hipotalamo
existen poblaciones celulares que son sensibles a la capsaicina, tal es ef caso del los
termorreceptores que se localizan a nivel del drea predptica (Comareche-Leydier y
col. 1985). En la rata la administracién de capsaicina puede activar la perdida de
calor causando hipotermia, lo que ocasiona que del 20 al 50% de los animales
tratados mueran en un lapsc de 24 horas. Siendo los animales jovenes mas
tolerantes a altas dosis de capsaicina que los de edad mas avanzada {Cabanac y
col., 1976; Szikszay y col., 1982; Szolcsanyi y Jancs6-Gabor 1972). Gamse y col.
{1981), observaron que la administracion de capsaicina en una dosis de 50 mg/kg de
pC a ratas neonatas causa que el 50% de los animales mueran dentro de las 3-5
semanas posteriores al tratamiento, mientras que cuando la administracion se realiza
en la etapa adulta del 10 al 80% de los animales mueren el mismo dia o al dia
siguiente de la administracion del farmaco. En el presente trabajo se observd que en
los animales denervados al tercer dia de vida se presentd un 62% de mortandad
dur-ante fas primeras dos semanas de vida, semsjante a lo que se observa cuando la
denervacion se realizo al nacimiento {57%). Es posibie que ta mortandad de nuestros
animales también se deba a una dismunucién en ia temperatura corporal, la cual
observamos que se produce de manera drastica minutos después de haberse

inyectado el farmaca.
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CONCLUSIONES

v

v

‘c‘

Y

‘f

La denervacion sensorial realizada a los tres dias de edad no modifica el
inicio de la pubertad (evaluado por la edad de la canalizacion vaginal) ni la
primera ovulacién espontanea.

La eliminacion de la informacion sensorial a los tres dias de edad no
modifica el total de foliculos.

La inervacion sensorial que se genera en el ovario ‘informa” al Sistema
Nervioso Central sobre el desarrollo y estado funcional de los foliculos, ya
que la denervacion senscrial, a los tres dias de vida, disminuye el nimero
de foliculos sanos.

La denervacién sensorial no modifica la actividad del hipotalamo, evaluada
por la concentracion plasmatica de gonadotropinas y de aminas e
indolaminas hipotalamicas.

La inervacion sensorial modula de manera inhibitoria al sistema simpético,
dado que la administracion de capsaicina provoca un incremento del
contenido de catecolaminas ovaricas.

La inervacion sensorial modula de manera estimulante la esteroidogénesis
ovdrica, )

La inervacion sensorial participa en el establecimiento del patron def cicle
estral, ya que en los animales denervados se presentéd un alto porcentaje
de animales aciclicos.

La informacién sensorial parlicipa de manera estimulante en los
mecanismos que conllevan a la prefiez puesto que en los animales
denervados disminuy¢ significativamente su capacidad reproductiva.
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