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RESUMEN.

La inervacién sensorial del ovario es aportada por el PO, cuyas fibras nerviosas
contienen SP y CGRP y han sido asociadas con el flujo sanguineo y el transporte de la
informacién que se genera en el ovario hacia el SNC. La denervacién sensorial puede
lograrse mediante la administracion de capsaicina, neurotoxico que destruye las fibras
tipo C y A5. En el modelo del animal hemicastrado se presenta la hipertrofia
compensadora ovarica, donde la gbnada remanente aumenta de tamafio y mantiene su
funcién a un nivel equivalente a cuando se encontraban las dos gdnadas. Este fendémeno
ha sido explicado en funcién de un mecanismo hormonal, pero fambién como resultado
de la participacién de elementos neuroendacrinos.

En el presente trabajo se utilizé el modelo del animal hemicastrado para analizar el
papel de la inervacion sensorial en los mecanismos que regulan el inicio de la pubertad y
el desarrollo de la hipertrofia compensadora del ovario. Para ello se utilizaron ratas
hembra recién nacidas de la cepa ClI-ZV mantenidas en condiciones de bioterio. Los
animales fueron inyectados al nacimiento con 50 mg-Kg”' de capsaicina o con el vehiculo.
Posteriormente, fueron sometidas a hemicastracion izquierda, derecha u operacidn
simulada a los 20 6 28 dias de edad. Los animales fueron sacrificados en e! dia del primer
estro vaginal. Se evalud la edad de inicio de la pubertad, hipertrofia y ovulacién
compensadora. Se determiné |a concentracion sérica de hormonas esteroides ovaricas y
gonadotrépicas por RIA de fase sdlida y de doble anticuerpo, respectivamente. Los datos
recabados fueron analizados estadisticamente.

En este trabajo, los animales presentaron lesiones en fa piel, principalmente en
cabeza, cuello y parte superior de los miembros anteriores. En la rata hemicastrada a los
20 dias de edad, el inicic de la pubertad no presenté alteracion y las hembras
hemicastradas del lado izquierdo tardaron mas tiempo en presentar el primer estro. En
tanto que, en las hembras hemicastradas del lado derecho a los 28 dias de edad y
tratadas con el vehiculo, se encontré un retraso significativo en la edad en que
presentaron apertura vaginal, el cual fue abolido en el animal que ademas de
hemicastrado fue denervado al nacimiento, mientras que las hembras denervadas y
hemicastradas del lado izquierdo tardaron menos en presentar el primer estro.

En las hembras hemicastradas a los 20 dias de edad, el mayor porcentaje de
ovulacién compensadora lo presentaron aquelias a las que se les extirpd el ovario
izquierdo y se observd diferencia significativa con respecto a las hembras denervadas y



hemiovariectomizadas del mismo lado. En cuanto a la hipertrofia compensadora, el mayor
porcentaje fue presentado por las hembras hemicastradas del ovario derecho, tanto las
control como las denervadas. Mientras que en ia rata hemicastrada a los 28 dias de edad,
el mayor porcentaje de ovulacidn compensadora fue observado en las hembras
hemicastradas del lado derecho y se encontrd disminucion significativa en el animal
denervado y hemicastrads del mismo lado. La hipertrofia compensadora ovdrica se
incremento significativamente en el anima! denervado y hemicastrado del lado derecho.

La concentracién sérica de progesterona presenté incremento en las ratas
hemicastradas a los 20 dias de edad, pero el aumento fue inhibido en el animal
denervado y hemicastrado del lado izquierde. Mientras que en el animal hemicastrado del
lado derecho a los 28 dias de edad, el incremento sucedié cuando se extirpd la génada
derecha, de igual forma el aumento fue inhibido en el animal denervado y hemicastrado
del mismo lado. La concentracion sérica de testosterona no fue alterada por la
hemicastracién o la denervacion en ninguna de las dos edades. La concentracién sérica
de 17 [-estradiol en el animal hemicastrade a los 20 dias presentd un descenso
independiente del ovaric extirpado y de la inervacion sensorial y en el animal
hemicastrado a los 28 dias se observé un incremento sélo en las hembras control con
hemiovariectomia izquierda. La concentracion sérica de hormonas gonadotrépicas no fue
alterada por |a hemicastracién o la denervacién.

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten sugerir que en el
animal prepaber hemicastrado, la respuesta compensadora del ovario depende de la
génada in situ y de la edad en la que se realiza la hemiovariectomia. La inervacion
sensorial modula éste fenémeno de manera estimulante dependiendo de la edad y del
ovario extirpado, mientras que el inicio de la pubertad parece ser regulado por la
activacidn del SNC.



MARCO TEORICO.

INERVACION OVARICA.

Al igual que otras glandulas, los ovarios de los mamiferos son inervados por el
sistema nervioso periférico, mismo que participa directamente en la regulacién del flujo
sanguineo, el control de la esteroidogénesis y en el desarrollo folicular. La inervacion
extrinseca del ovario esta compuesta principalmente por fibras sensoriales y una pequefia
porcion parasimpatica. La inervacion ovarica llega a diferentes componentes estructurales
de la glandula, tales como 1a vasculatura, e! tejide intersticial y los foliculos en desarrollo
(Burden, 1985; Dissen y Ojeda, 1999).

Existen dos vias simpaticas que inervan al ovario de fos mamiferos. Una es el plexo
ovarico (PO), ef cual corre a lo largo de la arteria ovarica; la segunda es referida como el
nervio ovarico superior {NOS), que estd asociada con el ligamento suspensorio, el cual
sujeta al ovario, oviducto y dUtero. Las fibras que se originan en el PO inervan
principalmente la vasculatura ovdrica y las que se originan en el NOS inervan
principalmente el compartimiento secretor de la glandula, células intersticiales y la teca de
los foliculos en desarrollo (Burden, 1985; Calka y col., 1988; Dissen y Ojeda, 1999).

Las fibras del NOS tienen su origen en los segmentos toracicos T10 al lumbar L4
del ganglio de la cadena simpatica y establece sinapsis en el ganglic mesentérico y
celiaco. E| plexo ovérico proporciona la porcién sensorial de los nervios ovéricos, se
origina en el ganglio nodal y ganglio de la raiz dorsal, ubicados entre los segmentos
toracicos caudales (T10-T11) y segmentos craneolumbares de! cordén espinal (L2-L4)
(Burden, 1985; Dissen y Ojeda, 1899).

Recientemente se ha planteado que la inervacién sensorial llega a casi todos los
compartimentos ovaricos, pero principalmente se le asocia con la vasculatura. Al parecer,
en el ovario de la rata no existe inervacién parasimpatica, en su lugar existe inervacion
vagal (Dissen y Ojeda, 1999).

La inervacion simpatica esta constituida por neuronas catecolaminérgicas, que
contienen noradrenalina como principal neurotransmisor, y peptidérgicas que contienen
neuropéptide Y (NPY), péptido intestinal vasoactive y el polipéptido activador de la
adenilato ciclasa hipofisiaria (VIP y PACAP, respectivamente por sus siglas en inglés); en

tanto que la inervacion sensorial se encuentra formada por neuronas que contienen



sustancia P (SP), péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP, por sus siglas
en inglés) y somatostatina. En algunos casos se ha visto que tanto SP como CGRP
pueden coexistir en una misma fibra nerviosa, asi mismo se ha reportado que las fibras
sensoriales también pueden presentar VIP y PACAP (Caika y col., 1988; Dissen y Ojeda,
1899). )

Las fibras que contienen VIP, que llegan al ovario via NOS, inervan al tejido
intersticial, los foliculos {donde estimulan la secrecion de estrogenos y androgenos) v la
vasculatura ovarica (Burden, 1985; Dissen y Ojeda, 1999). Por su parte, las fibras que
contienen NPY, muchas de las cuales ademas contienen NA, llegan al ovario via PO,
agrupandose principalmente en la vasculatura de la goénada. Se ha planteado que el NPY
participa en la modulacion de! tono vascular ¥ junto con SP y CGRP en la regulacion del
fluje sanguineo ovéarico y en la conduccisn de la informacion sensorial procedente del
ovario (Calka y col., 1988; Dissen y Ojeda, 1999). Al CGRP se le asocia con un efecto de
potente vasodilatador {Calka y col., 1988).

Se ha sugerido que la inervacién extrinseca del ovario puede mediar una conexion
neural entre el hipotalamo y e! ovario, que puede ser en ambas direcciones (Gerendai y
Halasz, 1978; Dissen y Ojeda, 1999; Moran y col., 2000). Entre los hallazgos que apoyan
esta idea se encuentra el hecho de que en ratas recién nacidas la eliminacion de la
inefvacién sensorial provoca un enlentecimiento de! desarrollo folicular y el inicio de la
pubertad se retrasa (Traurig y col., 1984; Holzer, 1991). Por su cuenta, Kawakami y col,
(1981) mostraron que la estimulacién de diferentes regiones del cerebro ocasiona
incremento en la sintesis y secrecion de E2 y P4, sin alteracion del flujo sanguineo
ovarico ¢ de la concentracion plasmatica de gonadotropinas. Otra de las evidencias que
apoyan esta hipotesis se ha obtenido en el modelo del animal hemicastrado, en el cual la
concentracion de hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH, por sus siglas en
inglés) se incrementa en el hipotalamo medio basal (MBH), del lado ipsilateral a la
hemiovariectomia, tanto en hembras (Gerendai y col., 1978b; Dissen y Ojeda, 1999),
come en machos (Mizinuma y col., 1983, en Gerendai y col., 1995). Adicionalmente, la
lesion unilateral hipotalamica interfiere con el incremento en la concentracion de FSH
ocasionado por la hemicastracion cuando la lesién del lado derecho es combinada con la
extirpacion de la génada {Nance y Moger, 1982, en Gerendai y col., 1995).



Participacién de la inervacién ovarica sobre la regulacién de ia
foliculogénesis y la esteroidogénesis ovarica. En la rata, la inervacién del ovario
precede al inicio de la foliculogénesis. El desarrolio de los foliculos se inicia cerca de la
méduia de la glandula, y es esta regién la que al inicio contiene el mayor desarrollo de la
inervacion. Asi, la distribucién inicial de fibras nerviosas sugiere una relacién estrecha
entre la presencia de las mismas y el inicio de la foliculogénesis (Dissen y Ojeda, 1999).
Por su parte, Malamed y col. (1992) mostraron, en el ovario de fetos de rata de 19 dias de
vida, la presencia de fibras que son inmunorreactivas a la tiroxina hidroxilasa (enzima que
limita la tasa de sintesis de catecolaminas), por lo que se sugiere gue las fibras que
participan en el desarrolio folicular son de naturaleza catecolaminérgica.

El VIP puede ademas influir sobre la diferenciacion de las células de la granulosa en
los foliculos grandes, ya que induce la formacion de receptores a fa hormona estimulante
del foliculo (FSH) (Dissen y Ojeda, 1999). Si bien el NPY no actia directamente en el
proceso ovulatorio, puede contribuir a modular la respuesta de las células de la granulosa
a las gonadotropinas y catecolaminas (Dissen y Ojeda, 1999},

Por otra parte las catecolaminas, tanto las que llegan al ovario {via NOS y PO)
como las intrinsecas, juegan un papel importante en la esteroidogénesis, ya que tienen la
capacidad de activar los receptores p-adrenérgicos (Ojeda, 1997; Dissen y Ojeda, 1999).
Las catecolaminas aportadas por las fibras simpaticas estimulan la liberacién de
progesterona (P.) a partir de las células de la granulosa y luleales, asi como de
androgenos por parte de las células tecales (Dissen y Ojeda, 1999). Se ha reportado que
las catecolaminas {junto con el VIP) inducen la formacion de receptores para la FSH en
ias células foliculares con lo que se inicia el crecimiento folicular, ademas de que estos
neurotransmisores facilitan la respuesta estercidogénica a bajas concentraciones de
gonadotropinas (Dissen y Ojeda, 1989).

Ne¢ se ha planteado un papel de la SP y del CGRP sobre la esteroidogénesis, sin
embargo se les asocia con la regulacion de! flujo sanguineo y en la aportacion de una via
sensorial aferente a partir del ovario. Se piensa que la informacion transmitida al SNC por
estas fibras consistiria de “sensaciones” del estado individual del desarrollo folicular
(Dissen y Ojeda, 1999).

Los nervios colinérgicos que se ubican alrededor de los foliculos al parecer pueden
inhibir la accion de las gonadotropinas en las células de la granulosa, por lo que se piensa
que estos nervios pueden tener una funcién moduladora de la esteroidogénesis ovarica.

La fuente de estas fibras ain no se ha establecido (Dissen y Ojeda, 1989).



CLASIFICACION DE LAS FIBRAS NERVIOSAS AFERENTES.

De acuerdo con Holzer (1991) las neuronas aferentes primarias se pueden dividir
por su morfologia en neuronas tipo A, las cuales fienen un soma largo y claro; y las tipo B
Gue presentan un soma corto y oscuro. De igual forma, las fibras aferentes primarias
pueden clasificarse de acuerdo a criterios morfolégicos y fisiolagicos en:

a) Gruesas mielinizadas (fibras Aa y AB), presentan altas velocidades de
conduccion de informacién mecanica nociceptiva de la piel y el misculo,

b) Delgadas amielinicas, tienen una velocidad de conduccién mas baja (fibras C}, y
son principalmente nociceptores polimodales o quimionociceptores. Estas fibras
responden a estimulos nocivos mecanicos, térmicos yio quimicos.

¢) Cortas mielinizadas, conducen a velocidades intermedias {fibras A8) y llevan
estimulos nociceptores polimedales y mecanonociceptores, asi como informacion
nonociceptiva (mecanorreceptores y receptores de frio).

MECANISMO DE ACCION DE LA CAPSAICINA,

La capsaicina pertenece al grupoc quimico de los vainilloides, es el componente
picante de ciertos chiles del género Capsicum, en su molécula presenta una cadena de
nueve carbonos con un doble enlace, quimicamente se denomina 8-metil-N-vainillin-5-
nonenamida (Burks y col,, 1985; Holzer, 1991; Caterina y col., 1997), su estructura
quimica se muestra en la figura 1. Actualmente se conocen sus efectos neurotoxicos

sobre neuronas sensoriales primarias que contienen sustancia P.

OH
OCH4
_CHy
CH»-NH-C-[CH5) 4-CH=CH-CH
: “CHy

Figura 1. Estructura quimica de fa capsaicina (Tomado de Burks y col., 1985).



Por otra parte, cuando en la rata se administra capsaicina en las terminales
periféricas de las neuronas sensoriales cutaneas, se da una estimulacidon de los
naciceptares polimodales tipo C y A8, asi como de los receptores de calor tipo C (Holzer,
1991; Caterina y col., 1997; Szallasi y col., 1999), pero el principal efecto de la capsaicina
esta caracterizado por la deplecién de ta sustancia P en las fibras nerviosas aferentes. La
capsaicina es ampliamente selectiva para tas fibras aferentes de mamiferos, en especial
ias del ganglic de ta raiz dorsal, las cuales utifizan a la sustancia P como neurotransmisor
(Burcks y col., 1985). El dafno se origina cuando la capsaicina interacttia con la membrana
celular cerca de las terminales de las fibras aferentes primarias, se forman enlaces
covalentes y se incrementa la permeabilidad membranal a iones calcio y sodio. Se ha
propuesto que la alteracién producida en la membrana por la capsaicina esta relacionada
con la interaccién de tas moléculas hidrofdbicas del vainilloide con la bicapa lipidica o por
la activacion de un receptor especifico, conocido como VR1 (Fig. 2), cuya region de
reconocimiento del vainilloide podria ser intra- o extramembranal (Caterina y col., 1997).

EXTERIOR

TR
UL

INTERIOR

MEMBRANA “i “i

Figura 2. Modelo propuesto para la estructura del receptor a vainilloides. Se ha sugeride que
el receptor es una proteina politdpica que consiste de seis dominios transmembranales con una
extension corta hidrofobica adicional entre las regiones transmembranales & y 6. Este receptor
presenta similitudes con la familia de canales de calcio TRP, propuestos como mediadores de la
entrada del calcio extracelular a las células después de la deplecién de las reservas intracelulares

del mismo (Modificado de Caterina y col., 1997).



En las fibras sensoriales la capsaicina provoca inicialmente despolarizacién de ia
membrana neural lo que induce excitacién, posteriormente inhibe ia repolarizacién de la
membrana neural, lo que ocasiona perdida de |a sensibilidad, ya que la fibra nerviosa no
puede ser excitada nuevamente (Burcks y col., 1985).

El efecto neurotdxico de la capsaicina se manifiesta en un deterioro de (a capacidad
de las fibras nerviosas aferentes para realizar el transporte retrégrado de los factores
neurotréficos esenciales requeridos para mantener fa sintesis de SP en Ia fibra sensorial.
Se ha sugerido que el factor neurotréfico especifico es parecido al factor de crecimiento
neural (NGF, por sus siglas en inglés). Se ha propuesto que este factor neurotréfico es
esencial para la sobrevivencia de las fibras. Al inhibir e! transporte retrogrado del NGF
éste no puede llegar a los somas de las células nerviosas. lo que ocasiona una
disminucién en la tasa de incorporacién de prolina (aminoacide componente de la SP)
durante la sintesis de sustancia P, que se traduce por una menor sintesis del
neuratransmisor y al final es depletado completamente (Burcks y col, 1985),

Adicionalmente, Ojeda (1997) postula que el NGF es esencial en la formacién de
las fibras nerviosas que llegan al ovario y contribuye en la ruptura del foliculo durante la
ovulacién. La deficiencia del faclor produce un retardo en la maduracion folicular ¥y un
descenso en la liberacién de estrégenos, por el contrario, un exceso en la produccion del

factor ocasiona quistes foliculares, estrogenizacion y alteraciones en el ciclo estral.
EFECTOS BIOLOGICOS DE LA DENERVACION SENSORIAL

Algunos efectores dependen de su inervacion para conservar su integridad
estructural y funcional, cuando algunos de estos son denervados, con el tiempo empiezan
a perder su funcién y se atrofian. Otros efectores no dependen por completo de su
inervacion para conservar sus caracteristicas funcionales, tal es el caso del musculo liso,
cardiaco y las glandulas {Noback, 1993). En el estudio de la participacion de la inervacion
se ha utilizado el modelo del animal con denervacién, la cual se puede realizar por via

quirGrgica o farmacolagica



A) Denervacién quirargica.

Si se priva a un organo efector de su inervacién, es probable que desarrolle
sensibilidad extrema a los mediadores quimicos (heurotransmisores). La hipersensibilidad
a la denervacidn es notable en situacicnes clinicas posteriores a la simpatectomia
{Noback, 1993).

Cuando en la rata se realiza la seccidn quinirgica del nervio vago y/o pélvico, los
cuales contienen una gran cantidad de fibras sensoriales (Gabella y Pease, 1973), se
producen diferentes tipos de alteraciones. En el caso de la vagotomia abdominal, la
funcién reproductiva se ve afectada al inhibirse los ciclos estrales, se bloquea la induccion
de pseudoprefies y la respuesta desidual (Burden y col,, 1984), durante la prefiez se
produce reabsorcién de fetos (Lawrence y Burden, 1978, Lawrence y col, 1978) y
disminuyen las concentraciones de hormona luteinizante (LH) y progesterona en el
torrente sanguineo {Lawrence y Burden, 1978; Lawrence y col., 1978; Burden, 1985) y en
el caso del animal hemicastrado se bloquea la hipertrofia compensadora (Burden y
Lawrence, 1977).

Si se realiza la seccion del nervio pélvico, se medifican algunas condiciones previas
al parto, se inhibe la disminucidn de las concentraciones de progesterona en el torrente
sanguineo y se bloquea el aumento en la concentracién plasmatica de prostaglandina Faa
(Louis y col., 1978).

La participacion de la informacién vagal sobre los procesos neuroendécrinos que
regulan el crecimiento folicular y la primera ovulacién, puede ser estimulatoria o inhibitoria
y depende de la edad del animal. Estudios recientes de nuestro laboratorio, han mostrado
que la seccién bilateral del vago provoca un incremento en €! total de foliculos maduros y
ovocitos liberados. En este modelo experimental, la participacion del vage en la
regulacion de fa ovulacién es de tipo inhibitorio (Betanzos y col., 1998).

Si se realiza una vagotomia bilateral a nivel subdiafragmatico, en fa rata prepuber
(24 dias) se induce retraso en el inicio de la pubertad, esto como consecuencia de una
menor actividad esteroidogénica ovérica (Ojeda y col., 1983), en tanto que una vagotomia
izquierda a esta edad provoca un descenso en el peso del Utero (Oriega-Villalobos y col.,
1990). Si la seccion del nervio vago derecho o la denervacién bilateral se realiza a los 28
dias de vida, la concentracion sérica de 17f-esliradiol y de progesterona disminuye. En
tanto que, la seccién del nervio vago izquierdo no modifica la sintesis de estrogenos ni el

inicio de la pubertad (Betanzos y col., 1998).



Por otra parte, tanto la seccion como la estimulacién mecanica del nervio vago
derecho o la de ambos troncos vagales, realizada al inicio o final de la etapa juvenil,
tienden a provocar aumento en la masa corporal (Betanzos y col., 1998). A diferencia de
lo que ocurre en la rata adulta, donde la vagotomia bilateral provoca descenso de la masa
corporal (Mordes y col., 1979; Clarkson y col., 1982).

B) Denervacion farmacologica.

La denervacion farmacolégica se puede realizar utilizando diferentes elementos,
entre ellos se encuentra la capsaicina, ya que ha demostrade ser una herramienta atil en
el estudio de los eventos modulados por las neurcnas sensoriales. Al principio de la
administracion, fa capsaicina produce una excitacién de las neuronas sensoriales, pero
con una exposicidn reiterada se produce una pérdida de sensibilidad a la misma ya
diferentes tipos de estimulos quimicos, térmicos o mecanicos (Burcks y col,, 1985;
Caterina y col., 1997).

Con dosis relativamente alas, la capsaicina pﬁede ocasionar daftos morfolégicos de
larga duracién sobre las neurcnas sensoriales o incluso provocar su destruccién (Holzer,
1891). La capsaicina afecta significativamente a las fibras del ganglio de la raiz dorsal,
especificamente las neuronas sensoriales primarias, donde produce su efecto neurotdxico
manifestandose por la deplecién de ia sustancia P, que es utilizada preferentemente por
estas neurocnas como neurotransmisor (Burks y col., 1985; Holzer, 1991; Caterina y col.,
1997 Clapham, 1997 Szallasi y col., 1939).

La capsaicina no estimula [as raices ventrales del cordon espinal, 1as fibras del
nervio optico, las fibras nerviosas simpaticas pre y posganglionares, las células
ganglionares simpéticas, las neuronas cerebelares (Holzer, 1991), y no afecta los niveles
de sustancia P en tejido gastrointestinal y cerebro (Burcks y col.,, 1985).

Los efectos neurotdxicos de la capsaicina varian con relacion a la susceptibilidad de
la especie de que se trate, en mamiferos puede depletar [a sustancia P y otros péptidos
presentes en las fibras nerviosas los efectos de la neurotoxina también dependen de la
dosis administrada, la edad y via de administracién (Burks y col.. 1985; Nance y col.,
1987, Holzer, 1991; Szallasi y col., 1999). La capsaicina puede provocar dano morfolagico
temporal o permanente de las fibras nervicsas aferentes primarias. En cuanto a la dosis
se tiene, que el umbral de accion de la capsaicina se encuentra entre los 2.5 mg-Kg”
como minimo y su maxima efectividad es con 50 mg-Kg™ (Burks y col., 1985). Por otra
parte, Holzer (1991) sefiala que el dafio a las fibras amielinicas de la raiz dorsal y alos



axones terminales del cordén espinal se produce con dosis entre 5 y 15 mg-Kg™, siendo
ia dosis de 50 mg-Kg” la mas utilizada, ya que ocasiona sobre las neurcnas aferentes
amielinicas el mayor dafio posible de caracler permanente ¢ a large plazo.

La administracion de dosis de 50 mg-Kg', o mayores, ocasiona que los somas
cortos oscuros sean destruidos y los somas claros largos tipo A degeneren, hay una
perdida del 72 al 95 % de las fibras amielinicas de la raiz dorsal y las fibras mielinicas tipo
A pueden permanecer intactas o reducirse hasta en un 40%. Con dosis de 10 a 25
mg-Kg' hay una perdida de fibras nerviosas aferentes amielinicas superior al 95%, las
fibras mielinicas no son afectadas {Holzer, 1991). Con una dosis acumulativa de 950
mg-Kg' se depleta hasta el 48% de la sustancia P del asa dorsal del cordon espinal
(Burks y col., 1985).

Normalmente existe desensibilizacidn y bloqueo de la conduccién nerviosa posterior
a la aplicacidn de capsaicina, pero en alguncs casos, especiaimente cuando se aplican
dosis pequefias reiteradamente, la excitacion puede ser seguida de sensibilizacidn a
estimulos térmicos, mecanicos o quimicos (Holzer, 1991).

La denervacion sensorial inducida por la administracién de capsaicina produce
diferentes efectos morfolégicos, neuroquimicos, histoquimicos, funcionales, conductuales

y reproductivos que dependen de la edad en la que se inicia el tratamiento.

Efectos farmacolégicos de la capsaicina en ratas neonatas. Las ratas neonatas
son altamente sensibles a la accién neurotdxica de la capsaicina, cuyos efectos pueden
persistir por semanas o meses (Traurig y col., 1984). El mayor dafio neurotéxico causado
por la capsaicina se reporta a la edad de 1 a 12 dias de vida, donde se puede obtener
deplecion permanente de la sustancia P de las vias aferentes primarias. El tratamiento
sistémico con una dosis de 50 mg-Kg' de capsaicina ocasiona efectos neurotoxicos
irreversibles caracterizados por la degeneracion permanente de tas neuronas aferentes
primarias tipo B: perdida de las fibras amielinicas tipo C y de las mielinicas tipo Ad
(Holzer, 1991; Szallasi y col. 1999)

Los cambios neuroquimicos e histoquimicos estan representados por la deplecion
de neurotransmisores, tales como la sustancia P, CGRP y posiblemente somatostalina
VIP y colecistoquinina. Los neurotransmisores sefialados anteriormente, se encuentran
asociados con ganglios sensariales, fibras nerviosas aferentes y los tejidos que inervan,

asi como regiones terminales del corddn espinal (Calka y col, 1988; Holzer, 1991).



En tanto que los efectos funcionales se encuentran caracterizados por deficiencia
de las funciones efectoras locales y aferentes. Son inhibidas o abolidas las funciones
efectoras locales tales como la vasodilatacion, incremento en ia permeabilidad vascular,
cambios en la actividad cardiaca, bronquial, muscular, visceral y del sistema inmune. Las
funciones aferentes afectadas comprenden recepcién de calor, termorregulacion, reflejos
cardiovasculares, viscerales y neuroendécrinos (Holzer, 1991).

La denervacién sensorial inducida por la administracion de capsaicina, también
afecta eventos reproductivos, conductuales y de desarrollo. En ratas tratadas en |a etapa
neonatal con capsaicina, al llegar a la etapa adulta, disminuye su capacidad reproductiva
ya que un menor numero de animales queda prefiado v llevan a término la prefiez {(Razo,
2000). De igual forma, se presenta una disminucion de la respuesta desidual e
inadecuado soporte hormonal para la implantacién {ya que se ha sugerido que para que
se implanten los embriones en el dtero es preciso que previamente haya ocurride un
incremento en la concentracion de progesterona). En cambic los ciclos estrales, la
ovulacion, el transporte de esperma v la fertilizacién ocurren normalmente (Traurig y col.,
1984). Asi mismo, la administracién de capsaicina provoca alteraciones en algunocs
aspectos conductuales, se incrementa la tendéncié a rascarse (lo que ocasiona la
aparicion de ulceraciones en la cabeza, cuello y hombros), piel sucia y precocidad en la
apertura de los ojos (Carrillo y col., 1994). También se da una reduccion o abolicién de la
respuesta a estimulos nocivos de tipo quimico y térmico, no asi los de tipo mecanico, asi
como bloqueo de la estimulacion cérvico-vaginal para facilitar la lordosis (Rodriguez-
Sierra y col., 1988).

Se ha reportado que el inicio de la pubertad sufre un retraso en los individuos
denervados con capsaicina en la etapa neonatal. Esta demora ha sido asociada con e
bajo peso corporal que presentan los animales tratados con capsaicina. La rmayor
diferencia, en el promedio del peso corporal de las ratas tratadas se aprecia alrededor de
los 35 dias de vida, edad que coincide con el inicio de la etapa puberal. La demora del
inicio de la pubertad, podria estar mas relacionada con la lentitud del crecimiento corporal
que con un efecto directo det tratamiento con capsaicina (Traurig y col.,, 1984; Carrillo y
col., 1994).

Por otra parte, Holzer (1991) reporta que las ratas adultas presentan una capacidad
de recuperacion a ios efectos de la capsaicina que puede tomar varias semanas o meses.
Los cambios neuroquimicos e histoquimicos de la administracion sistémica de capsaicina

a ratas adultas, son cualitativamente similares a los observados en ratas tratadas en la



etapa neonatal, solamente la extensidn y reversibilidad de los efectos neurotdxicos puede
variar. Los marcadores peptidicos, tales como la sustancia P, son depletados de forma
permanente en aigunos casos, pero en otros se presenta una recuperacion total o parcial,
Asi, cuando en ratas adultas se administra una dosis de capsaicina de 125 mgkg”', la
sustancia P es depletada en el nervio safeno y el ganglio de {a raiz dorsal, y al cabo de
cuatro meses después del tratamiento las concentraciones del péptido se recuperan.
Mientras que, la recuperacidn del péplido en la cornea, nervio vago, cordén espinal dorsal
y tallo cerebral, sélo es parcial ain después de nueve meses de haber finalizado el
tratamiento (Holzer, 1991).

En cuanto a los cambios funcionales, se presenta una reduccion en la proporcion de
fibras nociceptoras polimodales tipo C, en el nervio safeno de estas ratas la
termonacicepcion es deteriorada sdlo parcialmente, mientras que la quimionocicepcicn se
reduce a largo plazo y la mecanonocicepcion es facilitada, inhibida o permanece sin
cambio (Holzer, 1981).

La administracién intrateca! de 100 a 125 pg de capsaicina en ratas aduilas trae
consigo resultados semejantes a [os observados en ratas tratadas en |a etapa neonatal,
con la diferencia de que el despliegue de la conducta sexual de la rata hembra no
presenta alteracion, en contraste con lo ocurrido con la rata tratada neonataimente
(Nance y col., 1987).

PUBERTAD EN LA RATA.

En la rata se da la diferenciacion sexual del encéfalo durante el nacimiento, inducida
por la presencia o ausencia de testosterona testicular, En la rata hembra, la apertura
vaginal es el Unico signo externo que marca el comienzo de la pubertad y por tanto, de la
vida reproductiva del animal, esta elapa comienza entre los dias 35 a 40 de vida.
Simultaneamente a los cambios anatémicos, se producen variaciones a nivel hormonal,
que facilitan la canalizacién de la vagina y el inicio de los ciclos vaginales. En algunas
cepas de rata, el primer frotis corresponde a un diestro y es alrededor de las 48 horas que
se presenta el estro vaginal y la primera ovulacién (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido,
1990).



Las etapas previas a Ia pubertad estan caracterizadas por cambios
neurcenddcrinos, ademas de un rapido aumento de Peso y talla corporal. Con base en
parametros morfofisiolégicos del eje Hipotélamo-Hip()ﬁsis-Gc’madas, Ojeda y col. (1980}
proponen ciasificar este periodo en cuatro fases o etapas:

Etapa neonatal (desde el nacimiento hasta el séptimo dia de vida): Esta etapa se
caracteriza por el inicio de! crecimiento folicular independiente de las gonadotropinas, al
no existir aun receptores para las mismas (Peter, 1970). En el quinto dia la sintesis de
estradiol, a partir de testosterona, es estimulada por la FSH. En el torrente sanguineo se
encuentra en grandes cantidades la o-feto proteina, la cual inactiva biotogicamente a los
estrogenos, por lo que no se establece aun el efecto de retroalimentacisn negativa para
regular la secrecion de gonadotropinas (Raynau, 1973, en Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990). El ovario presenta una respuesta esteroidogénica a ias gonadotropinas
al finalizar esta etapa (Lamprecht y coi., 1976, en Becu-Villalobos y Lacau-Mengido,
1990). Las concentraciones de FSH aumentan y las de la hormona luteinizante (LH) se
mantienen bajas (Dohler y Wuttke, 1974).

Etapa infantil (del dia 8 al 21 de vida). En esta etapa se presentan altas
concentraciones plasmaticas de FSH, necesarias para el reclutamiento y crecimiento de
los foliculos. De igual manera se presentan “picos” esporadicos de LM {Dohler y Wuttke,
1974). Después del diz 15 disminuyen las concentraciones de FSH y desaparecen los
‘picos” de LH y se hace mas eficiente la participacién del estradiot en la sintesis y
liberacion de las gonadotropinas, ante la disminucién de la a-feto proteina (Becu-
Villaiobos y Lacau-Mengido, 1990).

Etapa juvenil (de!l dia 22 al 32 de vida): Al inicio de esta etapa las concentraciones
de LH son bajas, pero tienden a aumentar ¥ Su secrecion se da en forma pulsatil
(Andrews y Ojeda, 1981). Hacia el final de esta etapa se establece un ritmo de secrecion
circadiano de la LH, ya que sus concentraciones y la amplitud de sus pulsos aumentan
diariamente durante la tarde. Sinérgicamente, en el ovaric se da una mayor
esteroidogénesis, bajo la influencia de la LH y el aumento de la cantidad de receptores a
la misma. En cambio, las concentraciones plasmaticas de FSH permanecen bajas {(Smith-
White y Ojeda, 1981).

Etapa peripuberal (después del dia 33 hasta la primera ovulacion). Aqui el patrén
circadianc de la LH es bien definido. La secrecion de prolactina es semejante a la de LH:
concentracién baja durante la mafana con “picos” vespertinos cada dia (Kimura y
Kawakami, 1981).



En esta etapa, se presenta la méxima respuesta esteroidogénica del ovario, ya que
aqui se da el mayor ndmero de receptores a FSH y LH, lo que origina el aumento de las
concentraciones de estradiol, progesterona y testosterona {Ojeda y Urbanski, 1988). El
incremento de estas hormenas finalmente actda sobre el hipotalamo, el cual secreta la
LHRH, con el consecuente pico preovulalorio de FSH y LH que culmina con la primera
ovulacion (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1930)

HIPERTROFIA COMPENSADORA.

La remocion de un ovario trae consigo una amplia gama de respueslas fisioldgicas
en el organismo, ya que se sabe que la extirpacién de una gbnada (hemicastracion) es
seguida por un fenémeno conecido como hipertrofia compensadora de la génada in situ,
la cual aumenta de tamafo y mantiene su funcién a un nivel equivalente a cuando se
encontraban las dos génadas (Edgren y col., 1965; Burden y Lawrence, 1977; Burden y
col., 1986). Farookh y col. (1985), reportan que Ja hemiovariectomia puede restaurar la
ciclicidad en ratas que presentan ovarios poliquisticos por la administracién de valerato de
estradiol, si bien la respuesta compensadora ovarica se ve reducida.

Por otra parte, se ha reportado que en ratas hemiovariectomizadas, el numero de
folfculos en crecimiento aumenta (Meredith y Buicher, 1985), el nimero de cuerpos liteos
y de ovocitos liberados es casi el doble que en las ratas intactas (Edgren y col., 1965:
Burden y Lawrence, 1977; King y col., 1995). Después de la hemiovariectomia, se
produce un incrementa en la concentracién de progesterona {que podria ser debido al
estrés quirirgico) (Farookh y col, 1985) y de gonadotropinas circulantes. Se ha
propuesto que el incremento de FSH y LH puede ser provocado por la disminucion en Ia
concentracién de hormenas ovdricas, que activaria la liberacién extra de gonadotropinas
por retroalimentacion negativa (Edgren y col., 1965). Otra opcién es que, al haber sélo un
ovario sobre el cual actuarian tas gonadotropinas, el resto de las hormonas permaneceria
sin ser utilizado creando un excedente, o ambas propuestas (Labhsetwar, 1967). Otra
hipotesis plantea que el incremento puede deberse a la reduccion en el feedback de ia
inhibina sobre la FSH (Meredith y Butcher, 1985; King y col., 1995).

Por otra parte, el crecimiento del ovarioc remanente puede ser debido a una
hipersensibilidad ovérica a las gonadotropinas (Edgren y col., 1965), o bien por un
mecanismo neural reflejo (Gerendai y col., 1978a). Fl incremento de foliculos maduros

que ovulan puede ser debido un incremento en la proliferacion de foliculos pequefios mas



que a un descenso en la atresia folicular y por tanto habria un incremento en el ndmero
de cuerpes litecs, que a su vez produciria el aumenta en el peso y volumen ovaricos
{Peppier y Greenwald, 1970, en Burden y col, 1986, Edgren y col., 1965).

Recientemente, se ha sugerido que la hipertrofia compensadora ovarica podria se;r
modulada por mecanismos neuroenddcrinos ¥ no solamente por influencia hormonal
(Burden y Lawrence, 1977; Gerendai y col., 1978a; Gerendai y Halasz, 1981; Nance y
col., 1984; Burden y col., 1986; Nance y coi,, 1987 Gerendai y Halasz, 1997). Esta
afirmacién es apoyada por resultados obtenidos con otras glandulas pareadas, tal es el
caso cuando se efectia una adrenalectomia unilateral, donde se puede suprimir la
hipertrofia compensadora si se realiza una hemitranseccion del cordén espinal (Engeland
y Dallman, 1976, en Gerendai y Halasz, 1981).

En cuanto a la participacién de los componentes neuroenddcrinos en la hipertrofia
compensadora ovarica, se tiene que esta es inhibida cuando se realiza una vagotomia
abdominal (Burden y Lawrence, 1977). De manera similar, se puede bloquear la
hipertrofia compensadora ovarica en ratas hemicastradas prepuberes si se les efectia
una lesién unilateral hipotalamica, por la administracion de Acido cainico, localizada
ipsilateralmente con respecte a la hemiovariectomia -(Gerendai y Halasz, 1981; Nance y
col., 1984). Igualmente es posible evitar la aparicion de la respuesta compensatoria
ovarica, si se lesiona bilateralmente el nucleo amigdaloide cortical, pero sélo en ratas
adultas, ya que en ratas prepiberes la lesion no altera el crecimiento compensatorio
ovarico (Bao y Docke, 1977, en Gerendai y col., 1895). Otro aporte es el descubrimiento
de que cuando se administra 6-OHDA (agente neurotéxico que destruye las fibras
nerviosas adrenérgicas) en el ovario, se consiguen cambios compensatorios similares a
los obtenidos con una hemiovariectomia {Burden y Lawrence, 1977, Gerendai y col.,
1978a).

También, se ha mostrado que después de la hemicastracion se produce un
incremento en la sintesis de proteinas en el nicleo arcyate del hipotalamo contralateral a
la operacién, sin cambios del lado ipsilateral {Gerendai y Halasz, 1881) v en la rata
prepuber la deaferentacién izquierda del hipotalamo reduce el grado de crecimiento
compensador del ovario (Nance y col, 1983}, mientras que en ratas adultas la lesion del
lado derecho del hipotalamo anterior suprime la hipertrofia compensadora ovarica sin
impartar el lado de la operacién (Fukuda y col., 1984, en Gerendai y col., 1895).

De igual forma, al lesionar el lado derecho de! I6bulo temporal en ratas adultas se

reduce la hipertrofia compensadora ovarica sin importar el lado de 1a hemicastracion, este



efecto no se observa en ratas pre- o postplberes, mientras que en machos, el efecto
supresor de la deaferentacion depende del lado de [a lesidn, de la edad y del lado de la
hemigonadectomia (Gerendai y col., 1995).

De tal forma que, cuando se destruyen unilateralmente las vias neurales aferentes y
eferentes del ovario, por medios mecanicos o quimicos, y por tanto se interrumpe la
comunicacion nerviosa entre la génada y el SNC, se estimula la respuesta compensatoria
del ovario contralateral, mientras que en el animal hemicastrado, la eliminacion de las vias
neurales simpaticas inhibe la hipertrofia compensadora (Gerendai y col., 1978a; Gerendai
y Halasz, 1981). En funcion de las abservaciones mencionadas anteriormente, se sugiere
que ademas del mecanismo de regulacién endécrino, puede existir una conexién neural
directa entre el SNC y el ovario.



PLANTEAMIENTO DEL FROBLEMA.

La modulacion de la funcidn ovérica se encuentra regulada tanto por componentes
endécrinos como neurales, Los elementos neurales estan representados por la inervacion
simpatica y la sensorial. Se ha postulado que las fibras aferentes al ovario {sensoriales)
se encargan de llevar informacion hacia el Sistema Nervioso Central, con lo que éste a
través de sus secreciones participa en {a modulacién y regulacién del crecimiento folicular
y la ovulacion.

En la actualidad se han sumado [as evidencias que hacen patente que el desarrollo
del foliculo ovérico, la hipertrofia compensadora y la primera ovulacion (inicio de la
pubertad) son regulados por componentes neurales, entre ellos la informacién simpatica
que llega al ovario. Sin embargo, existen algunos reportes que llevan a pensar que la
inervacién sensorial también tiene un pape! importante en el desarrollo de las funciones
ovaricas.

Se sabe que la inervacion simpatica que llega al ovario interviene directamente en
el desarrollo folicular y la esteroidogénesis, pero existe poca informacién sobre Ia
participacién de la inervacidén sensorial en el funcionamiento del ovario. Estudios previos
realizados en nuestro laberatorio, muestran que la participacién de la inervacion sensarial
en el inicio de la pubertad depende de la edad del animal en estudio.

Es bien sabido que en las glandulas pares, como es el caso de los ovarios, la
extirpaciéon de una de ellas induce hipersensibilidad de la glandula in sitv al medic
neuroendocrine. La intensidad de la respuesta depende de la edad en la que se realiza la
cirugia, ya que se ha reportado que en la rata prepaber, la hipertrofia compensadora es
mayor si el animal es hemicastrado a los 20 6 28 dias de vida.

Es probable que las respuestas que se observan en el modelo de! animal
hemicastrado sean mediadas por la inervacién sensorial, por lo que en el presente trabajo
se estudio la participacion de la informacion que es transportada del ovario al SNC, en los
mecanismos que regulan el inicic de la pubertad y el desarrollo de |a hipertrofia
compensadora del ovario, utiizando como modelo experimental a la rata hembra

hemicastrada al final de la etapa infantil o juvenil.



HIPOTESIS.

En la rata hembra la inervacion sensorial, aportada por el plexo ovérico y el nervio
vago, participa de manera estimulatoria en los procesos neurcendocrinos que culminan
con la pubertad, cuando estan presentes ambos ovarios. Por lo que en la rata
hemicastrada, previamente denervada por la administracion de capsaicina, se producira
disminucién en la capacidad esteroidogénica del ovario remanente, retrazo en el inicio de
ia pubertad y alteraciones tantc en la ovulacion como en la hipertrofia compensadora. La
respuesta dependerd de la génada in situ y de la edad en la cual se realice la

hemiovariectomia.

OBJETIVO GENERAL.

- Analizar en la rata con denervacidn sensorial al nacimiento, inducida por la
administracion de capsaicina, el efecto de la hemicastracion realizada a fos 20 6 28 dias
de edad sobre el inicio de la pubertad, la hipertrofia ovarica y la secrecién de hormonas

esterpides ovaricas.

OBJETIVOS PARTICULARES.

- Analizar los efectos de la denervacién sensorial realizada al nacimiento, sobre el
inicio de la pubertad {edad de canalizacién vaginal) en ratas hemicastradas a los 20 6 28
dias de vida.

- Analizar los efectos de la denervacion sensorial realizada al nacimiento, sobre la
hipertrofia y ovulacién compensadora del ovario en ratas hemicastradas a los 20 6 28
dias de vida.

- Estudiar los efectos de la denervacion sensorial realizada al nacimiento, sobre las
concentraciones séricas de progesterona, testosterona y 17p-estradiol en ratas
hemicastradas a los 20 6 28 dias de vida.

- Estudiar los efectos de la denervacion sensorial realizada al nacimiento, sobre las
concentraciones séricas de gonadotropinas (LH y FSH) en ratas hemicastradas a los 20
28 dias de vida.



MATERIAL Y METODOS,

Se utilizaron ratas hembra recién nacidas de la cepa Cll-ZV, mantenidas bajo
condiciones controladas de iluminacion con 14 h de luz y 10 h de oscuridad (luces
encendidas de 05:00 a 19:00 hrs.), temperatura de 22 ¢ 2 °C. En e dia del nacimiento
(dia cero), las crias fueron sexadas y colocadas en camadas de 6 individuos (5 hembras y
un macho) (Salas y col, 1991). Se formaron dos grupos experimentales, los cuales
fueron inyectados al nacimiento (entre ias 11:00 y las 13:00 hrs.) con capsaicina (Cap-n)
o el vehiculo (Vh-n),

Administracion de capsaicina al nacimiento (Cap-n).

Un grupo de animales fue tratado con capsaicina el dia cero (nacimiento); para esto
se procedi a inyectar (subcutaneamente) a las crias una dosis Unica de 50 mg-Kg™* del
farmaco, en un volumen equivalente a 10 ul por cada gramo de peso corporal, La
capsaicina fue preparada disolviendo el farmaco en una solucién que consta de 10% de
etanol absoluto, 10% de Tween-80 y 80% de solucibn_ salina al 0.9%.

Administracién de vehiculo al nacimiento (Vh-n).

El vehiculo fue la solucién utilizada para disolver la capsaicina (10% de etanol
absoluto, 10% de Tween-80 y 80% de solucidn salina al 0.9%), ¥ se inyecté en el mismo
velumen utilizado para el grupo anterior.

Las ratas permanecieron con la madre hasta que fueron destetadas, esto es, hasta
los 21 dias de vida y a partir de entonces tuvieron libre acceso al agua y alimento, Todos
los animales fueron pesados cada 7 dias a partir del nacimiento, esto con el fin de
determinar el incremento del peso corporal. Posteriormente se procedid a realizar la
hemicastracion izquierda (HClzqg), derecha (HCDer) o la operacion simulada (OS)alos 20
0 28 dias de vida.



Hemicastracién izquierda o derecha (HCizq y HCDer).

Después de anestesiar a los animales con éter, se procedio a realizar lateraimente
una incisidn longitudinal en la piel y el musculo, de aproximadamente 0.8 ¢cm de largo, a
través de la cual se extrajo el ovario unido al dtero, posteriormente se precedio a
seccionar el ovario izquierdo o derecho y el dtero fue regresado a la cavidad abdominal y
se suturd la herida.

Operacidn simulada (OS) o laparotomia.

Una vez anestesiados los animales se procedid a realizar una laparotomia, la cual
consistid en realizar una incisidn de piel y musculo, sin tocar algdn érganc se procedio a
suturar la herida.

Todas las cirugias se realizaron entre las 09:00 y las 12:00, se registré el peso
corporal de cada animal y fueron marcados en las orejas antes de comenzar la operacion.
Después de la cirugia, los organismos fueron devueltos a sus jaulas.

Considerando datos previos de nuestro laboratorio, se revisd diartamente la
canalizacion de la vagina a partir del dia 30 de vida en todas las ratas utilizadas, como un
indicador de! inicio de la pubertad. Una vez ocurrida la apertura vaginal espontanea, se
procedid a realizar frotis vaginales, para determinar la etapa del ciclo estral. Todos los

animales fueron sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Procedimiento de autopsia.

Al primer estro vaginal se registrd el peso corporal de cada animal y se sacrificaron
por decapitacién entre las 11:00 y las 13:00 hrs. Se colectd la sangre del tronco y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos para que se coagulara, después de
este tiempo, las muestras fueron colocadas en una centrifuga clinica y se centrifugd a
3500 r.p.m. durante 15 minutos. Se separd el suero del botén celular, se le depositd en
tubos eppendorf y se refrigeré a —20 °C hasta el momente de la cuantificacién de
hormonas esteroides (progesterona, testosterona y 17p-estradiol) y gonadotrépicas (FSH
y LH). Se disecaron los oviductos para detectar |la presencia de ovocitos, siguiendo la
metodologia habitual de laboratorio (Morales y col., 1998). De igual forma, se disecaron y

pesaron por separado los ovarios, Uterc, adrenales y timo.



Cuantificacién de hormonas esteroides y gonadotrdpicas.

Las hormonas esleroides fueron cuantificadas por radicinmunoanalisis (RIA) de
fase sblida, mediante reactivos com;:rciales (Coat-A-Count). En tubos de polipropileno
{que ya contienen el anticuerpo especifico: anti-progesterona-1"%*, anti-testosterona-1'% o

anti-estradiol-I'*), se adicioné la muestra problema (100 W) y 1 ml de la hormona

radioactiva (I'*®

). para cada hormona. Para facilitar la reaccion, la mezcla se agitd en un
vortex durante 1 minuto y se incubd durante 3 horas a temperatura ambiente. Después de
este tiempo, la mueslra fue decantada, se removié e! exceso de liquido y se determiné la
concentracién de hormona en la muestra problema con la ayuda de un contador de rayos
gamma modelo Cobra 5005, Packard ™, en funcidn de las cuentas por minuto v una
curva de calibracion.

Para la cuantificacién de las hormonas gonadotropicas se utilizé el RIA de doble
anticuerpo. Se procedié de la siguiente forma: a 100 ul de suero problema, se le
afadieron 100 yul de hormona marcada con I', posteriormente se le adicions el
anticuerpo de suero de borrego para LH {rLH-RP2) o para FSH (rFSH-RP2). Después, se
incubaron a temperatura ambiente por 24 hrs, A continuacién, se agregaron 100 pu del
segundo anticuerpo (suero normal de conejo} y se incubaron durante 2 hrs.,
posteriormente los tubos se centrifugaron a 3000 rpm. a -4 °C por 30 min, el
sobrenadante fue decantado, se secaron las paredes de cada tubo y se colocaron, para
ser analizadas, en un contador de centelleo gamma modelo Cobra 5005, Packard ™.

La cuantificacién hormonal se realizé en el Laboratorio de Hormonas Proteicas y en
el Laboratorio de Hormonas Esteroides del Departamento de Biologia de la Repraduccién

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”,

Tasa de animales ovulantes.

La tasa de animales ovulantes se calculé de acuerdo a la siguiente formula:

Tasa de animales ovulantes = nimero de animales gque ovulan
nimero total de animales
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Porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario.
En los animales hemicastrados, el porcentaje de hipertrofia compensadora del
ovario {(HCO} se calculd a partir de la siguiente formula (Chavez y Dominguez, 1984):

% HCO=A-B X100
B
Donde: A = Peso del ovario in situ.

B = Peso que habria alcanzado el ovario al primer estro.

Porcentaje de ovulacién compensadora.
En los animales hemicastrados, la ovulacion compensadora (OC}) se calculd a partir
de la siguiente formula (Chavez y Dominguez, 1994):

% OC =A-B X100
B
Donde; A = Numero de ovocitos liberados por ef ovario in sifu.

B = Numero de ovocitos que habria liberado el ovario al primer estro.

Como la hemicastracion se rezlizé en animales prepiberes, el peso y el nimero de
ovocitos liberados por el ovario se obtuvo a partir de los animales tratados con vehiculo o
capsaicina y sometidos a operacion simulada (Vh-n + 0OS o Capn + 05
respectivamente) y sacrificados al primer estro.

Anilisis estadistico.

Los resultados de la edad de la apertura vaginal, del nimero de ovocitos liberados,
el porcentaje de hipertrofia compensadora ovarica y de la ovulacién compensadora fueron
analizados por la prueba Kruskal-Wallis seguida por la prueba de “U” de Mann-Whitney.
El peso corporal, el de los organos, fa concentracion sérica de hormonas esteroides y de
las gonadotropicas fueron analizados por la prueba de Andlisis de Varianza Multifactorial
(ANDEVA), seguida por la prueba de Tukey. La variacién de! peso corporal, el periodo de
tiempo entre ta apertura vaginal y ! primer estro fueron analizados por la prueba de {-
Student. La tasa de animales ovulantes se analizé por la prueba de Fisher. Se
consideraron como estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya probabilidad

fue menor o igual a 0.05.
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RESULTADOS

De los parametros evaluados en este trabajo, se realizé una comparacion entre
animales intactos (TA)} sacrificados en el dia del primer estro vaginal y los animales
inyectados con el vehiculo al nacimiento y sometidos a una operacitn simulada a los 20 o}
28 dias de vida. Como se observa en la tabla 1, la operacion simulada mo provocod
alteraciones en las determinaciones realizadas, con respecto al grupo de animales
tratados con vehiculo, excepto en la concentracion de 17 B-estradiol donde en el grupo
con operacion simulada realizada a los 20 dias se incrementa, Por ello se decidio utilizar
a las hembras tratadas con vehicufo como grupo de comparacion.

Tabla 1. Media + eem de la edad de apertura vaginal, de la edad de! primer estro vaginal,
del ndmero total de ovocitos liberados, del peso corporal, de la masa ovarica, del peso
del utero, de las concentraciones séricas de progesterona y de 17 B-estradiol de animales
testigo absoluto (TA) y de animales tratados con vehiculo al nacimiento {(vh-n) y con
laparotomnia (OS) a los 20 6 28 dias de edad y sacrificados en el dia del primer estro

vaginal.

v‘émﬁg T Vh-n +0820d:3] .Vh-n + 0s284
Edad de apertura vaginal 40.30 + 0.60 40.50 £ 1.36 39.13+1.19
Primer estro vaginal % 078+0.26 1.50 £ 0.96 0.57 £0.37
Nimero total de ovocitos | ¢ o, 49 7.40 1 1.40 6.88 + 0.88

liberados

Peso corporal 116.70+ 3.00 124.24 + 4.83 118.02 + 3.71
Masa ovérica 32.20+£3.70 29441242 37641092
Peso del dtero 157,30+ 8.90 162.36 ¢ 15.95 138.05+7.18
Progesterona 540+ 1.10 374071 57511.08
17 B-estradiol 20.30£1.50 3667 +t6.77F 23041217

% Dias posteriores a la apertura vaginal.

* p<0.05 vs. TA, prueba de ANDEVA.
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HEMICASTRACION A LOS 20 DiAS.

Variacioén del peso corperal.

Dado que el peso corporal de los animales inyectados al nacimiento con vehiculo o
capsaicina no se modificé por la hemicastracion, se agrupé en un sélo bloque a los
animales denervados (Cap-n+HClzq, Cap-n+HCDer y Cap-n+0S) y en otro a los tratados
con el vehiculo (Vh-n+HC12Q, Vh-n+HCDer y Vh-n +0OS). La variacion del peso corporal a
través del liempo en las hembras tratadas al nacimiento con el vehiculo (Vh-n) o
capsaicina {Cap-n) esta representada en la grafica 1. Aqui se encontré una disminucion
del peso corporal en las hembras denervadas a partir de los 28 dias, pero sélo a la edad
de 35 dias el descenso fue significativo.

140 —

100 +

o0
o

Peso (g)
»

60 —c—Vh-n
1[ —e—Capn

0 7 14 21 28 35 42
Edad (dias)

o 8 8

* p<0.05 vs. Vh-n, prueba de {-Student.
Grafica 1.- Variacién del peso corperal a través del tiempo en hembras inyectadas at
nacimiento con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) y sacrificadas en el dia de! primer

estro vaginal.

Edad de apertura (EAV) y del primer estro vaginal (EPEV).

En las hembras tratadas al nacimiento con vehiculo o capsaicina la hemicastracién
izquierda o derecha no modificé la edad de la apertura vaginal (Grafica 2). El grupo de
hembras denervadas y con hemicastracidn del ovario izquierdo tardaron
significativamente mas dias en presentar el primer estro que su grupo de comparacion.

Este efecto no se observé cuando el ovario que se extirpo fue el derecho. Ademas, se
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observd diferencia significativa al comparar los animales tratados con el vehiculo y
hemicastrados del lado izquierdo contra los del lado derecho (Grafica 3).

Dias

0s HClzq HCDer

Grafica 2. Media + eem de la edad de apertura vaginal de animales tratados con vehiculo
(Vh-n) o capsaicina (Cap-n} al nacimiento y con hemicastracion izquierda (HClzg),
derecha (HCDer) o laparotomia (OS) a los 20 dias de edad y sacrificados en e dia del

primer estro vaginal.

DiAs

0s HCizq HCDer

% p < 0.05 vs. Vh-n+HClzq, prueba de {-Student.

Grafica 3. Media + eem del periodo en dlas entre la apertura vaginal y la aparicién del
primer estro vaginal de animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina {Cap-n} al
nacimiento y con hemicastracién izquierda (HClzq), derecha {HCDer) o laparotomia (0S)
alos 20 dias de edad y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

24



Proporcién de Animales Ovulantes y Numero Total de Ovocitos Liberados.

La proporcién de animales ovulantes no fue afectada por la hemicastracién o la
operacién simulada en animales con denervacion sensorial. En las hembras tratadas con
vehiculo el nidmero de ovocitos liberados por e! ovaric derecho fue mayer que los
liberados por el izquierdo, cuando estos animales fueron hemicastrados la cuota

ovulatoria por parte del ovario remanente fue similar al registrado por ambos ovarios del
grupo tratado con vehiculo.

En las hembras tratadas con capsaicina y hemicastradas del lado izquierdo o
derecho, se produjo un incremento significativo en el nimero total de ovocitos liberados
por parte del ovario remanente. Sélo cuando el ovario in situ fue el derecho la ovulacion
fue mayor respecto al grupo denervado con laparotomia (Tabla 2).

Tabla 2. Proporcidn de animales ovulantes (nUmero de animales ovulantes/inamero total
de animales), para el ovaric izquierdo (Ol), ovario derecho (OD) o para ambos (Total} y
media + eem del ndmero total de ovocitos liberados de animales tratados con vehiculo
(Vh-n) o capsaicina (Cap-m) al nacimiento y con hemicastracién izquierda (HClzq),
derecha (HCDer) o laparotomia {OS) a los 20 dias de edad y sacrificados en el dia del
primer estro vaginal.

N o‘Tén‘fb‘E‘%
FOI TR0 OTALY| -t 2o " fotaL

Vh-n+0S s | s@ 58 | 2208102 | 520t058 | 7.402 140
Vh-n+HCizq 610 8.33 £ 0.67~%

Vh-n+HCDer | 30 8.33 £ 0.88%

Cap-nac+0S | om4 | 10114 | 12114 | 325:071 | 3872067 | 6921092
Cap-n+HClzq 718 9.29 +0.294®

Cap-n+HCDer | 9112 7.78 10.66% ®

% p < 0.05 vs. Vh-n+OS mismo avario, prueba de Kruskai-Wallis seguida por *U" de Mann-Whitney
®p< 0.05 vs. Cap-n+0S mismo ovario, prueba de Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney
< p < 0.05 vs. Cap-n+0S ambos ovarios, prueba de t-Student.
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Porcentaje de Ovulacién Compensadora (OC).

El porcentaje de ovulacion compensadora en los animales inyectados con el
vehiculo y hemicastrados del ovario derecho fue mayor vs. los del lado izquierdo. En las
hembras denervadas y hemicastradas del ovario derecho la ovulacion compensadora
disminuyé en aproximadamente un 50% con respecto a las hembras tratadas con el
vehiculo y hemiovariectomizadas del mismo lade. En las hembras denervadas y
hemicastradas del ovario izquierde se presentd un incremento significativo de la ovulacién
compensadora, comparado contra las hembras tratadas con el vehiculo y hemicastradas
del mismo lado (Tabla 3).

Porcentaje de Hipertrofia Compansadora Ovarica (HCO).

La hipertrofia compensadora ovérica se presentd tanto en el grupo tratado con
capsaicina como en el inyectado con vehiculo. El porcentaje de hipertrofia compensadora
fue significativamente diferente entre las hembras hemicastradas del ovario izquierdo vs.
las del lado derecho, independientemente de si fueron tratadas con capsaicina. En todos
los grupos experimentales se registrd la mayor ganancia del peso ovarico, cuandg ta
gdénada remanente fue la izquierda (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de ovulacién compensadora (%OC) y porcentaje de hipertrofia
compensadora ovarica (%HCO) para el ovario izquierdo (Ol) y el ovario derecho {OD) de
animales tratados con wvehleulo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento y con
hemicastracion izquierda (HClzg) o derecha (HCDer) a los 20 dias de edad y sacrificados
en el dia del primer estro vaginal.

ZQUIERDG * DERECHO | IZQUIERDO * DERECHO

Vh-n+HCizq 60.3+12.8 428+74
Vh-n+HCDer 27881401+ 8381884

Cap-n+HClzq 1533 £ 7.84 493192
Cap-n+HCDer 139.3+ 204 82,3+ 10.8@

4 p < 0.05 vs. Vh-n+HClzq, prueba de “U” de Mann-Whitney.
¥ p<0.05 vs. VH-n+HCDer, prueba de “U" de Mann-Whitney.
@ p<0.05 vs. Cap-n HClzq, prueba de "U" de Mann-Whitney.

26



Peso corporal (g)

En las hembras tratadas con vehiculo la hemicastracion no mediificé el peso

corporal. Este mismo comportamiento se observa en los animales denervados (Tabla 4).

Peso de drganos (mg}
Ovario

En las hembras hemicastradas del ovario izquierdo, lanto las inyectadas con
vehiculo como las tratadas con capsaicina, se observé un incremento significativo en el
peso absoluto del ovario in situ, comparado con los grupos con operacién simulada
(Tabla 4}, cuando los resultados se expresaron en funcién del peso corporal este
aumento sélo se mantuvo para los animales tratados con capsaicina (Cap-n+HClzq
18.58 + 0.85 vs. Vh-n+0S 12.63 ¢ 1.44, p<0.05 prueba de ANDEVA seguida por Tukey)
(Vh-n+HClzq 16.96 + 0.92 vs. Vh-n+OS 1263 % 1.44, NS). Las hembras con
hemicastracion derecha, tanto las inyectadas con vehiculo o con capsaicina, mostraron
incremento significativo en €l peso absoluto del ovario in sifu, comparado con los grupos
con laparotomia (Tabla 4), que se mantuvo adn si se expresaron los resultados en peso
relativo (Vh-n+tHCDer 22.51 + 1.55 vs. Vh-n+OS 1252 + 1.23, p<0.05 prueba de
ANDEVA seguida por Tukey) (Cap-n+HClzg 24.19 £ 1.20 vs. Vh-n+OS 1252 + 1.23,
p<0.05 prueba de ANDEVA seguida por Tukey). Pero, el incremento fue
significativamente diferente entre las hembras tratadas con vehiculo o capsaicina y con
hemicastracion izquierda vs. las de hemicastracion derecha, tanto si los resultados se
expresaron en peso absoluto como relativo. El menar incremento en ef peso def ovario se
encontré en los animales con hemicastracion izquierda contra hemicastradas del lado
derecho, independientemente de si se administré vehiculo o capsaicina (Tabla 4).

Masa oviérica.

El peso absoluto de la masa ovérica no fue alterado por la denervacién sensorial
{Cap-n+0S 27.92 £ 1.36 vs. Vh-n+0S 29.44 + 2 42, NS), este resultado se mantuvo al
ser expresado en peso relativo (Cap-n+OS 22.77 £ 1.04 vs. Vh-n+0S 24.56 + 2.67, NS).
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Tabla 4. Media + eem del peso corporal (en gramos) y del peso de organos (en
miligramos). para el ovario izquierdo {Ol), el ovario derecho {OD) y el Gtero de animales
tratados con vehlculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento y con hemicastracion
izquierda (HClzq), derecha (HCDer) o laparotomia (OS) a los 20 dias de edad y
sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

- PESO: |7 "OVARIO | OVARIO
| SCORPORAL: | - IZQUIERDO - | DERECHO .
12124+483 | 1513:138 | 1510:123

Vh-n+HClzq 129.23 £ 4.07 2157+ 1.113%

Vh-n+HCDer 125.00£2.78 | 27.81+1.33 %4
Cap-n+0S 123.89+£3.22 1465+ 0.60 13.57+0.79
Cap-n+HClzg 119.33+7.24 20.27 £1240Q
Cap-n+HCDer 116851344 | 26.71+ 15801

¥ p <0.05 vs. Vh-n+0S$, prueba de ANDEVA seguida por Tukey.
+ p <0.05 vs. Vh-n+HClzq, prueba de ANDEVA seguida por Tukey.
@ p <0.05 vs. Cap-n+08, prueba de ANDEVA seguida por Tukey.
@ p <0.05 vs. Cap-n HClzg, prueba ANDEVA seguida por Tukey.

Utero.

El peso del ttero fue diferente en funcion del lado de la hemicastracién, EJ peso en
las hembras tratadas con vehiculo y sometidas a hemicastracion izquierda disminuyé
significativamente (Tabla 5); el resultado fue similar cuando se expreséd en funcién del
peso corporal (Vh-n+HClzq 102.45 + 5.49 vs. Vh-n+0S 141.47 + 12.52, p<0.05 prueba
de ANDEVA seguida por Tukey). E! peso del (tero en el animal denervads y con
hemicastracién del lado izquierdo o derecho no presentd alteracion con respecto a las
hemicastradas inyectadas con el vehiculo. En los animales inyectados con capsaicina y
sometidos a laparotomia, el peso absoluto del (tero no se modifico (Tabla &), pero al
expresar el resultado en funcién del peso relativo se encontré una disminucién

significativa (Cap-n+0S 109.41 + 5.60 vs. Vh-n+OS 141.47 1 12,52, p<0.05 prueba de
ANDEVA seguida por Tukey).
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Masa adrenal.

En las ratas inyectadas con vehicule y sometidas a hemicastracién izquierda o
derecha, el peso de la masa adrenal no fue afectado, este resultado no se modificé
cuando se denervé al animal. El peso de las adrenales del grupo denervado vy
hemicastrado del lado derecho, se incrementé significativamente comparado al grupo
denervado con hemicastracién izquierda (Tabla 5), la diferencia no se presenté cuando
los resultados fueron expresados en peso relativo {Cap-n+HCDer 26.86 £ 1.36 vs. Cap-n
+HClzq 23.90 + 0.99, NS).

Timo.

En las hembras tratadas con vehiculo o capsaicina la hemicastracién no alterd e
peso absoluto (Tabla 5) o relativo del timo.

Tabla §. Media + eem del peso de drganos (en miligramos) para la masa adrenal, el timo
y bazo de animales tratados con vehlculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) y con
hemicastracion izquierda (HClzq), derecha (HCDer) o laparotomia (OS) a los 20 dias de
edad y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

TERO | “ADRENALES | = TiMO
162.36£ 1595 | 31012219 | 326.10£19.93
VhntHClzq | 12445:784% | 28844080 | 360.00+10.94
Vh-neHCDer | 1526121321 | 29104199 | 35413+ 18.45
Cap-nact0S | 136.14+6.56 | 30925097 | 369.08+13.54
Capn+HClq | 130572725 | 28012144 | 36281¢1401
Cap-neHCDer | 166.56 £ 11.46® | 34.58+184@ | 344101384

¢ p <0.05 vs. Vh-n+0S, prueba de ANDEVA seguida por Tukey.

& p <0.05 vs. Cap-n HClzq, prueba ANDEVA seguida por Tukey.
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Hormonas Esteroides.
Progesterona {P,).

Los resultados de la cuantificacion sérica de progesterona {ng/ml} mostraron que la
denervacién sensorial no alter6 la concentracién de esta hormona en forma significativa
en el animal sometido a laparotomia. Mientras que, al realizar la hemicastracion izquierda
al animal inyectado con vehiculo, se produjo un incremento significativo en la
concentracidn de progesterona circulante, pero dicho aumento no se presentd en el
animal denervado. Al realizar la hemicastracién derecha, tanto en las hembras inyectadas
con vehiculo como las tratadas con capsaicina se observé un incremento significativo en
la concentracién sérica de la hormona (Tabla 6).

Testosterona (T).

Al comparar los resultados del analisis de |a testosterona sérica {ng/ml), se encontré
que la denervacion sensorial no madificd la concentracidn sérica de la hormona. Tanto la
hemicastracién izquierda como la derecha, no ocasionaron alteracién significativa en la
concentracidn sérica de ila hormona en animales inyectados con vehiculo o denervados
(Tabla 6).

17 B-estradiol {E.).

Al evaluar los resultados de la cuantificacién de 17 B-estradiol (pg/ml), se observd
que la denervacion ne provocd alteracion significativa en la concentracién sérica de la
hormona en el animal sometido a laparotomia. Mientras que, se encontré un descenso
significativo al efectuar la hemicastracion, tanto izquierda como derecha, para hembras
con vehiculo y denervadas comparado contra los animales con operacién simulada. Por
otra parte, en las hembras hemicastradas del lado izquierdo y tratadas con capsaicina el
descenso en la concentracién de la hormona fue significativamente menor que en el
animal tratado con vehiculo y hemicastrado del mismo lado (Tabla 6).
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Tabla 6. Concenfracién sérica de hormonas esteroides: testosterona (T), progesterona
(P.} en ng/ml y 17 B-estradiol (Ez) en pg/ml en animales fratados con vehicule (Vh-n) o
capsaicina (Cap-n) al nacimiento y con hemicastracidn izquierda (HClzq), derecha
(HCDer) o laparotomia (OS) a los 20 dias de edad y sacrificados en el dia del primer

estro vaginal.

‘ " HORMONAS ESTEROIDES .
B R T ' E,
Vh-n+0S 3742071 0.087 £ 0.037 3667 £6.77
Vh-n+HClzq 13.35£3.31% 0.054 £ 0.012 7.81+0.72%
[Vh-n+HCDer 12.52 + 1.84 0.080 + 0.040 14132 1.94%a
Cap-n+08 4991056 0.033 £ 0.004 4484 + 8.51
Cap-n+HClzq 3212022+ 0.043+0.008 | 16.74 £2.56@4
Cap-n+HCDer 13.16 £+ 1.600® | 0.034 + 0.007 1132+ 1.07@

¥ p <0.05 vs. Vh-n+0OS, prueba de ANDEVA sequida por Tukey.
& p < 0.05 vs. Vh-n+HCIzq, prueba de ANDEVA seguida por Tukey.

@© p <0.05 vs. Cap-n+0S, prueba de ANDEVA sequida por Tukey.

& p <0.05 vs, Cap-n HClzg, prueba ANDEVA seguida por Tukey.

Hormonas Proteicas {ng/ml).
Hormona luteinizante (LH} y hormona estimulante del foliculo {(FSH).

Como se puede observar en las graficas 4 y 5 las concentraciones de FSH y LH en
el animal tratado con vehiculo, son mas bajas que las obtenidas en otras ocasiones por
nuestro laboratorio, razén por la cual en este apartado sélo presentamos los resultados
como tendencia del efecto de la denervacién sobre las concentraciones de estas

hormonas.

Cuando se evalud la concentracion en suero de la hormona luteinizante, en general,
los resuitados mostraron una tendencia a 1a uniformidad. En las hembras tratadas con
vehiculo 0 capsaicina, la concentracion sérica de la hormona luteinizante no se modificé
por efecto de a hemicastracion (Grafica 4). Mientras que en el caso de la concentracion
sérica de hormona estimulante del foliculo se presento la tendencia al incremento en el
animal denervado y sometido a hemicastracion derecha (Grafica 3).
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Gréfica 4. Concentracién sérica {ng/ml} de hormona luteinizante en animales tratados con
vehiculo (Vh-n} o capsaicina (Cap-n) al nacimiento ¥ con hemicastracion izquierda
(HClzq), derecha {HCDer) o laparotomia {OS) a los 20 dias de edad y sacrificados en el
dia del primer estro vaginal.
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Grafica 5. Concentracion sérica (ng/mi) de hormana estimulante del foliculo en animales
tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento y con hemicastracion

izquierda (HClzg), derecha (HCDer} o laparotomia (OS} a los 20 dias de edad y
sacrificados en el dia del primer estro vaginal.
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HEMICASTRACION A LOS 28 DIAS.

Variacion del peso coerporal.

Dado que el peso corporal de los animales inyectados con vehiculo o capsaicina no
se modificod por ta hemicastracion, se agrupd en un sélo bloque a los animales
denervados (Cap-n+HClzq, Cap-n+HCDer y Cap-n+OS) y en otro a los tratados con el
vehiculo (Vh-n+HCIzQ, Vh-n+HCDer y Vh-n +0O%). La variacion de! peso corporal a través
del tiempo en las hembras tratadas con el vehiculo (Vh-n) o capsaicina {Cap-n) al
nacimiento esta representada en la grafica 6.

—o—Vh-n
—4—Cap-n

Peso (g)

0~ } t + + } !
0 7 14 21 28 35 42
Edad (dias)

Grafica 6.- Variacion del peso corporal en hembras inyectadas al nacimiento con vehiculo
(Vh-n} o capsaicina (Cap-n) y sacrificadas en el dia del primer estro vaginal.

Edad de Apertura Vaginal (EAV) y del Primer Estro (EPE).

La edad de la apertura vaginal tuvo un retrazo significativo cuando se realizo la
hemicastracidon derecha a hembras tratadas con vehiculo, pero este efecto no se
presentd cuando ademas de ser sometidos a la hemicastracion, los animales fueron
denervados al nacimiento por el tratamiento con capsaicina (Grafica 7). La aparicion del
primer estro vaginal se retrazé significativamente en las hembras tratadas con vehiculo y
hemicastradas del lado izquierdo, este efecto no se presentd en el animal denervado y
hemicastrado del mismo lado {Grafica 8).
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% p<0.05 vs. Vh-n+08$, prueba de Kruskal-Wallis, seguida por “U” de Mann-Whitney.
¥ p<0.05 vs. VH-n+HCDer, prueba de Kruskal-Wallis, seguida por “U" de Mann-Whitney.

Grafica 7. Media + eem de la edad de apertura vaginal de animales tratados con vehiculo
(Vh-n) o capsaicina (Cap-n} al nacimiento y con hemicastracién izquierda (HClzg),
derecha (HCDer) o laparotornia (0S) a los 28 dias de edad y sacrificados en e} dia del
primer estro vaginal.
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HClzq HCDer

— —_—— - . - — [ 4

& p<0.05 vs. Vh-n+HClzq, prueba de t-Student.

Grafica 8. Media + eem del periodo en dias, entre la apertura vaginal y la aparicion del
primer estro vaginal de animales tratados con vehiculg {Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al
nacimignto y con hemicastracion izquierda {HCizq), derecha (HCDer) o laparotornia {0S)
a los 28 dias de edad y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.
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Proporcion de Animales Ovulantes y Numero Total de Ovocitos Liberados.

La proporcidn de animales ovulantes no fue afectada de forma significativa por la
hemicastracién o la denervacidén sensorial. En las hembras tratadas con vehiculo o
capsaicina y hemicastradas de! lado izquierdo o derecho, se produjo un incremento
significativo en el numero total de ovocitos liberados por parte del ovario remanente,
excepto en el grupo tratado con capsaicina y hemicastrado del lado derecho donde la
diferencia no resultd significativa. La cuota ovulatoria fue semejante al total de ovocitos
liberados por el grupo con operacién simulada (Tabla 7).

Tabla 7. Proporcion de animales ovulantes (nimero de animales ovulantes/numero total
de animales), para el ovario izquierdo (Ol), ovario derecho (OD) o para ambos (Total) ¥
media t eem del nimero total de ovocitos liberados de animales tratados con vehiculo
(Vh-n} o capsaicina (Cap-n) al nacimiento y con hemicastracion izquierda (HClzq),
derecha {HCDer) o laparotomia (OS) a los 28 dias de edad y sacrificados en el dia del

primer estro vaginal.

ST o M B et T
MEROTOTALIDE,OVOCITOS
A SLIBERADOS
: o oV Aty

: AL | 200 Sz iieion)]
Vh-n+0S 4134030 | 2.75£0.96
Vh-n+HClzq 7.6310.82%
Vh-n+HCDer 5/10 8.80+ 0.97%
Cap-n+08 56 6/6 6/6 3501085 | 400068 | 7.50% 143
Cap-n+HClzq 5/8 7601210
Cap-n+HCDer 719 6.00 £ 1.05

¥ p<0.05 vs. Vh-n+OS mismo ovario, prueba de Kruskal-Wallis, seguida porU™ de Mann-Whitney.
& p<0.05 vs. Cap-n+0S mismo ovario, prueba de Kruskal-Wallis, seguida por"U" de Mann-

Whitney.
Porcentaje de Ovulacion Compensadora (OC).

El porcentaje de ovulacion compensadora en los animales inyectados con el
vehiculo y hemicastrados del ovario izquierdo fue similar vs. los del tado derecho. Este
resultado no fue afectado por la denervacién (Tabla B).
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Porcentaje de Hipertrofia Compensadora Oviarica (HCO).

Tanto en el grupo tratado con capsaicina como en el de vehicule, se presentd e!
fenomeno de hipertrofia compensadora ovarica. En la hembras inyectadas con el
vehiculo, el parcentaje de hipertrofia compensadora fue significativamente mayor en las
hembras hemicastradas del ovario derecho vs. las del lado izquierdo. En los animales
denervados y hemicastrados del lado derecho, la ganancia en el peso ovarico fue
significativamente mayor que en las hembras tratadas con el vehiculo ¥ hemicastradas
del mismo lado (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de ovulacion compensadara (OC) y porcentaje de hipertrofia
compensadora ovarica (HCO) para el ovario izquierdo (Ol) y el ovario derecho (OD) de
animales tratados con vehlculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n} al nacimiento y con
hemicastracion izquierda (HClzq) o derecha (HCDer) a los 28 dias de edad y sacrificados
en el dia del primer estro vaginal,

Vh-n+HClzq 1773+ 299

48767

Vh-n+HCDer 113.3+£235 155+474
Cap-n+HClzq 90.0 + 30.2 31194
Cap-n+HCDer 7141299 4831 10.74

# p < 0.05 vs. Vh-n+HClzq, “U" de Mann-Whitney.
4 p<0.05 vs. VH-n+HCDer, "U" de Mann-Whitney,

Pesc corporal (g).

En el animal tratade al pacimiento con vehiculo, se observd un incremento
significativo en el peso corporal provocado por la hemicastracion derecha, comparado con
el animal con operacidn simulada. Dicho incremento no se presentd en el animal

denervade con capsaicina al nacimiento y hemicastrado del mismo lada {Tabla 9).
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Peso de érganos {mg).
Ovario.

En las hembras inyectadas con el vehiculo y hemicastradas de!l ovario izquierdo se
observd aumento significativo en el peso absoluto del ovario in situ {Tabla 9), que se
mantuvo aun cuando se expresaron los resultados en funcién del peso corporal (Vh-
n+HClzq 22.30 £ 1.39 vs. Vh-n+0OS 14.0 £ 0.57, p<0.05 prueba de ANDEVA seguida por
Tukey). Pero, el incremento ocasionado por la hemicastracion izquierda, no fue
observado cuando ademds de extirpar la génada se denervé al nacimiento al animal,
tanto para los registros del peso absoluto (Tabla 9) como del relativo {(Cap-n+HClzg 15.0
1 0.95 vs. Vh-n+0S 14.04 £ 0.57 mismo ovario, NS).

En el grupo tratado con vehiculo y hemicastrado del ovario derecho, si bien se
registré aumento del peso absoluto de 12 gdnada remanente no fue significativo (Tabla 9),
efecto que se mantuvo cuando los resultados fueron expresados en peso relativo (Vh-
n+HCDer 17.71 £ 1.25 vs. Vh-n+OS 16.16 ¢+ 1.32, NS). En las ratas denervadas y
hemicastradas del ovario derecho se presentd aumento compensador significative en el
peso del ovario in situ (Tabla 9). Este resultado persisti6 cuando se expresaron los
resultados en funcién del peso corporal {Cap-n+HCDer 20.73 £ 1.30 vs. Vh-n+05 16.16 ¢
1.32, p<0.05 prueba de ANDEVA seguida por Tukey).

Masa ovarica.

En el grupo denervado con capsaicina, se presentd una disminucion significativa en
el peso absoluto de la masa ovarica (Cap-n+0S 28.13 + 1.70 vs. Vh-n+0S 37.64 £ 0.92,
p<0.05 prueba de ANDEVA seguida por Tukey), esta reduccién persisti6 cuando el
resultado se expreso en funcién del peso corporal (Cap-n+OS 2566 + 2.04 vs. Vh-n+0O3
31.84 + 1.60, p<0.05 prueba de ANDEVA seguida por Tukey).
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Tabla 9. Media + eem del peso corporal (g} y del peso de organos (mg) para el ovario
izquierdo, el ovario derecho y el ttero de animales tratados con vehiculo {(Vh-n) o
capsaicina (Cap-n) al nacimiento y con hemicastracian zquierda (HClzq), derecha
(HCDer) o laparctomia (0S) a los 28 dias de edad y sacrificados en el dia del primer

estro vaginal.

Vh-n+0S 117.391 3.71 18.94 £ 0.85 16.96 + 0.88

Vh-n+HClzq 118.02 £ 3.42 2538+ 1,13
Vh-n+HCDer 131732 3.70% & 21,87+ 0.88

Cap-n+08 119.181 5.26 16.54 £ 1.65 14.04 +1.34

Cap-n+HClzq 121,34+ 3.75 18.40 £1.324
Cap-n+HCDer 117.38 £ 1.734 2453+1.77¢@

* p<0.05 vs. Vh-n+08S, prueba de ANDEVA seguida por Tukey.
# p < 0.05 vs. Vh-n+HClzq, prueba de ANDEVA seguida por Tukey.
# p<0.05 vs. VH-n+HCDer prueba de ANDEVA seguida por Tukey.

@ p<0.05 vs. Cap-n+0S, prueba de ANDEVA seguida por Tukey,

Utero.

En los animales tratados con el vehiculo o capsaicina y con hemicastracion
izquierda ¢ derecha no se alterd de forma significativa el peso absoluto del utero (Tabla
10). Lo mismo sucedié al evaluar el peso relativo.

Masa adrenal.

En las hembras tratadas con vehiculo o capsaicina y hemicastradas del lado
izquierdo o derecho no se modificé el peso de la masa adrenal, Lo mismo sucedié cuando
se evaluaron los resultados en funcién del peso corporal (Tabla 10).
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Timo.

Cuando los resultados del peso de! timo fueron expresados en funcion del peso
absoluto, no se observaron diferencias significativas ocasionadas por la denervacién o la
hemicastracién (Tabla 10). Pero cuando se manejd el peso relativo, en el grupo tratado
con vehiculo, la hemicastracion derecha provoco disminucién significativa comparado con
el grupo vehiculo sometido a laparotomia (Vh-n+HCDer 228.6 + 10.86 vs. Vh-n+OS
285.21 £ 11.17, p<0.05 prueba de ANDEVA seguida por Tukey). Pero dicho descenso no
se presentd en el grupo tratado con capsaicina (Cap-n+HCDer 289.7 + 15.74 vs. Vh-
n+0S 285.21 + 11.17, NS).

Tabla 10. Media + eem del peso de 6rganos (mg) para la masa adrenal, el timo y bazo de
animales tratados con Vehiculo (Vh-n) o Capsaicina (Cap-n} al nacimiento y con
hemicastracién izquierda (HClzq), derecha (HCDer) o laparotomia {OS) a los 28 dias de
edad y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Vh-n+0S 138.05¢7.16 2690 1.53 341.25+13.17
Vh-n+HClzq 155.01 £ 10.74 27951099 310101221
Vh-n+HCDer 146.87 £ 6.24 2994+ 185 307.76 £ 14.78
Cap-n+08 123.33 £ 4.45 25.831£1.35 300.02 £ 2068
Cap-n+HClzq 144231 7.89 2760+ 1.36 32542 + 368
Cap-n+HCDer 126.71+£9.17 29.38 £ 1.41 336.11 £ 16.81

Hormonas Esteroides.
Progesterona (Py).

Los resultados de la cuantificacién sérica de progesterona {ng/ml), mosiraron que al
realizar la hemicastracién derecha a las hembras tratadas con vehiculo, se produjo un
incremento significativo en la concentracién de la hormona circulante, pero dicho aumento

no fue observado en el animal denervado (Tabla 11).
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Testosterona (T).

En la cuantificaciéon de teslosterona sérica (ng/ml}, no se encontraron diferencias
significativas (Tabla 11).

17 p-Estradiol (E).

En el grupo denervado sometido a laparotomia, se observé un incremento
significativo en ia concentracion sérica de estradiol (pg/ml}. Por otra parte, las hembras
inyectadas con vehiculo y hemicastradas del lado izquierdo presentaron un aumento
significativo en la concentracion sérica de E,. Pero, este incremento no se presento
cuando se denervo al animal. Mientras que, al comparar las concentraciones de estradiol
en el grupo denervado y hemicastrado del lade derecho contra el grupo denervado y
sometido a laparotomia, se observé una disminucion significativa {Tabla 11).

Tabla 11. Concentracion sérica de hormonas esteroides: testosterona (T}, progesterona
{P.) en ng/ml y 17 B-estradiol {E;) en pg/m! tratado's con Vehiculo (Vh-n) o Capsaicina
{Cap-n) al nacimiento y con hemicastracién izquierda {HCizq), derecha (HCDer) o
laparotomia (OS) a los 28 dias de edad y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

% " HORMONAS ESTEROIDES: -
Vh-n+0S 5.75+1.08 0.026 + 0.006 23.04+£217
Vh-n+HClzq 4.93+0.85 0.017 £ 0.004 40.73 £ 5.33%
[Vh-n+HCDer 10.15+ 1.70"% & | 0.046 £ 0.010 2959+ 544
Cap-n+0S 770+ 1.91 0.035 £+ 0.011 3499+ 273
Cap-n+HClzq 6.39+£048 0.038 £ 0.010 29.98 + 2.69
Cap-n+HCDer 3.99+ 095 0.025 £ 0.010 2510+ 1.680®

¥ p<0.05 vs. Vh-n+0S, prueha de ANDEVA seguida por Tukey.

& p <0.05 vs. Vh-n+HClzq, prueba de ANDEVA seguida por Tukey,

¥ p<0.05 vs. VH-n+HCDer, prueba de ANDEVA seguida por Tukey.

© p<0.05 vs. Cap-n+0S, prueba de ANDEVA seguida por Tukey.




Hormonas Proteicas (ng/mi).
Hormona luteinizante (LH) y hormona estimulante del foliculo (FSH).

Cuando se evalud la concentracidén sérica de hormona iuteinizante, en general, los
resultados mostraron una tendencia a la uniformidad, si bien se observé disminucién en
las hembras tratadas con capsaicina. En las hembras tratadas con vehiculo ¢ capsaicina,
la concentracion sérica de {a hormona luteinizante no se modificé por efecto de la
hemicastracion (Gréfica 9). Este comportamiento se presentd también para fa hormona
estimulante del foliculo (Grafica 10).
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Grafica 9. Concentracidn sérica (ng/ml) de hormona luteinizante {LH) en animales
tratados con vehiculo (Vh-n} o capsaicina (Cap-n) al nacimiento y con hemicastracion

izquierda (HClzg), derecha (HCDer) o laparotomia (OS) a los 28 dias de edad y
sacrificados en el dia del primer estro vaginal.
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Grafica 10. Concentracion sérica (en ng/ml) de hormona estimulante del foliculo (FSH) en
animales tratados con wehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento y con
hemicastracién izquierda (HCIzq), derecha {HCDer) o laparotomia (OS) a los 28 dias de
edad y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.
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DISCUSION.

Los resuitados obtenidos en el presente estudio nos permiten sugerir que en el animal
prepuber hemicastrado la respuesta compensadora del ovario depende de la génada in
situ y de la edad en la que se realiza la hemiovariectomia. La participacién de fa
inervacion sensorial sobre la modulacion de la hipertrofia compensadora es asimétrica y
depende de la edad y el lado en que se realiza la hemiovariectomia. La informacién
neural que es transportada por las fibras sensoriales participa en la modulacion del inicio
de la pubertad a través de la activacidn del sistema nervioso central.

En diferentes estudios se ha observado que la denervacién sensorial inducida por la
administracién de capsaicina en los primeros tres dias de vida, altera algunos aspectos
conductuales y fenotipicos. En nuestro estudio, al igual que en el de Carrilic y col. (1894)
y el de Razo (2000) encontramos que entre los 19 y 21 dias de vida comienzan a
aparecer lesiones en forma de ulceraciones en la piel (principalmente en cabeza, cuello y
hombros), hirsutismo, pérdida de! brillo de los ojos y una mayor frecuencia en fa conducta
de acicalamiento. Dado que el nervio trigémino, el cual presenta fibras que contienen SP
{Gamse y col., 1981), inerva a nivel de la nariz, frente, mandibula, cuero cabelludo y ojos
{Brown, 1984}, se postula que las lesiones en la piel son debidas al efecto neurotoxico de
la capsaicina sobre ias fibras sensoriales del tipo C y AS.

Burks y col. (1985) proponen que la administracion de capsaicina ocasiona la
inhibicién del transporte retrdgrado de un factor neurotréfico, similar al NGF, esencial para
la sintesis de SP, lo que al final ocasiona la deplecion del neuropéptido y la muerte de las
fibras C y A8 que lo contienen (Holzer 1991). Carillo y col. (1994) proponen que éstas
fibras sensoriales participan en un mecanismo de retroalimentacion inhibitorio que regula
ta actividad motoneuronal durante el acicalamiento. En ausencia de este mecanismo de
control por parte de las fibras sensoriales, la respuesta de acicalamiento podria ser méas
intensa o mas frecuente de lo esperade, lo que resulta en el dafio de la piel. Aunado a
esto, se presenta una disminucién en la capacidad del tejido para autorrepararse, debido
a que son las neuronas sensoriales del trigémino las que ejercen un efecto trofico en los
procesos de mantenimiento e integridad de la piel (Maggi y col., 1987).

Se ha reportado que en los animales denervados en la etapa neonatal con
capsaicina disminuye el peso corporal, siendo mas evidente la diferencia en los dias
previos a la apertura vaginal (Traurig y col., 1984; Carrillo y col., 1994; Moran y col., 2000;
Razo, 2000). En el presente trabajo observamos que en los animales denervados al



nacimiento y hemicastrados at final de la etapa infantil (20 dias), disminuye el peso
corporal a los 35 dias de edad y se normaliza al momento de la canalizacién de |a vagina.
Cuando la hemicastracion se realiza a los 28 dias de edad no se altera el peso corporal,
Descartamos que la disminucién en el peso corporal se deba a un mayar estres, ya que
Lembeck y Amann (1986) encontraron que en ratas pretratadas con capsaicina, no se
incrementa (a concentracién de ACTH cuando los animales son sometidos a estrés por
frio. El hecho de que en el animal denervado el peso del timo no disminuya apovyaria la
idea de que no se produce incremento en la concentracion de ACTH.

Se ha propuesto que el inicio de la pubertad se ve influido por procesos metabélicos
relacionados con el peso y la talla del animal (Frisch, 1980; Traurig y col., 1984). De tal
modo, Traurig y col. {1984) sugieren que en los animales denervados con capsaicina e}
retraso en el inicio de la pubertad, esta relacionado con el bajo peso corporal presentado
por estos en una edad previa a la apertura vaginal, si bien los mecanismos exactos por
los cuales la administracion de capsaicina provoca enlentecimiento en el desarrolle aun
no son conocidos. En nuestro estudio no observamos correlacién entre el peso corporal y
la edad de inicio de la pubertad.

Meijs-Roelofs y col. (1984), mostraron.que la hemicastracién realizada en dias
previos al inicio de la pubertad provaca incremento en la concentracion de 17 B-estradiol,
en el segundo ciclo vaginal, sin embargo desconocemos si el incremento se presenta
independientemente de la génada extirpada. De los resultados obtenidos en el presente
estudio, se desprende que los cambios en la concentracion de la hormona van a
depender, por una parte del ovario que se extirpa y por otra de la edad en la que se
realiza la cirugia.

Tal y como se ha postulado que ocurre en el animal hemicastrado (Edgren y col,,
1965), la extirpacién de uno de los ovarios en el animaf de 20 dias de edad presenta
disminucién en la concentracién de estradiol sin cambios en la edad de la canalizacién de
la vagina. Nuestros resultados indican que cuando se realiza la hemiovariectomia a los 20
dias de edad, el ovaric remanente no es capaz de normalizar ia concentracién de
estradiol al primer estro vaginal, sin embargo la cantidad sintetizada es suficiente para
que se produzca la canalizacidn de [a vagina o, probablemente el tejido es mas sensible a
los estrégenos circulantes. Por Gltimo, no podemos descartar la posibilidad de que en
estos animales el periodo entre la cirugia y la autopsia es suficiente como para activar los
mecanismos neuroenddcrinos que facilitan la canalizacién de la vagina.
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La hemicastracion derecha al final de la etapa juvenil (28 dias de edad) retrasa el
inicio de la pubertad sin cambios en la concentracién sérica de 17 p-estradiol, mientras
que la eliminacién del ovario izquierdo incrementa la concentracion de la hormona, sin
que se hayan producido alteraciones en la edad de apertura vaginal. Estas evidencias
nos permiten sugerir que en el animal hemicastrado la capacidad esteroidogénica de los
ovarios es diferente, donde al parecer el ovario derecho tiene mayor capacidad de
sintesis.

AI momento, no tenemos conocimiento de reportes que muestren si en la rata
prepiber la sintesis de estradiol se produce de manera asimétrica, lo que si sabemos es
que en la rata adulta no se presenta esta asimetria en las primeras 24 horas post-
hemicastracién (Barco y col., 2001).

Aungue tradicionalmente se ha aceptado que los estrdgenos secretados por el
ovario estimulan la canalizacion de la vagina (Linzey y Korach, 1999), es evidente que la
concentracion de la hormona no es el unico factor que la determina. Uno de los
elementos a considerar en este proceso de canalizacién vaginal es la inervacién propta
del tejido, la cual podria estar modulando la sensibilidad de la vagina a los estrégenos.

En el animal hemicastrado la participacion de las fibras sensoriales, gue contienen
sustancia P y CGRP, en los mecanismos neuroendécrinos que facilitan la canalizacion de
la vagina, dependen de la edad del animal en que se realiza la extirpacion de la gonada y
del ovario in situ. En el animal hemicastrado a los 20 dias de edad, la inervacion sensorial
parece no tener relevancia en la modulacién del inicio de fa pubertad, dado que aln
cuando se eliminan estas fibras y se presenta una menor sintesis de estrégenos, la edad
de la canalizacion es normal. Cuando en estos animales tratados con capsaicina se
elimina el ovario izquierdo, la gdnada in situ se libera parcialmente del efecto inhibitorio
ejercido por la inervacion senserial, ya que la disminucién de la sintesis de 17 p-estradiol
no es tan drastica. Este comportamiento no se presenta cuando el ovario remanente es el
izquierdo, lo que apoyaria nuevamente que e! ovario derecho tiene una mayor eficiencia
para la sintesis de esta hormona, sin que descartemos la posibilidad de que el aumento
en la hormona esté dado por un mayor nimero de foliculos implicados en la sintesis de
estradiol.

En tanto que, en el modelo denervado al nacimiento y hemicastrado a los 28 dias
de edad, el retraso en la pubertad que se habia producido por la sola hemicastracién no
sucede, lo que parece indicar que la inervacion sensorial actia de manera inhibitoria, sélo

si el ovario in situ es el izquierdo.
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En la rata la vagina y el Gtero presentan fibras sensoriales sensibles a la capsaicina,
que modulan la actividad vaginal aferente (Traurig y col., 1984; Nance y col, 1987,
Rodriguez-Sierra y col., 1988). Al momento no contamos con estudios anatémicos que
muestren si el aporte de fibras sensoriales que viajan desde cada uno de los ovarios y
cuemnos uterinos hacia la vagina es igual. El hecho de que la participacién de Ia
inervacién dependa del ovario in situ, podria ser el reflejo de una diferencia en la
densidad de fibras sensoriales provenientes del ovario y del (tero que inervan a la vagina.
Esta interpretacién se ve apoyada por los reportes de Klein y Burden (1988) quienes
mostraron que en la rata adulta el ovario derecho recibe mayor aporte de fibras
simpaticas aferentes que el izquierdo.

La concentracidn sérica de progesterona al primer estro vaginal se incrementa en
respuesta a la hemicastracion realizada a los 20 dias de edad, la magnitud del incremento
es independiente del ovario extirpado. Con estos resultados podemos sugerir gue a
capacidad del ovario remanente para sintetizar progesterona es semejante, independiente
del ovario. Este efecto no se observa cuando se realiza la hemiovariectomia a los 28 dias
de edad, donde se encuentra que sélo cuando el ovario in situ es el izquierdo, se
incrementa la capacidad de sintesis. Al momento no existen reportes que muestren que
en la rata prepdber la capacidad para sintetizar hormonas esleroides sea diferente entre
los ovarios. Sin embargo, Franke! y col. (1989) mostraron que el testiculo derecho tiene
mayor capacidad para sintetizar testosterona que el izquierdo.

En nuestros animales hemicastrados de! ovario izquierde a los 20 dias y
previamente tratados con capsaicina se blogquea el incremento en la concentracion de
progesterona. Este mismo efecto se presenta cuando el animal denervado es
hemicastrade a los 28 dias, pero e! ovario extirpado es el derecho. Los resultados
expuestos anteriormente sugieren que la inervacion sensorial, aportada por las fibras C y
A3, modula de manera estimulatoria la secrecidn de progesterona, lo que depende del
ovario in situ y de la edad en la que se realiza fa hemicastracién. Con base en estos
resultados apoyamos la hipdtesis de que las fibras sensoriales actuarian a nivel de la teca
folicular estimulando el paso de colesterol a pregnenolona (Moran y col., 2001), y no
actuarian en las células de la granulosa ya que no se altera la sintesis de testosterona.

Al parecer, la participacidn de la inervacion sensorial sobre {a sintesis de
progesterona varia con la edad del animal, Esta propuesta puede verse apoyada por
trabajos previos de nuestro laboratorio, donde se ha reportado que la denervacion

sensorial al nacimiento ocasiona descenso en la concentracion de la hormona cuando se
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sacrifica al animal en edades previas a la pubertad (Moran y col., 2001). Por su parte,
Razo (2000) encontré que la efiminacién de las fibras sensoriales a los tres dias de vida
ocasiona descenso de la hormona en el animal sacrificado al primer estro. Mientras que
Traurig y col. (1984), reportan que en la rata adulta denervada al nacimiento con
capsaicina, la concentracidn de progesterona no sufre cambios durante las diferentes
etapas del ciclo estral.

Al momento, damos algunas posibles interpretaciones a los efectos de la capsaicina
sobre la esteroidogénesis, evaluada como sintesis de progesterona y estradiol, sin
embargo resulta dificil compararlos con lo que hay en la bibliografia ya que la inervacion
sensorial ha sido asociada con el flujo sanguineo ovérico, pero no directamente con la
capacidad esteroidogénica (Dissen y Ojeda, 1999). Por ello, no pedemos descartar que la
denervacidon sensorial altera el fiujo sanguineo que recibe el ovario y como consecuencia
no se reciben los substratos requeridos para la sintesis de las hormonas esteroides, en
apoyo a esto Weiss y col. (1982) mostraron que la estimulacién eléctrica de las fibras
simpaticas que arriban al ovario induce disminucién del fiujo sanguineo acompafiado de
la caida en la concentracién de progesterona en la vena ovarica.

Existen otras evidencias que apoyan la hip6tesis de que los cambios observados en
la esteroidogénesis son el resultado de la modificacion del flyjo sanguineo a nivel del
folicule. La vasodilatacion ovérica es estimulada por la LH (via estimulacion de cAMP y
prostaglandinas de acuerdo a Clark y col., 1978 en Varga y col., 1885} y modulada por los
péptidos que son transportados por las fibras “C". De forma tal, que en el animai
denervado, al no existir dicha regulacién se producirian alteraciones en el fiujo sanguineo
ovérico,

En e! modelo de la rata hemicastrada, la administracion de capsaicina no modificéd fa
proporcion de animales ovulantes, semejante a fo que ocurre en el animal con ambos
ovarios y denervado al nacimiento (Moran y col, 2000} o a los tres dias de vida (Razo,
2000). Estos eventos nos llevan a plantear que en la rata, al primer estro vaginal, ia
informacion sensorial que viaja por las fibras sensibles a capsaicina, no participa en la
modulacién de los mecanismos que facilitan la ruptura de los foliculos maduros y por
ende la liberacion de los ovocitos. Es posible que la mayoria de los animales ovufan al
primer estro vaginal en respuesta a una concentracion sérica normal de la hormona
luteinizante, sin embargo, no descartamos que en ciclos subsiguwientes se pudiera
presentar alteraciones en la hormona tal y como se ha reportado que ocure cuando el

animal denervado al nacimiento llega a la etapa aduita (Cotton y col., 1985).
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En los animales hemicastrados a los 20 6 28 dias de edad el nimero de ovocitos
liberados es semejante a la que presenta un animal con las dos génadas. Lo que nos
hace pensar que el nimero de cuerpos luteos no se modifica, sin embargo, es posible
que la actividad de esta glandula si cambia en funcién del ovario in situ, esto podria
explicar el porque la concentracién de progesterona es diferente entre el animal
hemicastrado del lado izquierdo y el derecho. En las hembras denervadas y
hemicastradas del ovario izquierdo la cuota ovulatoria es mayor a la que presenta un
animal denervado con ambas génadas, lo que podria sugerir que en los animales
hemiovariectomizados el papel de [a inervacion sensorial depende del ovario in situ.

En diferentes estudios se ha observado que posterior a la hemicastracion se
presentan los fendmenos de hipertrofia y ovulacion compensadora (Edgren vy col, 1965;
Burden y col., 1986, Gerendai 1997; Gerendai y Halasz, 2000), fos cuales han sido
explicades como resultado del incremento en las hormonas hipofisiarias y a la modulacion
de la inervacion aferente de la génada. Gerendai y col. (1978a), al administrar locaimente
6-OHDA bloguearon la hipertrofia compensadora. Chavez y Dominguez (1994) mostraron
que la ganancia en peso de los ovarios va a depender de la gdnada extirpada y del nervio
ovarico superior seccionado. '

En los animales hemicastrados a los 20 dias de edad, la ganancia en peso
{hipertrofia compensadora) es mayor cuando el ovario remanente es el izquierdo. En las
ratas que ademas fueron tratadas con capsaicina no se modifica la hipertrofia, evento que
nos permite postular que al final de la etapa infantil 1a inervacidn sensorial, que es
transportada por fibras sensibles a la capsaicina, no es determinante para que ocurra
dicho fenémeno.,

La hipertrofia compensadora, en animales hemiovariectomizados a los 28 dias de
edad es mayor cuando el ovario extirpado es el izquierdo. El hecho de que en el animal
denervado al nacimiento y hemicastrado del ovario derecho se observa que se triplica el
porcentaje de hipertrofia compensadora, nos permite postular que al final de la etapa
juvenil 1a inervacién sensorial modula de manera inhibiteria ta ganancia en peso cuando el
ovario in situ es el izquierdo. La hipertrofia compensadora alcanzada depende de la edad
en fa que se hemicastra y de 1a génada remanente. De forma que, en el animal con
hemicastracién derecha a los 20 dias de edad se alcanza una ganancia cinco veces
mayor que en el de 28 dias.

En apoyo a la hipdtesis de que la inervacién sensorial tiene un papel en 1a

hipertrofia del ovario, Burden y col, {1986) reportan que la vagotomia provoca cambios en
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ta hipertrofia, dependiendo del ovario extirpado y del nervio vago (el 95% de sus fibras
son sensoriales) seccionado y que el funcionamiento del ovario derecho depende mas de
la integridad de las conexiones vagales; mientras que Gerendai y Halasz (1997) dicen
que el ovario izquierdo es mas sensible a los efectos de la vagotomia que el derecho. Por
su parte Burden y Lawrence (1977) concluyen que la vagotomia abdominal inhibe la
hipertrofia ovarica.

Actualmente existen varias evidencias que apoyan la idea de que la informacién
sensorial participa en el evento de |a ovulacién compensadora que caracteriza al animai
hemicastrado. En la rata adulta la seccidn del nervio vago izquierdo provoca un
incremento en la ovulacidon compensadora cuando el ovario remanente es el izquierdo
Chavez y col. (1987). La vagotomia cervical derecha o la vagotomia abdominal inhiben la
respuesta compensadora cuando el ovario in situ es el derecho, pero no en el caso del
izquierdo; nuevamente estos resultados apuntan hacia una respuesta lateralizada por
parte de! ovario, donde la funcidn de la gdnada derecha es mas dependiente de ia
informacién vagal (Burden y col. 1986),

La respuesta de ovulacidén compensadora depende de la gonada extirpada y de la
edad en la que se efectia la hemiovariectomia. En la rata hemicastrada a los 20 dias de
edad se observa que el ovario derecho presenta una ovulacién compensadora menor que
el izquierdo. A esta edad, la participacion de la inervacién sensorial, gue es aportada por
las fibras nerviosas que contienen SP y CGRP, sobre el desarrollo de la ovulacion
compensadora es estimulatoria cuando el ovario remanente es el izquierdo e inhibitoria
cuando el ovario in situ es el derecho.

En el animal denervado, los cambios en la ovulacién compensadora pueden ser &l
reflejo de una alteracidn en el fiujo sanguineo ovarico. En apoyo a esta interpretacion,
Zackrisson y col. (2000} reportan que en la rata adulta una reduccién importante en la
irmigacién sanguinea ovérica ocasiona disminucion de la tasa ovulatoria.

Al final de la etapa juvenil la ovulacién compensadora es semejante independiente
de la génada remanente. La pérdida de las fibras sensoriales, por la administracion de
capsaicina al nacimiento, no modifica el evento de la ovulacion compensadora. Lo que
indicaria, que a esta edad la inervacidn sensorial no es relevante para que suceda dicho
proceso.

El andlisis de nuestros resultados, nos permite plantear que en el animal
hemicastrado la ganancia en el peso del ovario remanente esta relacionada con un mayor
porcentaje de ovulacion compensadora. Asi, los ovarios con mayor peso presentan una
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ovulacién compensadora mayor. Este efecto no se presenta en el animal tratado con
capsaicina, donde la respuesta depende de la edad en la que se realiza la
hemicastracion. Asi, en los animales hemiovariectomizados a los 20 dias de edad, los
ovarios mas grandes presentan un menor porcentaje de ovulacion compensadora.
Evidencias que podrian indicar que la inervacién sensorial modula de manera
estimulatoria dicho fendmeno.

El hecho de que suceda la ovulacion compensadora, sin alteracion de las
concentraciones séricas de gonadotropinas, nos hace pensar que este fenomeno no
depende exclusivamente del ambiente hormonal. Chavez y col. (1987) proponen que la
concentracidén de LH y FSH no afecta el desarrolio de este evento, y se postula que la
. ovulacion compensadora podria estar vinculada a una mayor respuesta del ovario in situ a
las hormonas circulantes, en donde la inervacién intrinseca de ta génada modularia la
accién de las hormonas sobre ei foliculo ovarico (Chavez y col., 1987; Flores y col., 1990;
Morales y col. 1999).

En la rata adulta, los efectos de la hemicastracién sobre la concentracion sérica de
las gonadotropinas depende del periodo post-hemicastracién (Burden y Lawrence 1977;
Flores y col., 1990, Barco y col., 2000). Se ha reporiado que en fa rata adulta denervada
en la etapa neonatal con capsaicina, l0s “picos” preovulatorios de LH y FSH sufren una
atenuacién (Cotton y col., 1985). En la rata puber la hemiovarectomia no provoca
cambios en la LH y FSH séricas. Para verificar si previo al primer estro vaginal ocurren
cambios en las concentraciones séricas de gonadotropinas, necesitariamos sacrificar
animales dias después de haber extirpado el ovario.

En conjunto los resultados obtenidos en el presente estudic nos permiten sugerir
que en el animal prepober hemicastrado, la respuesta compensadora del ovario depende
de la gonada in situ. La participacion de la inervacion sensorial en las funciones ovaricas
{ovulacién y sintesis de hormonas esteroides) y el inicio de la pubertad dependen de |a

edad en la que se realiza la hemicastracion y del ovario remanente {Figs. 3 y 4).
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LA RAIZ DORSAL
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CAPSAICINA AL NACIMIENTO SENSORIALES
Py=
Er=
oc1
HCO =
OVARIO
IZQUIERDO DERECHO
(in situ) (in situ)

Figura 3. Representacion esquemdltica de las fibras sensoriales que llegan al ovario. Cuyos somas
se localizan en el ganglio de la raiz dorsal. En este modelo se representa fos efectos de |a inyeccion
al nacimiento de capsaicina en el animal hemicastradc a los 20 dias de edad. Solo cuando ia
gbnada in situ es la derecha la inervacidn sensorial participa de manera estimulatoria en la sintesis
de progesterona (P,) e inhibitoria para la de 17 f-estradiol (E;). La hipertrofia compensadora
ovarica (HCO) es independiente de la inervacién sensorial, pero esta supeditada al ovario in situ. La
ovulacién compensadora (OC) depende de la inforrnacién transportada por las fibras sensoriales y
del ovario remanente. Las flechas significan gue hubo incremento (4} o descenso (W) y el signo de
{=) que no hubo cambios significativos, respecto a un animal hemicastrado pero sin tratamiento con

capsaicina.
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Figura 4. Representacidn esquematica de las fibras sensoriales que llegan al ovario, Cuyos somas
se tocalizan en el ganglio de la ralz dorsal. En este modelo se representa los efectos de la inyeccion
al nacimiento de capsaicina en el animal hemicastrado a los 28 dias de edad. En la rata
hemicastrada del ovario derecho, ia inervacion sensorial participa de manera estimulatoria en la
sintesis de progesterona (P,) y en la ovulacidn compensadora, mientras que parece ser inhibitoria
para la ganancia del peso de la génada remanente. Cuando se extirpd el ovario izquierdo, la falta
de inervacion sensorial no modifico las respuestas evaluadas. Las flechas significan que hubo
incremento () o descenso (V) y el signo de (=) que no hubo cambios significativos, respecto a un
animal hemicastrado pero sin tratamiento con capsaicina.
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CONCLUSIONES

« En la rata hemicastrada, la informacion sensorial moduta el inicio de la pubertad,
via estimulacion del SNC, lo que depende de la edad de la hemicastracion y del

ovario remanente.

= La participacién de la inervacion sensorial scbre la modulacién de los procesos
que desencadenan la hipertrofia y ovulacién compensadora depende de la gonada
in situ y de la edad en la que se realiza la hemiovariectomia.

= En el animal hemicastrado, la inervacion senseorial modula de foerma estimulante la
sintesis de progesterona y de forma inhibitoria la sintesis de estradiol, lo que
depende de la génada remanente.

«En la rata con hemicastracién, la denervacion sensorial no modifica la

concentracion sérica de gonadotropinas al primer estro vaginal.
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