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Resumen.

Hay evidencias de que la informacién que se propaga a través de la
inervacion sensorial participa en la regulaciéon de las funciones del ovario. El
presente trabajo investiga los efectos de la denervacion sensorial inducida por
la administracion de capsaicina en ratas adultas ciclicas intactas y
hemicastradas en el dia del diestro 1, diestro 2, proestro o estro sobre la
ovulacion, las concentraciones plasmaticas de estradiol, progesterona vy
testosterona, las concentraciones de noradrenalina ovarica, la tasa ovulatoria y
la respuesta compensadora del ovario.

Los animales intactos fueron colocados aleatoriamente en uno de los
siguientes grupos: 1) animales inyectados subcutdneamente con capsaicina
(50mg/Kg) o vehiculo (administracioén sistémica) 2) animales con administracion
de capsaicina o vehiculo dentro de la bursa ovarica (administracion local), 3)
grupo testigo absoluto. Los animales fueron sacrificados el dia del estro

después de tres ciclos estrales consecutivos de cuatro dias de duracion.

No se observaron diferencias en el ciclo estral o en el numero de
ovocitos liberados entre el grupo denervado al compararse con el grupo tratado
con vehiculo o el testigo absoluto. La administracién de capsaicina resulté en
un incremento significativo en las concentraciones de noradrenalina ovarica, en
los animales con administracién sistémica de capsaicina en el dia del diestro 2
o proestro y en los animales con administracién local del neurotéxico en el dia
del diestro 1, diestro 2 o proestro. Las concentraciones plasmaticas de estradiol
y progesterona fueron diferentes dependiendo del dia de! ciclo estral en el cual
se llevo a cabo el tratamiento. Estos resultados sugieren que en la rata adulta
intacta, la informacién que se propaga a través de la inervacion sensorial
participa junto con la informacién que se propaga a través de la inervacion
simpatica en la regulacién de las funciones del ovario regulando la secrecion de

hormonas esteroides y que dicha participacion varia a lo largo del ciclo estral.

En el siguiente experimento, ratas adultas tratadas sistemicamente con
capsaicina o vehiculo fueron hemicastradas estableciéndose los siguientes

grupos: A) Animales testigo (sin ningun tratamiento farmacolégico) fueron
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hemicastrados del ovario izquierdo (HClzq) o derecho (HCDer) en el dia del
diestro 1 o diestro 2. B) Ratas adultas inyectadas con capsaicina (CAP) en el
dia del diestro 1 (D1) o del diestro 2 (D2) y hemicastradas del ovario izquierdo
o derecho (CAP+HC). C) Ratas adultas inyectadas con vehiculo (VEH) en el
dia del D1 o D2 y hemicastradas del ovario izquierdo o derecho (VEH+HC). Se
continué con la toma de frotis vaginales y después de tres ciclos consecutivos

de 4 dias de duracion lo animales fueron sacrificados en el dia del estro.

Los resultados indican que el establecimiento de la hipertrofia y la
ovulacién compensadora del ovario, dependen tanto del dia del ciclo estral
cuando se lleva a cabo la denervacién sensorial como del ovario que se
extirpa. Estos resultados apoyan la idea ya aceptada de que la respuesta de
los ovarios a la denervacién es asimétrica. Los resultados presentados aqui
sugieren que esta respuesta asimétrica esta mediada por alguna informacion
neural que es registrada a nivel de los ovarios y es enviada hacia el sistema
nervioso central. Tal informacibn modularia la reactividad de los
compartimentos ovaricos a las gonadotropinas, y la frecuencia de estas
sefales varia a |o largo del ciclo estral.

Finalmente, los resultados presentados aqui nos permiten sugerir que en
la rata adulta, la informacién que se propaga a través de la inervacién sensorial
es un componente neural que participa en el establecimiento de las
condiciones neuroendocrinas que regulan las funciones del ovario y que esta
participacién varia a lo largo del ciclo estral. Ademas, los resultados obtenidos
en el presente estudio apoyan el concepto de la respuesta asimétrica de los
ovarios a la denervacion.
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ABSTRACT

There is evidence that sensory innervation plays a role in the regulation
of puberty. The present study investigates the effects of functional sensorial
denervation induced by capsaicin administration to adult female rats in the days
of diestrous 1, diestrous 2, pro-oestrous or oestrous on ovulation and serum
oestrogen, progesterone and testosterone concentration; the ovarian
norephinehrine concentration, the ovulation rate and the compensatory ovarian
hypertrophy (COH) and compensatory ovulation (CO).

The animals were allotted at random to one of the following groups: 1)
animals injected subcutaneously capsaicin (50 mg/Kg) or vehicle (systemic
administration) 2) animals with capsaicin administration or vehicle into the bursa
ovarica (local administration), and 3) untreated animals group. The animals
were sacrificed on the day of oestrous after three consecutive 4-day oestrous
cycles.

No differences were observed in oestrous cyclicity or the average
number of ova shed between the denervated animals and the control or vehicle-
treated groups. Capsaicin administration resulted in a significant increase in
ovarian norepinephrine content, in the animals with capsaicin systemic
administration on the day of diestrous 1, diestrous 2 and pro-oestrous; and in
the animals with capsaicin local administration on the day of diestrous 2 and
pro-oestrous. Serum oestrogen and progesterone concentrations were different,
depending on the day of the oestrus cycle in which the treatment was
performed. These results suggest that in aduit normal female rats, ovarian
sensorial information participate together with the sympathetic innervation.in the
ovarian function regulating the hormone secretion and the follicular
development and this participation varies along the oestrous cycle.

The present study too investigates the effects of functional sensorial
denervation on the establishment of the compensatory ovarian hypertrophy
(COH) and compensatory ovulation (CO).

Animals were injected subcutaneously with capsaicin (50 mg/Kg) or
vehicle (systemic administration) on the day of the diestrous 1 or diestrous 2,
after the rats presented three consecutive 4-day cycles at the same day of the

estrous cycle when they were injected with the vehicle or capsaicin, the rats




were anesthetized with ether, laparotomized, and either the right of left ovary
was extirpated. After hemiovariectomy, the estrous cycle was monitored by
daily smears, and after the animals presented three consecutive 4-day cycles,
they were sacrificed on the morning of the day of estrus.

The results indicate that the establishment of compensatory ovarian
hypertrophy (COH) and compensatory ovulation (CO) depends on the day of
the estrous cycle when sensorial denervation was performed and on which
ovary was extirpated. These results support the now accepted notion that the
response of the ovaries to denervation is asymmetrical. The results seem to
suggest that this asymmetric response is mediated by some specific neural
information that is registered in the ovary and sent to the central nervous
system, that such information plays a role modulating the reactivity of the
ovarian compartments to gonadotropins, and that the frequency of this signal
varies along the estrus cycle.

Finally, current data suggest that the ovarian sensorial information is a
neural component that participates in the establishment of the neuroendocrine
conditions regulating the ovarian functions and its participation varies along the
oestrous cycle. The results herein support the concept of asymmetry in the
response of the ovaries to denervation.

Vi,



INTRODUCCION.

Los ovarios cuyo tamario es variable segun la especie, tienen dos funciones
principales: el desarrollo y expulsién del ovocito u ovocitos viables, proceso
conocido como ovulacion (Fawcett, 1988); y la sintesis de hormonas: estrogenos

(E2), andrégenos (A), progesterona (P,), inhibina, activina, entre otras.

DESARROLLO FOLICULAR.

La unidad anatémico-funcional del ovario es el foliculo ovarico, el cual esta
constituido por: 1) el ovocito, 2) las células de la granulosa que pueden formar de
1-12 capas alrededor de él, 3) la membrana basal, y 4) las células tecales que
forman la teca interna y la teca externa formada por tejido conjuntivo, capilares y
terminaciones nerviosas que llegan hasta la membrana basal sin atravesarla
(Fawcett, 1988; Greenwald y Roy, 1994).

En el ovario los foliculos aparecen en una amplia variedad de tamanos que
representan las diferentes fases de su desarrollo. Con base en sus caracteristicas
morfologicas se pueden distinguir (Figura 1):

- folfculos primordiales

- foliculos primarios

- foliculos secundarios o preantrales

- foliculos terciarios o antrales

- follculos maduros o preovulatorios

El proceso de maduracién y desarrollo del foliculo ovarico se inicia con el
folfculo primordial constituido por el ovocito y una capa de células planas de la

granulosa.
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Figura 1. Ovario de mamifero. Se observan las diferentes etapas del desarrollo

folicular, la ovulacién y la formacién del cuerpo liteo. Tomado de Feder (1981).




Dependiendo de la especie, esta etapa se completa durante la fase fetal
(mujer, mona, cobaya) o en el periodo perinatal (rata, coneja) (Ross, 1990).

Los cambios mas evidentes en el foliculo primordial para formar un foliculo
primario son: i) el aumento de tamafo del ovocito, ii) cambio en la forma de las
células de la granulosa que pasan de ser aplanadas a cubicas, iii) incremento del
tamano folicular por divisién mitética de las células de la granulosa, iv) formacion
de la zona pelucida (Ross, 1990). Cuando se completan de tres a cuatro capas de
células granuiosas, el foliculo pasa a ser un foliculo secundario que se caracteriza
por la invasién de los capilares a la zona fibrosa que rodea al ovocito y junto con
las células teco-intersticiales constituyen la teca intema (Ross, 1990). Esfa gran
etapa llamada preantral, finaliza cuando entre las células de la granutosa aparecen
cumulos de fluido que se forma por extravasacién del plasma y que contiene
diferentes sustancias elaboradas por las células de la granulosa en respuesta al
estimulo de la hormona foliculo estimulante (FSH) de origen adehohipofisiario.

A medida que aumenta la cantidad de liquido se constituye una cavidad que
lo contiene, el antro folicular, por lo que a partir de este momento al foliculo se le
denomina terciario. A las etapas posteriores del desarrollo del foliculo se les
conoce como fases antrales. Junto con el desarrollo del antro, {as células tecales
aumentan de tamafio contribuyendo al incremento del diametro folicular. En
términos generales se acepta que el desarrollo de los foliculos preantrales es
independiente de las gonadotropinas; por el contrario el desarrollo de los foliculos
antrales depende de éstas y de la presencia de hormonas esteroides (McGee y

Hsueh, 2000).




Se conoce poco acerca de la sefial que promueve el inicio del desarrollo de
los foliculos primordiales hasta foliculos preovulatorios, pero se sabe que es
necesaria la presencia del ovocito para que se lleve a cabo este proceso. No
existen evidencias que nos indiquen con exactitud los mecanismos responsables
de la foliculogénesis, del crecimiento y de la seleccion de los ovocitos que seran
liberados. Se ha sugerido que el incremento en las concentraciones de FSH que
ocurre después de la ovulacion participa en la seleccién de los foliculos que seran
ovulados en el ciclo siguiente (Hirshfield y Midgley, 1978).

Las gonadotropinas no son las Unicas sefales a las que se les ha asociado
con el proceso de seleccion folicular y foliculogénesis. Evidencias recientes
muestran que los neuropéptidos, junto con los factores de crecimiento, estan
involucrados en la regulacién de los mecanismos del crecimiento folicular. Los
factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGFs) participan en la regulacion
del desarrollo de los foliculos ovaricos. En la rata, el RNAm de IGF-| se expresa en
las células de la granulosa, mientras que el RNAm de IGF-ll se expresa en las
células tecales. Ademas, las células de la granulosa expresan al IGF-I durante las
primeras etapas de desarrollo folicular y la actividad de este factor se ve
incrementada significativamente en los foliculos sanos, mientras que tal actividad
no se presenta en los foliculos atrésicos. Estos resultados llevan a sugerir que, en
la rata, la seleccion de los foliculos dominantes sanos requiere de la expresion
continua de IGF-| en las células granulosas (Wang y Chard, 1989). Otro de los
neuropéptidos que regulan las funciones del ovario es el péptido intestinal
vasoactivo (VIP). En presencia del VIP, el cultivo de células del ovario de ratas de

30 dias de vida, tratadas un dia antes con 2 ui de gonadotropina de suero de




yegua prefiada (PMSG) incrementa la secreciéon de estrégenos (Ahmed y col.,
1986). En ovarios fetales de rata este péptido incrementa la formacién de AMPc y
la actividad de la aromatasa (George y Ojeda, 1987).

Existen evidencias que muestran el papel potencial del ovocito en el
desarrollo folicular, asi estudios recientes muestran que el factor de diferenciacién
y crecimiento 9 (GDF-9) participa regulando el desarrollo folicular. Este factor se
expresa en el ovocito de los foliculos, desde primarios hasta preovulatorios, de la
ratona, la rata y la mujer (McGrath y col., 1995; Hayashu y col., 1999; Eivin y col.,
1999; Aaltonen y col., 1999). En el raton mutante, la alteracién del gene GDF-9
interrumpe el desarrollo folicular asociado con la eventual muerte del ovocito (Elvin

y col., 19989).

CUERPO LUTEO.

Después de la ovulacién y de la eliminacion del liquido folicular, la pared del
foliculo se colapsa y el foliculo que queda roto se transforma rapidamente en una
estructura glandular llamada cuerpo liteo. La formaciéon del cuerpo luteo se
caracteriza por una serie de cambios morfol6gicos y bioquimicos en las células de
la teca interna y de la capa de células de la granulosa, proceso que se conoce con
el nombre de luteinizacion (Niswender y Terry, 1988).

El inicio del proceso de luteinizacién parece no estar sujeto al control
hormonal sino que es iniciado por la salida del ovocito de! foliculo durante la
ovulacion. Estudios in vitro han mostrado que el ovocito inhibe los cambios
morfolégicos que se presentan en las células granulosas durante la luteinizacién

(Niswender y Terry, 1988).




En los primates el cuerpo luteo esta formado por dos clases de células: las
células teco-luteinicas, que se originan de las células de la teca interna; y las
células granuloso-luteinicas que se originan de la capa de células de la granulosa
(Fawcett, 1988). Las células tecoluteinicas miden aproximadamente 15 pm de
diametro, se encuentran ubicadas en la periferia y se tinen mas fuertemente al
usar la técnica de hematoxilina-eosina;, en contraste las ceélulas granuloso-
luteinicas son de aspecto claro y miden hasta 30 pm de diametro. En la
luteinizacion de las células de la granulosa hay un cambio en la forma de las
mitocondrias, una transformacion del denso patrén heterocromatico del nicleo que
da como resuftado un nucleoplasma mas homogéneo donde resalta la presencia
de un nucléolo Gnico y por lo tanto mas llamativo, transformacion del aparato de
Golgi Unico en las células de la granulosa a pequefos y numerosos apilamientos
de cisternas dispersos por el citoplasma de las células luteinicas; y aumento en el
numero de lisosomas (Fawcett, 1988). La adquisicién de las caracteristicas
ultraestructurales de las células luteinicas se correlaciona con la sintesis de
cantidades progresivamente crecientes de P, (Fawcett, 1988). Después de la
ovulacion, este cuerpo liteo constituye la mayor fuente de hormonas esteroides
sexuales (Ross, 1990).

Al final de la vida del cuerpo liteo la secrecion de P4 cesa y las células
iUteas degeneran, proceso que se conoce con el nombre de regresién del cuerpo
liteo o lutedlisis. Durante esta etapa las membranas de las células del cuerpo
liteo presentan desmosomas, uniones adherentes, invaginaciones vy

microvellosidades; se observan numerosos residuos de lipidos, con disminucion




en la cantidad de reticulo endoplasmico liso y un incremento en el nimero de
vacuolas y lisosomas. Las células ya atrofiadas parecen ser removidas por
macré6fagos (Niswender y Terry, 1988).

El proceso de la lutedlisis en la mujer inicia con una disminucién en las
concentraciones de progesterona junto con el inicio de alteraciones morfoldgicas
en la estructura de las células del cuerpo luteo. Se han propuesto una amplia
variedad de moléculas como mediadores de la lutedlisis tales como el factor de
necrosis tumoral (TNF), el ligando Fas/Fas, caspasa-3 y la proteina morfogénica
del hueso (BMP) (Hasumoto y col., 1997; Amsterdam y col., 1998; Young y col,,

1998; Kuranaga y col., 1999; Kiso y col., 2003).

ATRESIA FOLICULAR .

Los foliculos que no son ovulados quedan detenidos en diferentes fases del
desarrollo; estos foliculos entran a un proceso de regresion llamado atresia
folicular (Fawcett, 1988).

La atresia es un proceso que se presenta en todos los vertebrados. Este
proceso se caracteriza por |la presencia de alteraciones morfolégicas en la
estructura folicular, con un incremento sucesivo de picnosis nuclear en las células
de la granulosa, asi como una actividad fagocitica masiva que finalmente lleva a la
destruccion de este tipo celular. En el ovocito se observa degeneracion del nucleo
que incluye la alineacion de los cromosomas en metafase y una posible expulsion
del cuerpo polar. La membrana nuclear pierde su apariencia bilaminar y se
observa un engrosamiento de la zona pellcida, asi como cambios en las

propiedades histoquimicas de ésta, que pudieran ser resultado de la alteracion




bioguimica de los mucopolisacaridos. Otra caracteristica sobresaliente es la
perdida de desmosomas entre el ovocito y las células granulosas adyacentes. A
diferencia de lo que sucede con las células de la granulosa, en las células de la
teca las alteraciones morfologicas ocurren hasta varios dias después de que es
afectado el foliculo. Dichos cambios provocan que las células de la teca interna
aumenten de tamano, con nucleos grandes en relacién con el citoplasma y una
membrana plasmatica muy plegada (Greenwald y Roy, 1994; Hirshfield y Midgley,
1978).

Los folfculos pueden llegar a ser atrésicos en cualquier fase del desarrollo
folicular, de tal manera que cuando el foliculo inicia el crecimiento tiene dos
caminos: ovular o ir a la atresia. En la rata, existe un periodo critico durante el
desarrolio folicular en el que se determina el destino del foliculo. Al parecer este
fenébmeno ocurre una vez que el foliculo presenta el antro folicular (Fortune, 1994).

Hsueh y colaboradores (1994) propusieron que en los foliculos con antro se
pueden distinguir tres estados de atresia:

Estado |. Se caracteriza por la presencia de células de la granulosa con
nuacleo picnético (menos del 10%). Estas células también presentan una
disminucién en su capacidad de incorporar timidina tritiada.

Estado Il. Un mayor nimero de células de la granulosa presentan nucleos
picnéticos (10-30%) y una menor incorporacidn de timidina tritiada. Hay pocas
células en mitosis y existe la presencia de células de la granulosa descamadas en
el antro. La membrana basal pierde su integridad y los leucocitos invaden el

foliculo.




Estado IIl. Se caracteriza por una reduccién en el nimero de células de la
granulosa, las células de la teca se atrofian y el foliculo se colapsa.

Las sefales exactas asi como los receptores y las vias de sefializacion
intracelular que estan involucradas en el proceso de apoptosis de las células de la
granulosa no son muy claras, ya que este proceso involucra la participacion de
multiples factores tanto de sobrevivencia como atretogénicos (Fas, caspasas,
TNF, TVB, Par4, p53, prohibitina, c-Myc, IFN, las endotelinas, las gonadotropinas,
IGF-1, interleucina 1B, el factor de crecimiento epidermal, el factor de crecimiento
fibroblastico, TGF-o, bcl-2, bcl-xeng, TGF-B, interleucina-6, andrégenos, bax, y
caspasas); la apoptosis de las células de la granulosa depende de un delicado

balance entre estas moléculas (Hussein, 2005).

REGULACION DE LA FOLICULOGENESIS.

La regulacién hormonal de las funciones ovaricas involucra la participacion
de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), de las hormonas
hipofisiarias y de las hormonas esteroides. Las neuronas secretoras de GnRH
constituyen la via final comin por medio de la cual el sistema nervioso central
(SNC) controla la secrecion de las gonadotropinas. La GnRH es sintetizada por
neuronas peptidérgicas que se originan de la placoda olfatoria (Wray y col., 1989),
desde donde migran y se ubican preponderantemente en areas rostrales del
diencéfalo (6rgano vasculoso de la lamina terminal); hipotalamo anterior (area
preoptica hipotalamica anterior) e hipotdlamo medio (nucleos ventromedial y

arcuato) (Silverman y col., 1979). La GnRH es liberada en las terminales axénicas




de las neuronas GnRHérgicas, localizadas en la eminencia media, hacia la
circulacién portal-hipotalamo-hipofisiaria y alcanzan por esta via a la
adenohipdfisis.

Estudios in vitro indican que la llegada de un potencial de accién a las
neuronas productoras del GnRH provoca una entrada de iones de calcio resultado
de la activacién de canales de calcio dependientes de voitaje. Estos eventos
provocan la fusién de vesfculas que contienen al GnRH en la membrana de la
terminal, lo que induce la liberacion del neuropéptido por exocitosis (Silverman y
col., 1994).

Las neuronas que secretan el GnRH lo hacen como modelo sincronizado y
fasico, con aumentos bruscos de secrecion (“picos”), cuya frecuencia depende de
la especie en estudio. A este modelo de secrecién Knobil lo denominé “generador
de pulso GnRHérgico” (Knobil y col., 1980). En todas las especies de mamiferos
estudiadas, la secrecion de GnRH en el animal aduito es de tipo “pulsatil” (Knobil,
1989).

La secrecion de GnRH es regulada por neurotransmisores que pertenecen
a los sistemas colinérgico, catecolaminérgico, opioide y peptidérgico (Kordon y
col., 1994). Por técnicas de inmunohistoqufmica de doble marcaje, se describieron
sinapsis aferentes en las células GnRHérgicas que contienen diferentes tipos de
neurotransmisores: noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5-HT), acido
gama amino- -butirico (GABA), B-endorfina (BE) y factor liberador de corticotrofina

(CRF) (Kordon y col., 1994).

10




El generador de "pulsos" parece estar controlado o modulado por los
elementos neurales que forman parte de esta compleja red anatémica. Las
neuronas dopaminérgicas, B-endorfinérgicas y gabaérgicas parecen ser las mas
importantes dentro de esta red, ya que inhiben la liberacién de GnRH y ésto se
refleja en la liberacion de gonadotropinas, fundamentalmente de la LH. El alto
porcentaje de mediadores inhibitorios sobre el generador de "pulsos”, podria ser
responsable de la baja frecuencia de descarga que éste presenta en el animal
adulto (aproximadamente un "pulso” por hora) (Kordon y col., 1994).

Los esteroides estan involucrados en la regulacién de numerosas funciones
en el SNC. En el hipotalamo uno de los papeles mas importante del estradiol es la
regulaciéon de las funciones reproductoras, ya que modulan la secreciéon de la
GnRH y gonadotropinas (Conn, 1994). La regulacién de la secreciéon del GnRH
esta mediada por dos isoformas del receptor a estrégenos: el receptor a
estrégenos a (ER-o) y B (ER-B) (Kuiper y col., 1887; Laflamme y col., 1998). Las
interneuronas gabaérgicas, dopaminérgicas y B-endorfinérgicas presentan ambos
tipos de receptores a estrogenos, y modulan indirectamente las acciones de las
neuronas GnRHérgicas. Las neuronas GnRHérgicas hipotalamicas sélo expresan
el receptor ER-B (Kallo y col., 2001).

La GnRH estimula tanto la liberacion de la LH como de la FSH mediante la
union a receptores especificos de alta afinidad localizados en las membranas

plasmaticas de los gonadotropos localizados en la adenohipdfisis (Richards,

1980).
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En la rata, la FSH secretada por la adenohipéfisis es transportada al ovario
por la sangre hasta llegar a las células granulosas de los foliculos ovaricos, donde
se une a su receptor en la membrana celular. El complejo receptor-hormona actua
sobre el sistema de la adenilato ciclasa, provoca el aumento del AMPc y estimula
la sintesis y actividad de la aromatasa, enzima indispensable en la sintesis de
estrogenos. Asi, la FSH estimula el crecimiento y la maduracion de los foliculos en
el ovario. Conjuntamente con tales efectos, la FSH regula el gen que codifica para
el receptor a la LH, de esta manera el foliculo ovarico es capaz de responder al
estimulo de la LH (Segaloff y col., 1990).

La lista de genes que estan regulados por la accién de la FSH es extensa e
incluye a aquellos que codifican para la P4so aromatasa crucial para la sintesis de
estrégenos (Hickey y col, 1988; Steinkampf y col, 1988); los genes que codifican
para la expresion de factores de crecimiento (Hernandez y col., 1988), enzimas
proteoliticas e inhibidores implicados en el mecanismo de ovulacién (O'Connell y
col., 1987, Ny y col, 1985); asi como el gen que codifica para péptidos
reguladores como inhibina, activina y folistatina (Dissen y col., 1893).

La secreciéon de estrégenos por los foliculos se incrementa durante la fase
folicular, lo que provoca que se incremente la frecuencia de descarga pulsatil de la
LH y decline la de FSH. Durante este estado del desarrollo del folicuio, las células
de la granulosa expresan los receptores a LH. Los receptores a LH estan
localizados en las células tecales y las de la granulosa (Erickson y col., 1985). La
LH actua por medio de su unién a sus receptores activando a la adenilato ciclasa
lo cual resulta en un incremento en la captura de colesterol y en un incremento en

la secrecién de andrégenos y estrégenos (Gwynne y Strauss, 1982). La LH
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también activa la transmisién de sefiales en las células tecales y las intersticiales a
través de la hidrélisis de lipidos de inositol y de vias que involucran la participacion
de las proteina-cinasas de tipo C (Leung y Steele, 1992).

A mitad del ciclo estral, cuando los foliculos dominantes alcanzan su
madurez, el estradiol circulante llega a su maxima concentracion lo que ejerce un
efecto estimulante sobre la hipéfisis, dando por resultado la elevacién repentina en
las concentraciones de LH, lo que desencadena la ruptura del folfculo y la
expulsion del ovocito (Dominguez y col., 1991). La LH regula también la sintesis
de estrégenos por sus efectos sobre la produccién de andrégenos por las células
tecales y por la estimulacion de la sintesis de la aromatasa en las células de la

granulosa.

ESTEROIDOGENESIS.

En la sintesis de estrogenos participan dos tipos de células del foliculo: la
célula tecointersticial y la granulosa.

Para la produccién de las hormonas esteroides se requiere colesterol, que
proviene de tres fuentes: 1) de la via sanguinea, a partir de las lipoproteinas
circulantes, 2) el almacenado en las células ovaricas y 3) de la sintesis de novo a
partir de acetato, producto del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas.

La fuente principal de colesterol es la via sanguinea; las células de la teca
interna son capaces de obtener el colestero! a partir de lipoproteinas de baja y aita
densidad e iniciar la biosintesis de esteroides cuyo primer paso es la formacién de
la pregnenolona. Durante este proceso participa un complejo multienzimatico

integrado por la citocromo P-450 scc, una flavoproteina transportadora de
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electrones, la flavina adenina dinucleétido (FAD) y una proteina de tipo hemo, la
luteodoxina, que actia como intermediaria de las dos anteriores (Pedernera,
1993).

A partir de la pregnenolona se pueden seguir dos vias de biosintesis que
dan lugar a diferentes compuestos. En breve, la via metabélica A* involucra la
transformaciéon de pregnenolona a P4 gracias a la presencia de la 3f-
hidroxiesteroide deshidrogenasa/ A®> - A* isomerasa (3B-HSD), dando como
resultado la formacion de androstenediona. La otra opcidn es que la pregnenolona
sea transformada por la via metabélica A®, en este caso la pregnenolona seréa
metabolizada por el complejo enzimatico citocromo P-450 17 a-hidroxilasa/17-20
flasa (P450 C17) dando como resultado la  produccidon de
dehidroepiandrostenediona (DHEA), la DHEA puede a su vez ser transformada a
androstenediona por la 33-HSD (Ver Figura 2).

Las células de la teca interna tienen las enzimas que les permiten sintetizar
andrégenos a partir de pregnenolona. El paso limitante en la biosintesis de fos
andrégenos es la expresion del complejo P-450 C17, el cual es estimulado por la
LH. Los andrégenos atraviesan la membrana basal y son incorporados al
citoplasma de las células de la granulosa donde son aromatizados. La
aromatizacién es realizada por otro complejo enzimatico el citocromo P-450
aromatasa cuya sintesis depende del estimulo de FSH y la LH (Pedernera, 1993;
Gore-Langton y Armstrong, 1994). La biosintesis de los esteroides en las células
tecales es estimulada exclusivamente por la LH. Cuando los foliculos maduran, las

células de la granulosa adquieren receptores plasmaticos para LH y prolactina
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como resultado de la accion de la FSH y la estimulacidn por estrégenos,
provocando la estimulacion de l|a sintesis y la actividad de la aromatasa en las
células de la granulosa que fueron previamente estimuladas por la FSH (Hsueh y
col., 1983a; Hsueh y col., 1983b).

La sintesis de los estrégenos es regulada por varias hormonas vy
neurohormonas, cada una de las cuales estimulan o inhiben algunos pasos
especificos de la biosintesis en las células tecointersticiales, en las células de la
granulosa o en ambas. Los efectos de la LH sobre ia sintesis de estrégenos son
amplificados por su liberacidén pulsétil, ya que la respuesta secretora es controlada
tanto por la amplitud como por la frecuencia de los pulsos de LH (Dominguez y
col., 1991).

La prolactina inhibe la actividad de la aromatasa en las células de la
granulosa y bloquea los efectos de la FSH sobre las mismas, lo que provoca una
disminucién en la produccién de estrogenos (Dominguez y col., 1991) y bloquea la
sintesis de androégenos al disminuir la formacién del AMPc en las células tecales
(Bonifacino y Dufau, 1984).

Otro mecanismo que regula la secrecién de estrégenos es el que involucra
la participacion de factores paracrinos sintetizados tanto por las células de la teca,
como por la capa de células de la granulosa. El TGF-p es sintetizado tanto por
células de la teca como por las células de la granulosa (Skinner y col., 1987;
Bendell y Dorrington, 1988; Kim y Schomberg, 1989); en la rata, la estimulacion de
las céiulas teco-intersticiales en cultivo con TGF-B, resuita en una inhibicion en la

sintesis de andrégenos y aumento en la sintesis de P4 (Magoffin y col., 1889). En
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la rata, el factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1 (IGF-I), estimuia la
actividad de la P450 sce e induce la aparicion del receptor a LH en las células de
la granulésa, mientras que eh las células de la teca estimula la expresion .de la 3p-

HSD y la P450 scc en presencia de LH (Magoffin y Weitsman, 1993):
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Figura 2. Rutas biosintéticas de las hormonas esteroides y la participacion de la

inervacién simpaética en la regulacién de los efectos de fas gonadotropinas en las
células det folicuto ovarico. Modificado de Gore-Langton y Armstrong, 1994.
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INERVACION DEL OVARIO.

Aunque existen considerables variaciones entre especies, el ovario de ratas
adultas esta inervado por fibras simpaticas que llegan al ovario por medio del
plexo ovarico (PO) y del nervio ovérico superior (NOS); por fibras parasimpaticas
que provienen de!l nervio vago (Hill, 1962; Burden y Lawrence, 1977) y de los
segmentos S2-S4 de la médula espinal; y fibras sensoriales aportadas en su

mayor parte por el nervio vago (Mitchel, 1988).

ORIGEN Y NATURALEZA DE LAS FIBRAS.

El PO se origina de los plexos aodrtico y renal, cuyos cuerpos celulares
preganglionares se localizan en los segmentos T10 y T11 de la médula espinal.

El NOS es una rama del plexo celfaco, cuyos cuerpos celulares se originan
en los segmentos T11 a L4 de la cadena ganglionar simpatica paravertebral, las
fibras que salen de aqui hacen sinapsis con el ganglio celiaco y el mesentérico
antes de inervar al ovario (Burden, 1985; Lawrence y Burden, 1980; Klein y
Burden, 1988a).

Las fibras del NOS y del PO (Ver Figura 3) se consideran
predominantemente catecolaminérgicas, aunque a través de estos nervios
también transcurren fibras peptidérgicas (Dissen y Ojeda, 1999). Entre las mas
abundantes encontramos a las fibras que son inmunoreactivas al péptido intestinal
vasoactivo (VIP) y el neuropéptido Y (NPY) que llegan al ovario por medio del
NOS, mientras que las fibras inmunoreactivas a la sustancia P (SP) y al péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) lo hacen por el plexo ovérico

(Klein y Burden, 1988a; Dees y col., 1986).
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La inervacién parasimpatica la proporciona predominantemente el nervio
vago (Ver Figura 4). El soma de las neuronas del nervio vago que inervan al
ovario, se localizan en el ganglio nodoso (Burden y col., 1983). En general, se
acepta que mas del 90% de sus fibras son de naturaleza sensorial (Gerendai y
col., 1998). Por pruebas inmunohistoquimicas se ha mostrado que en el nervio
vago se almacena y se libera sustancia P (SP), en cantidades considerablemente
mayores que otros neuropéptidos como el VIP o la somatostatina (Brown, 1994
Gilbert y col., 1980). Existen otras fibras sensoriales que se localizan en el ovario y
que se originan en los segmentos T9-T11 y L2-1.4 de la médula espinal y llegan al
organo via el PO y tienen como principale§ neurotransmisores a la SP y al CGRP
(McNeill y Burden, 1987, Klein y Burden, 1988b; Nance y col., 1987; Papka y col.,
1985).

Otro aporte a la inervacion parasimpatica que recibe la gonada tiene su
origen en los segmentos S2-S4 de la médula espinal y llega al ovario por medio
del plexo hipogastrico (Mitchel, 1988), aunque en la rata existen controversias
sobre si el plexo contribuye a la inervacién del ovario (Burden, 1985).

Las neuronas sensoriales aferentes, ademas de desempefiar su funcién
sensorial también forman parte de los sistemas efectores locales como la
respuesta inflamatoria y la respuesta que se desencadena ante lesiones de tejidos
(Holzer, 1998). Asf, las terminales sensoriales son capaces de conducir impulsos

antidrémicos (Traurig y col., 1984; Holzer, 1991).
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Figura 3. Trayecto que siguen los nervios simpaticos ovaricos. GC, ganglio
celiaco; LS, ligamento uspensorio; NOS, nervio ovarico superior; NPO, nervio del

plexo ovarico; VSQ, vasos sanguineos ovaricos. Tomado de Klein y Burden,
1988a.
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Figura 4. Curso hipotético que recorre el nervio vago para conectar al ovario, el
utero y el cervix con el ganglio nodoso y el nicleo del tracto solitario (NTS).
Modificado de Collins y col., 1999.
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LOCALIZACION INTRAOVARICA

Las fibras simpaticas convergen en la mayor parte de la vasculatura
ovarica, en el hilio y la médula. En el foliculo ovérico las fibras simpéticas estan
asociadas con ceélulas de la teca, y en ningin momento hacen contacto con las
células de la granulosa (Burden, 1985).

La localizacién de las fibras sensoriales respecto al foliculo ovarico es
controversial. La mayor parte de las evidencias muestran que se encuentran
exclusivamente cercanas a los vasos sanguineos (Burden, 1985; Dees y col.,
1986) y algunos autores indican que se encuentran en las inmediaciones de los
foliculos en crecimiento e inervan el tejido intersticial ovarico (Calka y col., 1988).

Hay evidencias de que la glandula por si misma contiene una subpoblacién
de neuronas intrinsecas. Hace mas de un siglo Winterhalter (1896), usando la
técnica de impregnacion argéntica, describié por primera vez la presencia de
neuronas en la médula de! ovario de la mujer. Usando un método similar, en el
ovario de la ratona y la coneja, fue descrito un ganglio ovérico, pero fue imposible
demostrarlo en el ovario de la perra (Burden, 1978). Mas recientemente Dees y
colaboradores (1995) usando métodos inmuhistoquimicos identificaron cuerpos
neuronales en el ovario de dos especies de primates adultos: Macaca mulata y
Macaca fuscata.

La naturaleza de las primeras fibras que se localizaron en el ovario
implicaba la presencia de neuronas intrinsecas positivas para la tirosina
hidroxilasa (TH), enzima limitante en la biosintesis de catecolaminas, ademas de
que la mayoria de estas neuronas contiene el receptor de baja afinidad para el

factor de crecimiento neural (NGFr). La naturaleza catecolaminérgica de éstas
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células fue recientemente confirmada por la deteccion del RNAm que codifica
tanto para la tirosina hidroxilasa como para la dopamina -hidroxilasa; enzimas
que participan en la sintesis de catecolaminas (Mayerhofer y col., 1998).

D'Albora y Barcia (1996) usando técnicas de impregnacién de plata y
criterios morfolégicos, visualizaron ganglios y neuronas aisladas en el ovario de
ratas Wistar aduitas y prepuberes. Pero no hay evidencia de la presencia de estas
neuronas en los ovarios de las ratas Sprague-Dawley que pueda determinarse
tanto por criterios morfolégicos como inmunoihistoquimicos.

D’Albora y colaboradores (2000) visualizan neuronas intrinsecas tanto en el
hilio como en la médula del ovario de ratas Wistar. Estas neuronas estdn ausentes
en el periodo neonatal (1-7 dias de edad), y aparecen en el periodo infantil (2
semanas de edad). Las neuronas identificadas por su morfologia y por la
expresion de NeuN (protefna nuclear especifica de neuronas), fueron detectadas
desde el dia 14 hasta el dia 50 de vida del animal. Las neuronas inmunoreactivas
a TH estan presentes de manera predominante en la corteza del ovario y pueden
aparecer como neuronas aisladas o encerradas en ganglios. Existen escasas
neuronas multipolares inmunoreactivas a NPY localizadas en la médula del ovario
de ratas Wistar (D'Albora y col., 2000). Esta inervacion intrinseca del ovario podria
ser un elemento mas a considerar en la participacion de la regulacién de las

funciones de la gbnada.
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PAPEL DEL NERVIO VAGO EN LA REGULACION DE LAS FUNCIONES DEL
OVARIO.

La inervacion sensorial que reciben los ovarios, proviene
predominantemente del nervio vago. Una de las herramientas utilizadas para
analizar la participacién de la inervacién sensorial en la regulacion de la génada es
la denervacién guirtrgica.

En la rata prepuber, la vagotomia bilateral provoca retraso en el inicio de la
pubertad. La estimulacion in vifro de los ovarios denervados, con la gonadotropina
corionica humana (hCG), resulta en una disminucién en la concentracién de
estrogenos (Ojeda y col., 1983). Estudios in vivo muestran que la seccién de los
nervios vagos produce retraso en la pubertad sin que se observen cambios en las
concentraciones plasmaticas de FSH o LH ni en la cantidad de sus receptores en
los ovarios, lo que indica que la accién de las gonadotropinas no se ve modificada
por la falta de este tipo de inervacion, pero si afectarfa la esteroidogénesis (Ojeda
y col., 1983).

En la rata prepaber de 24 dfas de edad |la vagotomia unilateral resulta en un
retraso en el establecimiento de la pubertad, asf como una disminucién en las
concentraciones plasmaticas de E,. Cuando la vagotomia unilateral se realizé en
animales de 28 dias de vida se observd una disminucion significativa en las
concentraciones plasmaticas tanto de E; como de P,.

Por otro lado, la vagotomia bilateral, en ratas de 24 6 28 dias de vida
resulté en un retraso en el establecimiento de la pubertad. Cuando la intervencién
quirargica se realiz6 en animales de 24 dias de vida, el tratamiento resuitoé en una

disminucion significativa en las concentraciones plasmaticas de E; y un incremento
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en las de P4. La denervacién bilateral en ratas de 28 dias de edad resuité en un
incremento en el nimero de ovocitos liberados por animal ovulante, asi como en
una disminucién significativa en las concentraciones plasmaticas de E; y Py
(Morales y col., 2004).

En la rata de 15 dias de edad, la seccién del nervio vago izquierdo bloquea
la hipertrofia compensadora y retrasa el inicio de la pubertad, efectos que no se
presentan si secciona el vago derecho o si la intervencién se realiza a los 19 dias
de edad. Los resultados flevan a los autores a sugerir que la modulacién que
ejerce la informacién neural que transcurre por el vago varia con la edad del
animal y presenta lateralizacién (Gerendai y Nemeskéri, 1983).

Utilizando la denervacion quirtrgica, varios autores han mostrado que en la
rata adulta, la vagotomia bilateral, interrumpe el ciclo estral (Carlson y DeFeo,
1965; Burden y Lawrence, 1977), bloguea la induccién de la seudoprefiez (Burden
y col., 1981) e induce diferencias en la respuesta ovulatoria espontanea por el
ovario izquierdo y el derecho (Cruz y col., 1986).

En la rata adulta hemicastrada, la seccion bilateral del vago bloquea Ia
hipertrofia compensadora ovarica (Burden y Lawrence, 1977), mientras que la
respuesta de ovulacién compensadora depende del ovario remanente (Chavez y
col., 1987). En la rata prefiada la vagotomia bilateral induce disminucién en la
concentracién sérica de LH y causa la reabsorcién de los fetos (Lawrence y col.,
1978). Los efectos de la seccion del nervio vago muestran que la informacién que
llega a los ovarios por intermedio de este nervio participa en la regulacion de la

funcién de la génada.
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Como el ovario recibe inervacién por via del sistema simpético, del
parasimpatico y fibras sensoriales, permite sugerir la existencia de un vinculo
neural entre el SNC (hipotalamo) y &l ovario.

Una de las primeras evidencias que apoyan esta hip6tesis fue mostrada por
Kawakami y colaboradores (1981) quienes, usando ratas hipofisectomizadas y
adrenalectomizadas con estimulacién eléctrica en distintas regiones del
hipotalamo, observaron un incremento en la liberacién de E, y P4 una hora
después de llevar a cabo el tratamiento. Este efecto se presenté sin que se
observaran modificaciones en las concentraciones séricas de GnRH, LH, FSH, o
en el flujo sanguineo del ovario (Kawakami y col., 1981).

De las evidencias morfolégicas que apoyan la hipétesis de la conexién entre
el SNC y el ovario, se encuentran los trabajos recientes de Gerendai y
colaboradores (1998, 2000). Las estructuras del SNC que se marcan después de
92-96 horas de la inyeccién intraovarica del virus de la pseudorabia (PRV- Bartha)
incluyen: médula espinal, diencéfalo, mesencéfalo y médula/puente.

La vagotomia inhibe el marcaje de muchas de estas estructuras, entre las
que se encuentran: el nicleo del tracto solitario, nlicleo ambigo, complejo vagal
dorsal, area postrema, grupo celular A7, Nucleo de Barrington, Locus coeruleus,
sustancia gris periacueductual y el Hipotalamo dorsal (Gerendai y col., 2000).

De estos estudios se puede asumir que las estructuras que se marcan por
la inyecciéon del PVR en el ovario después de la vagotomia estan conectadas, al
menos parcialmente, con el sistema simpético, mientras que aquellas que no se
marcaron después de la vagotomia pero que se marcaron en los animales testigo

constituyen la via por la cual el sistema parasimpético establece comunicacion
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entre el ovario y el hipotalamo y que participaria en el control de las funciones de

la gbnada (Gerendai y col., 2000).

CAPSAICINA.
Otra de las herramientas utilizadas para estudiar la participacion de la inervacion
sobre la regulacién de las funciones del ovario, es el uso de farmacos capaces de
provocar una denervacion. Tal es el caso de la capsaicina (Ver Figura 5).

OH
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CH2 - NH —C - (CH2)4 - CH=CH-CH \

CH3
Figura 5. Representacion de la estructura quimica de la capsaicina (Holzer, 1991).

La capsaicina es uno de los farmacos utilizados para provocar la
destruccion de las fibras sensoriales. El efecto neurotoxico de la administracion
sistémica de capsaicina esta restringido principalmente a las fibras aferentes no
mielinizadas; y en menor grado a las neuronas mielinizadas (de tipo A). La
capsaicina ejerce una accion neurotoxica sobre la neurona sensorial, lo que se
acomparfia de cambios funcionales, estructurales y degenerativos, los cuales
explican los efectos a largo plazo de la accién del farmaco. La disminucion en las

concentraciones de péptidos es probablemente una consecuencia de la accion
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neurotoxica de la capsaicina, pero esto no es la causa de la disfuncionalidad de la
neurona (Holzer, 1991).

El mecanismo de accion de la capsaicina parece involucrar la interaccion
del farmaco con las membranas de las terminales nerviosas que contienen a la
SP. Estas interacciones se establecen a través de enlaces covalentes. La
disminucién en la concentracién de la SP esta relacionada con las interacciones
entre la capsaicina y los componentes membranales de ias terminales nerviosas
sensoriales. Estas interacciones provocan aiteraciones en la capacidad de las
terminales nerviosas para transportar factores neurotréficos. Uno de los factores
que se ha postulado como candidato es el NGF esencial para el mantenimiento de
la sintesis del péptido en el soma neural (Burks y col., 1985).

La capsaicina requiere de unirse a su receptor conocido con el nombre de
VR1. Este receptor es una protefna de membrana que pertenece a la familia de los
receptores que se enlazan a vanilloides. Este tipo de receptores han sido
localizados en neuronas aferentes primarias en los segmentos cervical, toréxico y
lumbar de la médula espinal (Holzer, 1991; Szallasi y Blumberg, 1999; Wardle y
col., 1997).

La union de capsaicina al receptor provoca la apertura de un canal
catiénico, lo cual produce un flujo predominantemente de calcio, lo cual provoca
despolarizaciéon de ta membrana. Al generarse un potencial de accion, éste se
propaga a lo largo de la neurona y puede ser percibido por el SNC como comezon
o dolor. Las neuronas sensibles a vanilloides utilizan como transmisores al

glutamato, ATP y varios neuropéptidos.
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La capsaicina provoca la liberacidon de neuropéptidos pro-inflamatorios de
las terminales nerviosas sensibles, los gque inician la cascada de eventos que
participan en la inflamaciéon. Los neuropéptidos incluyen a la SP y al CGRP

(Holzer, 1991),

EFECTO DE LA CAPSAICINA SOBRE DISTINTOS MODELOS ANIMALES.
ANIMAL NEONATO.

En la rata recién nacida una dosis subcutanea de 50 mg/Kg de capsaicina
provoca la degeneracion de las fibras aferentes primarias del tipo B que contienen
SP como neuropéptido. Esta degeneracion toma lugar 30 minutos después de la
administraciéon y es permanente (Fitzgerald, 1983; Mione y col., 1992), por lo que
se piensa que estas fibras modulan su funcién indirectamente a través de la
liberaciéon de SP como un neuropéptido de sinapsis en neuronas auténomas (de
tipo adrenérgico) (Gamse y col., 1981).

En ratas Wistar la administraciéon neonatal de una sola dosis de capsaicina
(50mg/Kg) provoca un incremento significativo en las conductas de rascado,
acicalamiento y busqueda por parte del animal. Los animales tratados con el
neurofarmaco presentaron ulceraciones en la region de la cabeza, el cuello y los
hombros (Carrillo y col., 1994).

El tratamiento con capsaicina a ratas recién nacidas resulta en alteracion de
la funcién aferente de las neuronas sensoriales. La denervacion producida por
capsaicina se traduce en inhibicién de la permeabilidad vascular, de la actividad

del sistema inmune, asi como inhibicién de la actividad de los musculos cardiaco,
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bronquial y visceral. El tratamiento neonatal con capsaicina resulta en alteraciones
en la morfologia de la cornea y el pulmén, ademas de provocar un incremento en
las concentraciones de histamina y 5-hidroxitriptamina en la piel y el pulmén
(Holzer, 1991).

En la ratona recién nacida el tratamiento con capsaicina resulta en
degeneracion de las neuronas aferentes pequenas y de tamafio medio no
mielinizadas cuyos somas se localizan en el ganglio de la raiz dorsal. Estos
mismos resultados se observan cuando el tratamiento se realiza en la perra recién
nacida. La administracion de 50 mg/kg en el ganglio de la raiz dorsal en la ratona
recién nacida, resulta en una rapida degeneracién de los somas tipo p localizados
en el ganglio de la raiz dorsal, asi como la pérdida de axones sensoriales en la
cornea.

El tratamiento con 70 mg/Kg de capsaicina en conejas recién nacidas no
modifica la concentracion de SP en la médula espinal y la cérnea. En la gata
recién nacida la administracion de 200 mg/kg de capsaicina resulta en la
degeneracién de las neuronas de los plexos de Alerbach y Meissner, 24 a 72

horas después del tratamiento (Holzer, 1991).

ANIMAL ADULTO.

En la rata aduita, 60 dias después de la administracién de 35 a 300 mg/kg
de capsaicina hay alteraciones de las mitocondrias en neuronas sensoriales tipo 3,
pero no en las tipo a o en las neuronas eferentes simpaticas. En el animal adulto

los efectos de la capsaicina son dosis dependientes. La administracion
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subcutdnea de 50 mg/Kg de capsaicina en ratas adultas resulta en una
degeneracion de los axones y las terminales axénicas en el uréter, el duodeno y la
traquea, lo cual puede observarse 24 horas después del tratamiento (Holzer,
1991).

En ratas la administraciéon subcutanea o intraperitoneal de 50 a 125 mg/kg
de capsaicina resulta en la deplecibn de SP de las terminales sensoriales del
sistema nervioso periférico. La deplecidn de SP y somatostatina provocada por la
administracion de 125 mg/Kg de capsaicina en ratas adultas de la cepa Sprague-
Dawley es menor que la causada por una dosis de 50 mg/kg de capsaicina en la
rata recién nacida. En ratas de la cepa Wistar la denervaciéon sensorial con
capsaicina resulta en disminucién de las concentraciones de SP y CGRP
independientemente de la edad en la que el animal reciba el tratamiento (Holzer,
1991).

Segun Holzer (1991), la administracion sistémica de capsaicina en Ia
cobaya adulta resulta en degeneracién de las terminales axdnicas de la region
dorsal de la médula espinal, del tallo cerebral y de la periferia de los vasos
sanguineos. La administracién de una sola dosis subcutanea de capsaicina
(50mg/kg) en el mismo modelo animal resulta en la degeneracién inmediata de las
terminales sensoriales periféricas que contienen a la SP como neuropéptido. La
deplecién en las concentraciones de SP y los cambios ultraestructurales de los
axones son apreciables hasta un afio después del tratamiento con el neurotoxico.
La pérdida de SP y del CGRP se ha detectado en todas las areas que contienen
fibras aferentes: ganglios sensoriales, piel, sistema cardiovascular, tracto

respiratorio, sistema urogenital y ganglios simpaticos y parasimpaticos.
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En la ratona adulta el tratamiento sistémico con 50 mg/kg de capsaicina
resulta en la inhibicidon de la termonocicepcidn y la quimionocicepcidn.

En la gata adulta el tratamiento subcutaneo con 50 mg/kg resulta en la
degeneracion de las terminales axdnicas localizadas en el tallo cerebral y en
regiones de la médula espinal.

En la cerda adulta la administracion de 50 mg/kg de capsaicina resulta en
una deplecién del 50-90% de! CGRP y de la neurokinina presentes en la piel, el
tracto respiratorio y el masculo esquelético.

Con base en los resultados antes mencionados podemos concluir que los
efectos del tratamiento con capsaicina dependen de la edad del animal, asi como
de la cepa y la especie que se utilice como modelo experimental, lo que se resume
a continuacion:

1) El tratamiento en ratas recién nacidas resulta en la degeneracién de la

mayoria de las fibras aferentes delgadas.

2) E! tratamiento sistémico en ratas adultas resulta en una accién neurotoxica
en la mayoria de las fibras aferentes delgadas, pero no necesariamente
causan degeneracion del soma neural.

3) Existen diferencias cuantitativas en los resultados neurotoxicos de Ia
capsaicina entre las diferentes cepas de ratas.

4) Hay diferencias pronunciadas en la sensibilidad de las neuronas
sensoriales al tratamiento con capsaicina entre las diferentes especies de
mamiferos. Los primates, perros, ratona y cobaya son muy sensibles a los
efectos de la capsaicina, mientras que la coneja y el criceto son mucho

menos sensibles.
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EFECTO DE LA CAPSAICINA SOBRE LAS FUNCIONES DEL OVARIO.

Para analizar la participacién de fa inervacién sensorial en la regulacién de
las funciones del ovario, se ha utilizado a la capsaicina para provocar la
destruccion de las fibras sensoriales.

Traurig y col. (1984) mostraron que la inyeccion sistémica del farmaco en la
rata neonatal provoca disminucién en el peso corporal y retraso en la edad de la

apertura vaginal.

Trabajos de nuestro laboratorio muestran que la inyeccion de capsaicina en
ratas recién nacidas resulta en una disminucién en el ndmero de ovocitos
liberados al primer estro, sin cambios en la edad de apertura vaginal y disminucién
en el nimero de foliculos pequefios presentes en los ovarios; tales efectos
cambian cuando el farmaco se administra a los 3 dias de vida del animal (Morany
col., 1998, 2003; Razo, 2000). En el modelo del animal hemicastrado a los 20 dias
de vida, el tratamiento con capsaicina resulté en una disminucion significativa en
las concentraciones plasmaticas de P4 cuando el ovario derecho se mantenia in
situ. Por otro lado, cuando la hemicastracion fue realizada en animales de 28 dias
de edad, el grupo tratado con capsaicina y con el ovario derecho in situ, no mostr6
cambios en las concentraciones plasmaticas de progesterona, pero cuando el
ovario derecho fue extirpado (ovario izquierdo in situ) el tratamiento con capsaicina
resulté en una disminucién significativa en las concentraciones plasmaticas de
progesterona. En el modelo del animal hemicastrado a los 20 6 28 dias de edad y
denervados con capsaicina al nacimiento, la hipertrofia y ovulacién compensadora

depende del dia en que se lleva a cabo la hemiscastraciéon asi como del ovario
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remanente (Apolonio y col., 2000; Moran y col., 2003). Estas evidencias permiten
suponer que la informaciéon conducida por la inervacion sensorial del ovario
participa en la modulacion de los procesos neuroenddécrinos centrales y periféricos

que culminan con la pubertad y con la respuesta compensadora (Moran y col.,

2000, 2003).

En la rata adulta la administracién de capsaicina disrninuye la respuesta de
lordosis y la proporcibn de hembras prefiadas, como reflejo de una menor
respuesta decidual por parte del endometrio (Nance y col., 1987). Con base en
estos resultados se ha sugerido que durante la copula se requiere de la
informacion sensorial que se origina en el cervix y la vagina para que se pueda
cerrar el circuito a nivel hipotalamico y llevar a cabo una respuesta decidual

adecuada (Traurig y col., 1984 y 1988).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Existen fuertes evidencias a favor de la existencia de una via neural de
conexiéon entre el SNC vy los ovarios, por lo que se ha establecido la hipotesis
segun la cual cada lado del hipotalamo recibiria informacién acerca de la funcién
ovarica por dos vias: una hormonal y otra neural. EIl SNC regularia las funciones
del ovario por intermedio de la liberacién de la GnRH y una via neural que llegaria
a la goénada principalmente a través del NOS. El SNC recibiria informacion sobre
la funcion del ovario por una via hormonal (estrégenos, Ps, inhibina, activina) y
posiblemente por una via neural representada por fibras sensoriales que

recogerian sefales inmediatas en el propio ovario y las enviarian hacia el SNC.
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Uno de los problemas mas frecuentes para analizar la participaciéon de la
inervacion sensorial en la regulacion de las funciones del ovario es el disefio de un
modelo experimental que permita distinguir entre los efectos neurales de otros
como los humorales. El uso de la capsaicina tiene como ventaja ser un
neurotdxico selectivo que destruye fibras sensoriales no mielinizadas. Es por esta
razén que el presente trabajo tiene como objetivo analizar la participaciéon de la
informacién transmitida por la inervacién sensorial en la regulacién de las
funciones del ovario a lo largo del ciclo estral en la rata adulta, ya que hasta el
momento no existen reportes que indiquen la influencia del ambiente hormonal
que caracterizan a cada uno de los dias del ciclo estral, sobre la participacién de la
informacién sensorial en la regulacion de las funciones del ovario tales como la
ovulacion y la esteroidogénesis.

El modelo experimental contempla el uso de animales intactos y
hemicastrados a los que se les administré una dosis Unica de capsaicina y dos
vias de administracién: 1) el tratamiento sistémico (inyeccion subcutanea (sc) del
neurotoxico) y 2) el tratamiento local (inyeccién intrabursal del farmaco), con lo
que se pretende asegurar que la capsaicina destruya exclusivamente las fibras

sensoriales que llegan al ovario.
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HIPOTESIS

El tratamiento con capsaicina en ratas adultas destruira las fibras
sensoriales que salen del ovario, lo que dard como resultado cambios en la
informacion que el SNC recibe de las génadas y se traducira en modificaciones de
las funciones del ovario tales como la ovulacién y la secrecion de hormonas

ovaricas.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar en la rata adulta, la participacion de las sefiales sensoriales sobre

los mecanismos neuroendocrinos que regulan la funcién ovarica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Experimento 1. Tratamiento Sistémico.

1. Analizar la participacion de la informacién sensorial en el establecimiento del
ciclo estral en la rata adulta ciclica.

2. Analizar la participacion de la informacion sensorial sobre la tasa ovulatoria y el
numero de ovocitos liberados.

3. Analizar la participacién de la informaciéon sensorial en la secrecion de
hormonas esteroideas.

4. Analizar la participacién de la informacién sensorial en el peso corporal, de los
ovarios y del Utero de ratas adultas ciclicas.

5. Analizar la participacion de la informacién sensorial en la concentracién de
noradrenalina ovarica.

6. Analizar si la denervacion sensorial con capsaicina provoca cambios en la

secrecion de hormonas esteroideas a lo largo del ciclo estral.
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Experimento 2. Tratamiento local.

1. Analizar el efecto de la administracion intrabursal de capsaicina en el
establecimiento del ciclo estral en la rata adulta ciclica.

2. Analizar los efectos de la administracién intrabursal de capsaicina sobre la tasa
de ovulacién y el nimero de ovocitos liberados.

3. Analizar los efectos de la administracion intrabursal de capsaicina en la
secrecion de hormonas esteroideas.

4. Analizar los efectos de la administracién intrabursal de capsaicina en el peso
corporal, la masa ovarica y el peso del utero de ratas adultas ciclicas.

5. Analizar los efectos de la administracién intrabursal de capsaicina sobre las

concentraciones de noradrenalina ovarica. -

Experimento 3. Tratamiento Sistémico, la rata adulta hemicastrada como
modelo de estudio.

1. Analizar la participacién de la inervacién sensorial en el establecimiento de la
hipertrofia ovarica compensadora (HOC) .

2. Analizar la participacion de la inervacion sensorial sobre la ovulacién
- compensadora (OC) .

3. Analizar la participacion de la inervacion sensorial en la secrecion de hormonas
esteroideas en la rata adulta hemicastrada.

4. Analizar la participacién de la inervaciéon sensorial en el peso de los ovarios y

del Utero de ratas adultas ciclicas hemicastradas.
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METODOLOGIA.

Todos los protocolos experimentales descritos a continuacion fueron a
probados por la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, en lo que se refiere al
uso y cuidado de animales de laboratorio.

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa CIlIZ-V (230-260 g) las
cuales se mantuvieron en condiciones controladas de luz-oscuridad (luces
encendidas de 06.00 a 18.00 h), con libre acceso al agua y alimento. Solo se
utilizaron animales que presentaron al menos tres ciclos consecutivos previos de 4
dias de duracion.

La inyeccién del farmaco se realizé entre las 9:00 y 10:00 hrs. En todos los

casos los animales fueron anestesiados con éter antes de la inyeccion.

TRATAMIENTO SISTEMICO.

Con el fin de evaluar si la informacion sensorial del ovario participa en la
regulacion del proceso de la funcion ovarica y para analizar si dicha participacion
se modifica a lo largo del ciclo estral, se eva_luaron los efectos de la denervacién
sensorial farmacolégica por el tratamiento sistémico con capsaicina. Las ratas
fueron inyectadas una sola vez con 50 mg/Kg de capsaicina sc, disuelta en
vehiculo (10% etanol absoluto, 10% de Tween-80 y 80% de solucién salina al

0.9% ).

TRATAMIENTO LOCAL.
En los animales anestesiados se realizaron dos pequefias incisiones en la

region dorsal, y se expusieron ambos ovarios a través de la incision respectiva. La
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inyeccién de 12 ng en 50 pl de capsaicina se realizé en la bursa de cada ovario,
con ayuda de una jeringa con aguja del niumero 29, Los ovarios fueron retornados
a la cavidad abdominal y se suturé la herida.

Después del tratamiento respectivo, s&€ monitored diariamente el ciclo estral,
los animales fueron sacrificados la mafana del dia del estro, después de tres
ciclos estrales consecutivos de cuatro dias de duracion. Este es el tiempo en que

se completa un ciclo de desarrollo folicular.

PRUEBA DE ANALGESIA.
Antes de la autopsia los animales fueron sometidos a una prueba de
analgesia que consistidé en pinchar la extremidad posterior derecha con una pinza

de mosquito y observar el movimiento de retirada.

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA.

Los animales fueron sacrificados por decapitaciéon. Se colectd la sangre del
tronco y se dej6é coagular durante 30 minutos, posteriormente se centrifugd a 3500
rom durante 15 minutos. Se separé el suero y se almacené a-20 °C hasta el
momento de la cuantificaciéon de 17p-estradiol, progesterona y testosterona por
radioinmunoanalisis (RIA) de fase sélida, mediante reactivos comerciales
(Diagnostic Products. Los Angeles CA, USA). Los coeficientes de variacion intra- e
inter-ensayo fueron 2.1% y 5.6% para progesterona, de 6.0% y 7.1% para

estradiol, y de 9.65% y 10.2% para testosterona.
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A la autopsia, se disecaron los oviductos para detectar la presencia de
ovocitos, los cuales fueron contabilizados con ayuda de un microscopio
estereoscopico. De igual forma, se disecaron y pesaron en balanza de precision
los ovarios y el (tero.

El ovario izquierdo de los grupos experimentales fue procesado para
determinar la concentracion de noradrenalina ovarica. En breve, los ovarios fueron
homogenizados en 300 pl de acido perclérico 0.1 M. y se midié la concentracién
de noradrenalina por cromatografia quuidé de alta presion (HPLC), siguiendo el

procedimiento descrito por Chavez y Dominguez (1994).

ANALISIS ESTADISTICO

El nimero de ovocitos liberados fue analizado por la prueba de Kruskal-
Wallis, sequida por la prueba de U de Mann-Whitney. El peso de los ovarios, el
atero y las concentraciones de noradrenalina, estradiol, progesterona, y
testosterona, se analizaron por una prueba de analisis multifactorial (ANDEVA),
seguida por la prueba de Tukey. Cuando se compararon dos medias, se utilizo la
prueba de “t” de Student. La tasa ovulatoria (nUmero de animales ovulantes /
nuimero de animales tratados) se analizé por la prueba de Ji cuadrada. En todos
los casos se consider6 como diferencias estadisticamente significativas una

probabilidad menor al 5%.
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Experimento 1
Resultados
Tratamiento Sistémico

Con el fin de analizar si la informacién sensorial del ovario participa en la
regulacion de la funcion de la génada y el establecimiento del ciclo estral, y si ésta
participacién varia a lo largo del ciclo estral, se evaluaron los efectos de la
denervacién sensorial farmacolégica inducida con capsaicina. Para ello se
utilizaron los siguientes grupos experimentales:
1. Grupo testigo absoluto. Sin tratamiento.
2. Grupo tratado con capsaicina. En el dia del diestro 1, del diestro 2, del proestro
o del estro, las ratas fueron inyectadas una sola vez con 50 mg/Kg de capsaicina
subcutanea (sc), disuelta en vehiculo.
3. Grupo testigo inyectado con vehiculo. Los animales fueron inyectados en el dia
del diestro 1, diestro 2, proestro o estro con 0.03 ml del vehiculo.

En estos animales se coritinué con la toma de frotis vaginales y fueron
sacrificados en la mafiana del dia del estro esperado, después de tres ciclos

consecutivos de 4 dias de duracién.
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Objetivo 1. Analizar la participacion de la informacién sensorial en el
establecimiento del ciclo estral, el porcentaje de animales ovulantes y el
nimero de ovocitos liberados en la rata adulta ciclica. ‘

Las ratas tratadas con capsaicina mostraron ulceraciones de la piel en la
region de la cabeza, el cuello y la regién de la cintura escapular, y una reduccién
en la respuesta de retirada de la pata ante un estimulo mecanico.

En las ratas adultas tratadas con capsaicina o vehiculo no se presentaron
modificaciones en el ciclo estral al compararse con el grupo testigo.

En los animales tratados con capsaicina o veh‘iculo no se modificéd el
namero de ovocitos liberados por animal ovulante (Tabla 1).

La administracién de capsaicina o vehiculo en el dia del proestro ¢ del estro
no modificod el porcentaje de animales ovulantes (Figura 6). En cambio, cuando el
tratamiento con capsaicina se realizd en el dia del diestro 1 ¢ del diestro 2, se
observd una disminucion significativa en el porcentaje de animales que ovularon

(Figura 6).

Tabla 1. Mediate.e.m del nimero de ovocitos liberados en ratas adultas testigo,
tratadas con capsaicina (CAP) o vehiculo (VEH) en el dia del diestro 1, diestro 2,
proestro o estro; y sacrificadas en el dia del estro.

GRUPO Niamero de ovocitos liberados

n Ovario Derecho | Ovario lzquierdo TOTAL
TESTIGO 25 4.9+0.5 5.240.3 10.2+0.6
VEH-DIESTRO 1 25 5.610.6 5.8+0.7 11.240.9
CAP-DIESTRO 1 20 53104 5.140.3 10.5+0.6
VEH-DIESTRO 2 20 5.9+0.6 5.240.9 11£0.9
CAP-DIESTRO 2 22 5.8+0.6 4.9+0.6 10.7+0.9
VEH-PROESTRO 25 5.1+0.8 4.9+0.8 10.1+1.1
CAP-PROESTRO 25 |~ 58106 4740.6 10.11£0.9
VEH-ESTRO 25 4.8+0.8 4.9+0.4 10.240.9
CAP-ESTRO 25 5.0+0.4 4.840.3 9.740.6
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Figura 6. Porcentaje de animales ovulantes de ratas adultas testigo, tratadas con
capsaicina (CAP) o vehiculo (VEH) en el dia del diestro 1, diestro 2, proestro o
estro; y sacrificadas el dia del estro tres ciclos estrales después del tratamiento.
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Objetivo 2. Analizar la participacion de la informacion sensorial en la

regulacion de la secrecion de hormonas esteroideas.

El tratamiento sistémico con capsaicina en el dia del diestro 2 resultdé en un
incremento significativo en las concentraciones séricas de E; tanto en los animales
ovulantes como en los no ovulantes (Figura 7). Las concentraciones séricas de
esta hormona no se modificaron por la aplicacion sistémica del vehiculo en los
mismos dias del ciclo estral. Las concentraciones séricas de E; en los animales
tratados con capsaicina en el dia del proestro, estro o del diestro 1 no se
modificaron con respecto al grupo testigo absoluto y a su respectivo grupo tratado
con vehiculo (Figura 7).

En comparacion con el grupo testigo absoluto las concentraciones séricas
de P4 se incrementaron en el grupo tratado con capsaicina en el dia del diestro 2
tanto para animales ovulantes como no ovulantes (Tabla 2), sin que se observaran
modificaciones en la secrecion de la hormona en los otros grupos experimentales.

El tratamiento con capsaicina en el dia del diestro 1, diestro 2 o estro
resultd en un incremento significativo en las concentraciones séricas de T al

compararse con su respectivo grupo tratado con vehiculo (Tabla 3).

43



Figura 7. Mediate.e.m. de las concentraciones séricas de estradiol en ratas
adultas testigo, lratadas con capsaicina (CAP) o vehiculo (VEH) el dia del diestro
1, diestro 2, proestro o estro; y sacrificadas en el dia del estro.
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sequida de la prueba de Tukey.



Tabla 2. Mediate.e.m. de las concentraciones séricas de progesterona (P4) en
ratas adultas testigo, tratadas con capsaicina (CAP) o vehiculo (VEH) el dia del
diestro 1, diestro 2, proestro o estro; y sacrificadas en el dia del estro.

Animales ovulantes Animales no ovulantes
GRUPO n P4(ng/ml) n P4(ng/ml)

TESTIGO 20 5.2+0.9 5 49+0.8
VEH-DIESTRO 1 18 7.942.3 7 7.9142.
CAP-DIESTRO 1 6 6.1+1 14 7.4+1.6
VEH-DIESTRO 2 15 6.9+1.8 5 5.3+1.1
CAP-DIESTRO 2 7 8.8+1.4* 15 12.311.1*#e
VEH-PROESTRO 20 5.5140.9 5 6.6+0.8
CAP-PROESTRO 21 5.3+1.3 4 5.8+1.2
VEH-ESTRO 20 7.8+1.9 5 42+15
CAP-ESTRO 19 6.4+1.3 6 5.240.9

*p<0.01 vs grupo testigo. ANDEVA seguida de la prueba de Tukey.
#p<0.05 vs. Grupo VEH-DIESTRO 2. Prueba “t” de Student.

¢p<0.05 vs. Grupo CAP-DIESTRO 2 animales ovulantes. Prueba “t" de Student.

Tabla 3. Mediate.e.m. de las concentraciones séricas de testosterona (T) en ratas
aduitas testigo, tratadas con capsaicina (CAP) o vehiculo (VEH) el dia del diestro
1, diestro 2, proestro o estro; y sacrificadas en el dia del estro.

Animales ovulantes | Animales no ovulantes

GRUPO n T(pg/ml) n T(pg/ml)
TESTIGO 20 80.3122.4 5 70.2+18.5
VEH-DIESTRO 1 18 62124.5 7 62.5+8.8
CAP-DIESTRO 1 6 127.7+£39.5* 14 110.8+23.1*
VEH-DIESTRO 2 15 68.7+26.7 5 50.2+11.5
CAP-DIESTRO 2 7 126.5+10.5* 15 99.7+21.1*
VEH-PROESTRO 20 80.9+21.6 5 89.9+20.3
CAP-PROESTRO 21 122.5+31.5 4 89.8+19.3
VEH-ESTRO 20 49.1+21.6 5 58.3+15.1
CAP-ESTRO 19 125.8+41* 6 100.1+22.1*

*p<0.01 vs respectivo grupo tratado con vehlculo. Prueba “t” de Student.
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Objetivo 3. Analizar los efectos de la desn_ervécién sensorial sobre el peso
corporal, de los ovarios y del Gtero de ratas adultas ciclicas.

El tratamiento sistémico con el neurotoxico o con el vehiculo no afecté el
peso corporal (Tabla 4), ni el peso de los ovarios tanto de los animales que
ovularon como los que no ovularon (Tabla 5). El tratamiento con capsaicina no
modificd el peso del Gtero en los animales ovulantes, pero el tratamiento con
capsaicina en el dia del diestro 2 resulté Aen una disminucién en el peso del utero

de los animales que no ovularon (Figura 8).'
Tabla 4. Mediate.e.m del peso corporal (g) de ratas adultas testigo, tratadas con

capsaicina (CAP) o vehiculo (VEH) el dia del diestro 1, diestro 2, proestro o estro;
y sacrificadas en el dia del estro.

Animales ovulantes | Animales no ovulantes
GRUPO n Peso n Peso Corporal
Corporal
TESTIGO 20 259.318.5 5 255.1+9.4
VEH-DIESTRO 1 18 243.2+10.2 7 261.2+12.3
CAP-DIESTRO 1 6 259.847.8 14 263.2+10.5
VEH-DIESTRO 2 15 262.319.6 5 1 251.816.4
CAP-DIESTRO 2 7 252.3+4.8 15 249.61+8.9
VEH-PROESTRO 20 248.9+11.8 5 253.448.1
CAP-PROESTRO 21 249.3+8.3 4 255.8+8.2
VEH-ESTRO 20 | 258.618.6 5 247.9+9.3
CAP-ESTRO 19 253.2+4 .8 6 249.81+8.6
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Tabla 5. Mediate.e.m. de la masa ovarica en ratas adultas testigo, tratadas con
capsaicina (CAP) o vehlculo (VEH) el dia del diestro 1, diestro 2, proestro o estro;
y sacrificadas en el dia del estro.

' GRUPO Animales ovulantes | Animales no ovulantes
n Masa ovarica n Masa ovarica

TESTIGO 20 22.4+1.1 5 21.8+1.3
VEH-DIESTRO 1 18 23.1+2 .1 7 22.1+1.8
CAP-DIESTRO 1 6 22.2+1.5 14 21614
VEH-DIESTRO 2 15 21 .9i1 2 5 22.6+1.3
CAP-DIESTRO 2 7 20.941.6 15 22.1+1.4
VEH-PROESTRO 20 22.841 5 |+ 21.4%15
CAP-PROESTRO 21 21.1+0.8 4 21.8+1.1
VEH-ESTRO 20 212+14 5 21.9+1.5
CAP-ESTRO 19 215412 6 22.5+1.8
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OVULANTES

Figura 8. Mediaze.e.m del peso del Utero (mg/100 g de peso corporal) de ratas
250 |

adultas testigo, tratadas con capsaicina (CAP) o vehiculo (VEH) el dia del diestro

1, diestro 2, proestro o estro; y sacrificadas en el dia del estro.
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Objetivo 4. Analizar los efectos de la denervaciéon sensorial con capsaicina

sobre la concentracion de noradrenalina ovarica

En las ratas adultas, el tratamiento con una sola dosis de capsaicina resulto
en un incremento en las concentraciones de noradrenalina en aquellos grupos de
animales inyectados en el dia del diestro 2 o del proestro y que ovularon. La
concentracion ovarica de noradrenalina no se modificd en los grupos tratados en
el dia del estro o del diestro 1 (Figura 9).

En los animales tratados con el neurotéxico en el dia del estro ¥ que no
ovularon, las concentraciones ovaricas de noradrenalina no se modificaron al
compararse con el grubo testigo. Al compararse con el grupo testigo el tratamiento
con capsaicina en el dia del diestro 1, diestro 2 ¢ del proestro resultd en un

incremento en las concentraciones de noradrenalina ovarica (Figura 9).
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Figura 9. Mediate.e.m de las concentraciones ovaricas de noradrenalina (ng/mg
de tejido) en los ovarios de ratas adultas testigo, tratadas con capsaicina (CAP) el

dia del diestro 1, diestro 2, proestro o estro; y sacrificadas en el dia del estro.
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Objetivo 5. Analizar si la denervacién sensorial con capsaicina provoca

cambios en la secrecion de hormonas esteroideas a lo largo del ciclo estral.
Para llevar a cabo este objetivo se realiz6 el siguiente disefio experimental:

1. Grupo testigo absoluto. Sin tratamiento.

2. Grupo tratado con capsaicina. En el dia del diestro 1, diestro 2, proestro o estro;
las ratas fueron inyectadas una sola vez con 50 mg/Kg de capsaicina sc, disuelta
en vehiculo (volumen 0.03 ml), los animales se sacrificaron en la mafnana de cada
uno de los dias del ciclo estral, después de tres ciclos consecutivos de 4 dias de
duracién (Tabla 6).

3. Grupo testigo inyectado con vehiculo. Los animales fueron inyectados en cada
uno de los dias del ciclo estral con 0.03 ml del vehiculo. Se sacrificaron en la
mafana de cada uno de los dias del ciclo estral, después de tres ciclos
consecutivos de 4 dias de duracion (Tabla 6).

Tabla 6. Distribucion de animales

Grupo Dia de la autopsia
ESTRO | DIESTRO 1 | DIESTRO 2 | PROESTRO

Testigo Absoluto n=20 n=12 n=12 n=12
Dia de administracion
Capsaicina
Diestro 1 n=6 n=12 n=12 n=10
Diestro 2 n=7 n=10 n=11 n=10
Proestro n=21 n=12 n=12 . n=12
Estro n=19 n=10 n=11 n=10
Vehiculo :
Diestro 1 n=18 n=12 n=12 n=12
Diestro 2 n=15 n=11 n=10 n=11
Proestro n=20 n=12 n=12 n=12
Estro n=20 n=12 n=11 n=10
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Al compararse con el testigo absoluto se observd que el tratamiento
sistémico con el vehiculo no afecté las concentraciones séricas de estradiol (Tabla

7) y progesterona (Tabla 8).

Tabla 7. Mediate.e.m. de las concentraciones séricas de estradiol (pg/ml) en ratas
adultas testigo o tratadas con vehiculo (VEH) en el dia del diestro 1, diestro2,
proestro o estro y sacrificadas en cada uno de los dias del ciclo estral.

Dia del sacrificio
GRUPO Diestro 1 | Diestro 2 Proestro Estro
Testigo 6.1+3.6 | 19.4+3.9 28.816 13.7+2.5
Dia de la administracion
VEH-D1 13.1+4.7 | 13.1£3.1 23.1+5.1 17.6+4.8
VEH-D2 7.9+47 | 19.8+4.2 25.743.2 14.5+4 1
VEH-P 11.4+1.7 | 12.5+4.9 30.9+2.9 10.8+2.5
VEH-E 13.745.3 | 18.1+1.7 28.8+5 9.8+3.8

Tabla 8. Mediate.e.m. de las concentraciones séricas de progesterona (ng/ml) en
ratas adultas testigo o tratadas con vehiculo (VEH) en el dia del diestro 1, diestro
2, proestro o estro y sacrificadas en la mafiana de cada uno de los dias del ciclo
estral.

Dia del sacrificio
GRUPO Diestro 1 Diestro 2 Proestro Estro
Testigo 7.5+1.9 5.9+1.5 4.5+1.1 5.2+0.9
Dia de la administracion
VEH-D1 10.2+2.7 3.7+0.9 4.3+4.7 7.9+2.3
VEH-D2 6.9+1.8 5.2+1.8 6.5+1.5 6.9+1.8
VEH-P 5.5+0.9 4.9+1.1 5.8+2.7 5.5+0.9
VEH-E 74417 5.1+1.5 5.6+2.1 7.8+1.9
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Concentraciones séricas de estradiol y progesterona de animales adultos
tratados con capsaicina en el dia del diestro 1, diestro 2, proestro o estro y
sacrificados en la manana de cada uno de los dias del ciclo estral.

Capsaicina en ef diestro 1.

En comparacién con el grupo testigo, e|' tratamiento con capsaicina en el dia
del diestro 1 resulté en un incremento significative en |las concentraciones séricas
de estradiol y progesterona en los animales sacrificados en el dia del proestro. No
se observaron cambios en las concentraciones séricas de la hormona en los
animales sacrificados en el resto de los dias del ciclo estral (Figura 10A y 10B).
Figura 10. Mediate.e.m. de las conéentraciones séricas de estradiol vy

progesterona en ratas adultas testigo ¢ tratadas con capsaicina (CAP) en el dia
del diestro 1 y sacrificadas en cada uno de los dias del ciclo estral.
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Capsaicina en el diestro 2.

El tratamiento con capsaicina en el dia del diestro 2 resultd en un
incremento significativo en la concentracion sérica de estradiol medida en el dia-
del proestro, estro y diestro 1 al compararse con el grupo testigo absoluto
sacrificado en esos mismos dias del ciclo (Figura 11A).

El tratamiento con capsaicina en el dia del diestro 2 resultd en un
incremento significativo en las concentraciones séricas de progesterona medidas

en el dia del proestro y estro (Figura 11B).

Figura 11. Mediate.e.m. de las concentrac'iones séricas de E;y P4 en ratas adultas
testigo o tratadas con capsaicina (CAP) en el dia del diestro 2 y sacrificadas en
cada uno de los dias del ciclo estral.
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*p<0.01 vs. Grupo Testigo. ANDEVA sequida de |la prueba de Tukey.
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Capsaicina en el proestro.

El tratamiento sistémico con capsaicina en el dia del proestro resulté en un
incremento significativo en las concentraciones séricas de estradiol medidas en el
dia del proestro y estro al compararse con su respectivo grupo testigo absoluto
(Figura 12A).

El tratamiento sistémico con capsaicina en el dia del proestro no modificd
las concentraciones séricas de progesterona a lo largo del ciclo estral (Figura

12B).

Figura 12. Mediate.e.m. de las concentraciones séricas de E;y P4 en ratas adultas
testigo o tratadas con capsaicina (CAP) en el dia del proestro y sacrificadas en
cada uno de los dias del ciclo estral.
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Capsaicina en el estro.

El tratamiento sistémico con capsaicina en el dia del es{ro no modificé las
concentraciones séricas de estradiol a lo largo del ciclo estral (Figura 13Aj.

Las concentraciones séricas de progesterona medida en cada uno de los
dias del ciclo estral no se medificaron al compararse con el grupo testigo absoluto

(Figura 13B).

Figura 13. Mediate.e.m. de las concentraciones séricas de E; y P4 en ratas adultas
testigo o tratadas con capsaicina en el dia del estro y sacrificadas en cada uno de
los dias del ciclo estral.
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Discusion

Las lesiones observadas en los animales denervados (presencia de
ulceraciones de la piel én la regién de la cabeza, el cuello y la cintura escapular),
asi como la disminucién en la respuesta de retirada de la pata ante un estimulo
mecanico, concuerdan con lo reportado por otros investigadores, duienes
analizaron en la rata, los efectos producidos por el tratamiento con capsaicina
(Jancsbé y Qol., 1977, Carrillo y col., 1994), lo que nos lleva a concluir que en este
trabajo. el tratamiento sistémico con capsaicina resulté en dafo de las fibras
sensoriales.

Nance y colaboradores (1987) mosfraron que la administracion intratecal de
capsaicina en la rata adulta no modifica el ciclo estral, lo que concuerda con lo
observado en este estudio ya que la administracién sistémica con capsaicina no
alteré la ciclicidad estral del animal. Por otro lado, los efectos del tratamiento con
capsaicina sobre el ciclo estral difieren de los observados en animales con seccion
bilateral del nervio vago, donde se muestra que la intervencioén quirtrgica resulta
.en alteraciones en el ciclo estral (Burden, 1981). Estas diferencias puéden
deberse a que:

1) El tratamiento con el neurotéxico afecta principalmente a las fibras
aferentes no mielinizadas y en menor grado a las neuronas mielinizadas (de tipo
o), mientras que el tratamiento quirdrgico elimina todas las fibras que transcurren
por el nervio, por lo que en este ultimo caso lo que se observa es la respuesta del
sistema a la falta de diferentes tipos de informacion.

2) Elintervalo que existe entre la seccién y la autopsia, y entre la inyeccion
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del farmaco y la autopsia.

3) En nuestro estudio hemos observado que existe un incremento en la
concentracién de NA ovarica (excepto cuando el tratamiento se lleva a cabb en el
dia del estro) lo cual puede explicar en parte las diferencias en los resultados. La
eliminacién de las fibras del tipo C que contiene como principal neurotransmisor a
la SP resulta en un incremento en las concentraciones de NA ovarica, lo cual
puede haber modulado la reactividad de los compartimentos ovaricos a las
gonadotropinas y por lo tanto mantener sin alteraciones la ciclicidad del animal.

4) en el presente trabajo utilizamos a la cepa de rata ClI-ZV, mientras que
los autores que realizan la denervacién quirirgica utilizan a la rata Sprague-
Dawley, lo cual puede también haber influido sobre los resultados, ya que se sabe
que los efectos de los tratamientos de denervacién, tanto quirGrgicos como
farmacologicos, dependen de la edad del animal, asi como de la cepa y la especie
que se utilice como modelo experimental.

Los resultados presentados anteriormente indican que la denervacion
sensorial con capsaicina en el diestro 1 o el diestro 2 provoca una disminucion en
el porcentaje de animales ovulantes y el tratamiento con el neurotdxico en el
diestro 2 (sacrificio en el estro) resultd en un incremento en las concentraciones
seéricas de estradiol, progesterona y testosterona, lo que indica que durante el
diestro la informacion sensorial participa en la regulacién de los mecanismos que
regulan las funciones ovaricas.

En los animales que no owvularon el incremento en la concentracion de
progesterona se presento desde el dia del proestro y continud durante el estro.

Este aumento en la concentracidon de progesterona pudo ser la causa de la
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inhibicién de la ovulacion ya que el incremento en las concentraciones séricas de
progesterona fue casi del doble en los animales no ovulantes al compararse con
los animales ovulantes. Desde los clasicos estudios de Everett y Sawyer se sabe
que la progesteroha actia como un inhibidor de los mecanismos neuroendocrinos
que culminan con la ovulacién (Everett y Sawyer, 1949).

En los animales denervados con capsaicina en el dia del diestro 1y diestro
2 se observa un incremento en las concentraciones de progesterona, este
incremento se inicia en el proestro y contintia durante el estro. Aunado a ésto, en
las ratas tratadas con capsaicina en el dia del diestro 1, diestro 2 o proestro, se
observa un incremento en la concentracién_ sérica de estradiol, dicho incremento
se presenta durante la etapa de proestro y continua durante el estro. El incremento
en la secrecion de estradiol y progesterona puede deberse al incremento en las
concentraciones de noradrenalina ovarica observado en los animales denervados
(Trujillo y col., 2003). Se sabe, que en la rata adulta, la informacién noradrenérgica
estimula la secrecién de estradiol (Aguado y Ojeda, 1984); y estudios in vitro
realizados con ceélulas tecales, mostraron que la adicién de noradrenalina,
adrenalina o isoproterenol al medio de cultivo, incrementan la producciéon de
estrogenos en respuesta a la hCG (Dyer y Erickson, 1985). Es probable también,
que el incremento en estradiol, progesterona y testosterona se deba a cambios de
la actividad de las enzimas involucradas en la biosintesis de progesterona (3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa o la P450 scc) y estradiol (P450 aromatasa)

(Davoren y Hsueh, 1985; Leung y Steele, 1992).
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Hasta el momento no existen evidencias publicadas que muestren la
participacién de la informacién sensorial sobre la regulacion de la biosintesis
esteroidea en la rata adulta ciclica; estudios de nuestro laboratorio han mostrado
que el tratamiento con capsaicina en ratas recién nacidas, sacrificadas el dia del
primer estro vaginal, no modifica las concentraciones séricas de estradiol y
progesterona, sin embargo, cuando el tratamiento con capsaicina se lleva a cabo
en el dia tres de vida, se observa una disminucion significativa en las
concentraciones séricas tanto de estradiol como de progesterona (Moran y col.,
2003). Los resultadc‘)s’ presentados en este trabajo muestran diferencias con lo
reportado por Moran y colaboradores (2003). Tales diferencias en la respuesta de
los ovarios al tratamiento con capsaicina pueden explicarse como efecto de los
diferentes estados de desarrollo del ovario, asi como por las diferencias en las
concentraciones de NA ovarica en el dia del primer estro vaginal y en los ovarios
de animales adultos sacriﬁcadés en el estro (Chavez y col. 1994; Trujillo y col.
2002).

Los resultados obtenidds en el presente estudio nos permiten sugerir que la
informacidn sensorial participa en la regulacidén de las funciones del ovario, y que
esta participacién varia a lo largo del ciclo estral. Nuestros resultados concuerdan
con los reportados previamente, en los que se muestra que el diestro 1y el diestro
2 son los :dfas mdas sensibles del ciclo estral a los efectos de las drogas
bloqueadoras de sistemas de neurotransmision (colinérgico, dopaminérgico y
gabaérgico) (Dominguez y Smith, 1974; Dominguez y col., 1982; 1985).

Existen evidencias que postulan una relacion funcional entre la inervacion

simpatica y la sensorial. En la rata, la eliminacion de las fibras sensoriales por la
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administracién de capsaicina,r induce hiperinervacion simpatica en el iris, la
cavidad oral y las arterias mesentéricas, mientras que la denervacion simpatica
provoca incremento en la densidad de fibras sensoriales en el tracto urogenital
(Schicho y col., 1998; Luthman y col., 1989; Terenghi y col., 1986). En nuestro
caso, la administracion de capsaicina no resuitd en un incremento en las.
concentraciones de noradrenalina ovarica en todos los dias del ciclo estral
estudiados; esto puede deberse a la diferencia que existe en la densidad de las
terminales nerviosas simpaticas a lo largo del ciclo estral; en la rata adulta la
densidad es menor durante el dia del estro vaginal, en relacién con las otras fases
del ciclo estral (Zoubina y col., 1998).

El peso del utero disminuyd en los animales denervados en el diardel
diestro 2 a pesar del marcado incremento en las concentraciones de estradiol en
este mismo grupo de animales; podemos sugerir que la informacién sensorial del
ovario participa modulando la respuesta del Gtero a los estrogenos; trabajos
previos han mostrado que la denervacion sensorial quirargica (vagotomia
bilateral), en la rata preplber, resulta en retraso en la edad de la apertura vaginal
y en una disminucién en el peso uterino (Ojeda y col., 1983).

Los resultados obtenidos nos indican que la denervacion sensorial con
capsaicina modifica la secrecion de esteroides durante el proestro y continia
durante el estro, como ya se menciond, este incremento puede estar relacionado
con el incremento en las concentraciones ovaricas de NA. Los trabajos clasicos de
Bahr y Ben-Jonathan (1981) postulan la refacién inversa entre NA vy

gonadotropinas, por lo que nuestros resultados nos permmiten inferir una
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disminucién en las gonadotropinas, lo que explicaria en parte la disminucién en la
tasa ovulatoria.

Finalmente, los resultados presentados aqui nos permiten sugerir que la
informacién sensorial es un componente neural que participa en el establecimiento
de las condiciones neuroendocrinas que regulan las funciones del ovario y que

esta participacion varia a lo largo del ciclo estral.
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Experimento 2
RESULTADOS

Tratamiento Local

Este experimento se disefid para analizar los efectos locales de la
capsaicina, en la inteligencia de que ese tratamiento sélo destruye las fibras
sensoriales que salen del ovario. Para ello el farmaco se administré en la bursa del
ovario. Se utilizaron los siguientes grupos experimentales:

1. Un grupo testigo sin ningun tratamiento.
2. Un grupo tratado con capsaicina (12ng) a las 09:00 horas del dia del diestro

1, diestro 2, del proestro o del estro.

3. Un grupo tratado con 50 pl de vehiculo a las 09:00 horas del dia del diestro

1, diestro 2, del proestro y estro.

Los animales.fueron sacrificados en el dia del estro esperado después de

tres ciclos estrales consecutivos de la misma duracion.
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Objetivo 1. Analizar el efecto de la administracion intrabursal de capsaicina
en el establecimiento del ciclo estral, el porcentaje de animales ovulantes y

el nimero de ovocito liberados, en la rata adulta ciclica.

En comparacién con el grupo testigo absoluto no se observaron
maodificaciones en el ciclo estral de ratas adultas tratadas con capsaicina o
vehiculo.

El porcentaje de animales ovulantes de los grupos de animales tratados
localmente con capsaicina o vehiculo en el dia del proestro o del estro no se
modifidé. En cambio, cuando el tratamiento con el neurotéxico se realizé en el dia
del diestro 1 o del diestro 2, se observé una disminucién significativa en el
porcentaje de animales ovulantes, al compararse con el grupo tratado con
vehiculo o con el testigo absoluto (Figura 14).

El nimero de ovocitos liberados por animal ovulante fue semejante en los
tres grupos estudiados (Tabla 9).
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Figura 14. Tasa ovulatoria (%) de ratas adultas testigo o tratadas localmente con
vehiculo o capsaicina en el dia del diestro 1, diestro 2, proestro o estro; y
sacrificadas en el dia del estro.
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Tabla 9. Mediate.e.m del nUmero de ovocitos liberados en ratas aduitas testigo o
tratadas localmente con vehiculo (VEH) o capsaicina (CAP) en el dia del diestro 1,
diestro 2, proestro o estro; y sacrificadas en el dia del estro.

GRUPO Numero de ovocitos liberados
n | OVARIO IZQUIERDO | OVARIO DERECHO | TOTAL
TESTIGO 25 5.2+0.3 4.9+0.5 10.2+0.6
VEH-DIESTRO1 22 5.2+0.5 5.4+0.4 10.5+0.7
CAP-DIESTRO1 20 5.3+0.4 5.240.3 10.6+0.6
VEH-DIESTRO2 20 5.2+0.4 5.3+0.5 10.5+0.8
CAP-DIESTRO2 20 5.3+0.5 51+0.4 10.5+0.7
VEH-PROESTRO | 22 5.3+0.5 5.2+0.5 10.6+0.8
CAP-PROESTRO | 22 54+0.3 5.2+0.4 10.61+0.6
VEH-ESTRO 22 5.240.6 5.1+0.5 10.2+0.8
CAP-ESTRO 25 5.1+0.3 5.240.2 10.3+0.4
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Objetivo 2. Analizar los efectos de la administracion intrabursal de

capsaicina en la secrecion de hormonas esteroideas

En comparacion con el grupo testigo y los animales inyectados con el
vehiculo, el tratamiento local con capsaicina en el dia del diestro 2 resulté en un
incremento significativo en las concentraciones séricas de estradiol tanto en
animales ovulantes como no ovulantes (Figura 15). El incremento de E; en los
animales no ovulantés fue mayor que el incremento de la misma hormona en los
animales ovulantes (52.115.1 vs. 29.51:4.6) (Figura 15).

Las concentraciones séricas de E; en los animales tratados con capsaicina
o vehiculo en el resto de los dias del ciclo estral no fueron diferentes al grupo
testigo (Figura 15).

La concentracién sérica de P4 en los animales ovulantes y no ovulantes y
que fueron tratados con capsaicina en el dia del diestro 2 fueron significativamente
mayores en comparacién con el grupo testigo absoluto o tratado con vehiculo el
mismo dia del ciclo estral,. No se observaron diferencias significativas en los otros
grupos tratados con el neurotoxico o el vehiculo (Tabla 10).

El tratamiento con capsaicina o vehiculo en cada uno de los dias del ciclo

estral no provocé modificaciones en las concentraciones séricas de testosterona

(Tabla 11).
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Figura 15. Mediate.e.m, de las concentraciones séricas de E; en ratas adultas
testigo, tratadas con una sola dosis de vehiculo (VEH) o capsaicina (CAP) en la
bursa del ovario el dia del diestro 1, diestro 2, del proestro o del estro; y

sacrificadas en el dia del estro.
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Tabla 10. Mediate.e.m. de la concentracién sérica de P4 (ng/ml) en ratas adultas
testigo, tratadas con una sola dosis de vehiculo (VEH) o capsaicina (CAP) en la
bursa del ovario el dia del diestro 1, diestro 2, del proestro o estro; y sacrificadas
en el dia del estro.

Animales ovulantes Animales no ovulantes
GRUPO n P4(ng/ml) n P4(ng/ml)

TESTIGO 20 4.6+0.8 5 5.1+0.9
VEH-DIESTRO 1 17 7.1+1.1 5 6.2+1.5
CAP-DIESTRO 1 7 6.9+1.1 13 8.61+2.1
VEH-DIESTRO 2 15 6.8+0.8 5 6.9+1.1

CAP-DIESTRO 2 7 7.8+0.8* 13 12.1+2.2** o
VEH-PROESTRO 17 5.2+0.7 5 4.4+17
CAP-PROESTRO 17 4.9+1.1 5 53+1.1
VEH-ESTRO 15 6.6+1.2 5 4.6+1.2
CAP-ESTRO 20 6.5+1.0 5 5.2+1.2

- *p<0.01 vs grupo testigo. ANDEVA seguida de la prueba de Tukey.
**p<0.01 vs VEH-DIESTRO 2. Prueba “t’ de Student.

¢ p<0.05 vs.CAP-DIESTRO 2 animales ovulantes. Prueba “t" de Student.
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Tabla 11. Mediate.e.m. de las concentraciones séricas de T (pg/ml) en ratas
adultas testigo o tratadas con una sola dosis de vehiculo (VEH) o capsaicina
(CAP) en la bursa del ovario el dia del diestro 1, diestro 2, proestro o estro; y
sacrificadas en el dia del estro

GRUPO Animales ovulantes Animales no ovulantes
n T(pg/ml) n T(pg/ml)
TESTIGO 20 100+30 5 98+27.3
VEH-DIESTRO 1 17 109+20 5 100+30
CAP-DIESTRO 1 7 78+19 13 78+23
VEH-DIESTRO 2 15 89+20 5 - 90425
CAP-DIESTRO 2 7 108+22 13 100+25
VEH-PROESTRO 17 110420 5 100+25
CAP-PROESTRO 17 89+25 5 100+30
VEH-ESTRO 15 100420 5 100430
CAP-ESTRO 20 79+11 5 97+21
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Objetivo 3. Analizar los efectos de la administracion intrabursal de
capsaicina en el peso corporal, la masa ovarica y el peso del (tero de ratas
adultas ciclicas.

E! tratamiento local con el neurotdxico o con el vehiculo no afectd el peso
de los ovarios (Tabla 12); el tratamiento con capsaicina en el dia del diestro 2
resultd en una disminucién signiﬁbativa del peso del Utero de los animales no
ovulantes al compararse con el grupo testigo absoluto y el tratado con vehiculo el

mismo dia del ciclo estral (Figura 186).

Tabla 12. Mediate.e.m de la masa ovarica (mg/100 g de peso corporal) de ratas
adultas testigo ¢ tratadas localmente con vehiculo (VEH) o capsaicina {CAP) el
dia del diestro 1, diestro 2, proestro ¢ estro; y sacrificadas en el dia del estro.

Animales ovulantes Animales no ovulantes

GRUPO n Masa ovéarica n Nasa ovarica
TESTIGO 20 22.5+1.2 ) 22.4+1.1
VEH-DIESTRO 1 17 22 6+1.6 5 22.3x1.2
CAP-DIESTRO 1 7 232413 13 22.2+1.1
VEH-DIESTRO 2 15 22.3+6.9 5 221459
CAP-DIESTRO 2 7 23.6+1.1 13 22.5+1.2

!

VEH-PROESTRO 17 232458 5 22.8+4.8
CAP-PROESTRO | 17 20.9+1.3 5 21.941.7
VEH-ESTRO 15 23.4+1.5 5 226+1.2
CAP-ESTRO 20 22.810.9 5 21.9+0.8
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Figura 16. Mediate.e.m del peso relativo del Utero (mg/100 g de peso corporal) de
_ratas adultas testigo, tratadas localmente con vehiculo (VEH) o capsaicina (CAP)

el dla del diestro 1, diestro 2, proestro o estro; y sacrificadas en el dia del estro.
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Objetivo 4. Analizar los efectos de la administracion intrabursal de
capsaicina sobre las concentraciones de noradrenalina ovarica

En las ratas tratadas con una sola dosis de capsaicina y que ovularon, las
concentraciones ovaricas de noradrenalina no se modificaron en el grupo tratado
en el dia del estro, del diestro 1 o del proestro. El tratamiento con el neurotdxico
resulté en un incremento en las concentraciones de noradrenalina en el grupo
inyectado en el dia del diestro 2 al compararse con el grupo testigo absoluto
(Figura 17).

En los animales no/ ovulantes, el tratamiento con capsaicina en el dia del
estro o del diestro 1, no modifico las concéntraciones ovaricas de noradrenalina en
comparaciéon con el grupo testigo absoluto. Sin embargo, el tratamiento con el
neurotoxico resultdé en un incremento en las concentraciones de noradrenalina en

los grupos inyectados en el dia del diestro 2 o del proestro (Figura 17).
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Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten sugerir que la
informacioén sensorial participa modulando los mecanismos involucrados en la
regulacion de las funciones del ovario. Se ha propUesto-que a través de la
inervacion sensorial se obtiene informacion sobre las funciones del ovario via
reCe/ptores localizados alrededor de los foliculos (Dominguez y col., 1989); dicha
informacién es llevada hacia centros extrahipotalamicos e hipotalamicos,
involucrados en la regulaciéon de la secrecién de las gonadotropinas, por lo que
podria suponerse que la informacién sensorial forma parte del circuito
neuroenddcrino que modula las funciones del ovario de la rata adulta (Dominguez
y col., 1989; Gerendai y col.,, 2000; Dominguez y Riboni, 1971; Burden, 1978;

Dominguez y col., 1989; Moran y col., 2000).

De tal manera que en este modelo experiméntal nos propusimos eliminar
exclusivamente las fibras sensoriales que salen del ovario; y para ello aplicamos
capsaicina en el interior de la bursa del ovario. El tratamiento local con capsaicina
resulta en una disminucion de la tasa de ovulacién, sin cambios en el patrén de
ciclicidad del animal, asi como un incremento en la secrecion de estradiol,
progesterona y NA ovarica, que depende del dia del ciclo estral cuando se realiza
el tratamiento, esto coincide con los resultados obtenidos en el experimento
anterior en el que el tratamiento con capsaicina se realiz6 de manera sistémica, lo
que permite sugerir que tanto el modelo de denervacion sistémica como el local

con capsaicina son herramientas Utiles para analizar los efectos de la informacion
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transmitida por las fibras sensoriales que poseen como principal neurotransmisor a

la SP sobre las funciones del ovario.

Nuevamente los resultados obtenidos en el presente experimento indican
que durante el diestro la inervacién sensorial participa de manera predominante en
la regulacion de los mecanismos que regulan la funcion ovarica. Estos resultados
concuerdan con los reportados previamente por varios autores (Dominguez y

Smith, 1974; Dominguez y col., 1982; Dominguez y col, 1985).

En conjunto nuestros resultados nos permiten sugerir que la informacion
sensorial participa en la regulacién de la biosintesis esteroidea y la ovulacion, a
través de un sistema de comunicacion entre el ovario y el SNC, donde el
hipotalamo participaria estimulando o inhibiendo dichos mecanismos por medlo de
la I|beraC|<5n de las gonadotropinas por parte de la h|p<5f|3|s o bien, por medio de la
accion de los neurotransmisores, predominantemente noradrenalina, liberados por
las terminales simpaticas localizadas en la génada; y que la participacion de la

informacidn sensorial en este modelo de regulacion varia a lo largo del ciclo estral.
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Experimento 3
Resultados

Tratamiento Sistémico. La rata adulta hemicastrada como modelo de estudio.

Un modelo experimental usado en el estudio de la conexién del ovario con
el SNC ha sido la hemicastracién. Los efectos de la hemicastraciéon en mamiferos
resultan en el establecimiento de la hipertrofia compensadora del ovario in situ y
en el incremento del numero de ovocitos liberados. En la rata hemicastrada, los
mecanismos  involucrados en el establecimiento de la hipertrofia ovarica
compensadora y la ovulacibn compensadora comprenden cambios en la
secrecion de gonadotropinas hipofisiarias y en la secrecion de esteroides ovaricos
(Greenwald y Roy, 1994). También existen evidencias de un mecanismo neural
involucrado en el establecimiento de la hipertrofia ovarica compensadora (Burden
y Lawrence, 1977; Chavez y col., 1987).

Con base en los resultados obtenidos en los experimentos anteriores en
donde se mostréo que los dias mas sensibles a la denervacién sensorial con
capsaicina son los dias del diestro 1 y 2; se evaluaron los efectos de la
denervacién sensorial farmacologica en estos dias del ciclo estral sobre la
- regulacion del establecimiento de la respuesta compensadora del ovario. Para ello

se utilizaron los siguientes grupos experimentales:

1. Grupo testigo (n=12) Sin tratamiento.

2. Grupo tratado con capsaicina. En el dia del diestro 1 (n=12) o del diestro 2
(n=12), las ratas fueron inyectadas una sola vez con 50mg/Kg de capsaicina sc,
disuelta en vehiculo. | |

3. Grupo testigo inyectado con vehiculo. Los animales fueron inyectados en el dia

del diestro 1 (n=12) o del diestro 2 (n=12) con 0.03 ml del vehiculo.
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En estos animales se continu6 con la toma de frotis vaginales y después de
tres ciclos consecutivos de 4 dias de duracion lo animales fueron hemicastrados
estableciéndose los siguientes grupos:

A) Animales testigo (sin ningan tratamiento farmacolégico) fueron
hemicastrados del ovario izquierdo (HClzq) o derecho (HCDer) en el dia del
diestro 1 o diestro 2.

B) Ratas adultas inyectadas con capsaicina (CAP) y hemicastradas en el dia
del diestro 1 (D1) o del diestro 2 (D2) del ovario izquierdo o derecho
(CAP+HC).

C) Ratas adultas inyectadas con vehiculo (VEH) y hemicastradas del ovario
izquierdo o derecho (VEH+HC) en el dia del D1 ¢ D2. |

Se continud. con la toma de frotis vaginales y después de tres ciclos
consecutivos de 4 dias de duracion los animales fueron sacrificados en el dia del

estro.

Objetivo 1. Analizar la participacion de la informacion sensorial en el

establecimiento de la hipertrofia ovarica compensadora (HOC) .

En comparacién con el grupo tratado con vehiculo y el grupo de animales
solo hemicastrados, los animales tratados con capsaicina y hemicastrados en el
dia del D1 o del D2 la denervacion farmacolégica no modificé el porcentaje de

HOC (Figura 18).
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Figura 16. Mediate.e.m. del porcentaje de hipertrofia ovarica compensadora de
ratas adultas hemicastradas (HC), tratadas con vehiculo (VEH+HC) o capsaicina
(CAP+HC) el dia del diestro 1 & diestro 2 y sacrificadas en el dia del estro.
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Objetivo 2. Analizar la participacion de la informacion sensorial sobre la
ovulacién compensadora (OC) .

En comparacién con el grupo de animales sélo hemicastrados, los animales
tratados con capsaicina el dia del diestro 1 y hemicastrados del ovario derecho
presentaron una disminucion del porcentaje de ovulacion compensadora del ovario
in situ. Cuando el ovario in situ fue el derecho no se observaron modificaciones en
la OC en comparacién con el grupo de animales s6lo hemicastrados (Figura 19).

En el grupo . tratado con capsaicina en el diestro 2 seguido de la
hemicastracibn no se observan cambios significativos en el porcentaje de
ovulacion compensadora al compararse con el grupo tratado con vehiculo y el

hemicastrado (Figura 19).
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Figura 19. Mediate.e.m. del porcentaje de ovulacion compensadora (OC) en
animales testigo, tratados con vehiculo (VEH+HC) & capsaicina (CAP+HC) en el
dia del diestro 1 6 2 y autopsiados en el dia del estro.
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La administracion de capsaicina en el dia del diestro 1 seguida de la

hemicastracion del ovario derecho (ovario izquierdo in sifu) resulté en una

disminucion del numero de ovocitos liberados al compararse con el grupo tratado

con vehiculo y con el ovario izquierdo in situ y con el grupo sin tratamiento y

hemicastrado del ovario derecho.

El nimero de ovocitos liberados no se modific6 en los animales tratados

con capsaicina o vehiculo en el diestro 1 seguida de la hemicastraciéon del ovario

izquierdo.

Cuando el tratamiento se realiz6 en el dia del diestro 2, no se observaron

cambios significativos en el nimero de ovocitos liberados (Tabla 13).

Tabla 13. Mediate.e.m. del nimero de ovocitos liberados en animales testigo,
tratados con vehiculo o capsaicina en el dia del diestro 1 6 2 y hemicastrados.

Tratamiento

Diestro 1

Diestro 2

Numero de ovocitos liberados

Numero de ovocitos liberados

Ovario in situ

Ovario in situ

DERECHO

GRUPO IZQUIERDO IZQUIERDO DERECHO
HC 10.3+0.5 10£0.6 10+£0.6 10£0.6
VEH + HC 0.8£0.5 8.7£0.5 9+0.3 93&0.;3
CAP +HC 6.5+0.3* 8.8+0.3 9.21+0.3 9.2+0.3

*p<0.05 vs. Grupo HC y VEH+HC. Kruskall-Wallis seguida de la prueba U de Mann-Whitney.
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Objetivo 3. Analizar la participacion de la informacién sensorial en la
secrecién de hormonas esteroideas en la rata adulta hemicastrada.

En el grupo de animales tratados con capsaicina en el dia del diestro 1 con-
el ovario izquierdo in situ se observd un incremento en las concentraciones séricas
de E;, al compararse con el grupo tratado con vehiculo y con el grupo de animales
hemicastrados (Figura 20).

No se presentaron cambios significativos en la secrecion de E; en el grupo
de animales tratados con capsaicina en el diestro 1, seguida de la hemicastracién
del ovario izquierdo (ovario derecho in situ).

En el grupo de animales tratados con capsaicina en 'eI dia del diestro 2 y
hemicastrados, no se observaron cambios en la secrecién de E, al compararse
con el grupo tratado con vehiculo o el hemicastrado (Figura 20).

La concentracion de progesterona no se modificé con ninglin tratamiento
(Figura 21).
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Figura 20. Mediate.e.m. de las concentraciones plasmaticas de esfradiol (pg/ml)
en ratas adultas testigo y tratadas con vehiculo (VEH+HC) o capsaicina (CAP+HC)
el dia del diestro 1 o diestro 2 y sacrificadas en el dia del estro.

DIESTRO 1
50 - * A

ESTRADIOL (pg/mi)

Ol in situ OD in situ

50 - DIESTRO 2

40

ESTRADIOL (pgiml)

OD in situ

01 ws, Grupo HC y VEH+HC Ol in gitu. ANDENVA seguida de |a prueba de Tukey.
ap=<0.001 vs. Grupo HC y VEH+HC OD In situ. ANDEWA seguida de la prueba de Tukey
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Figura 21. Mediate.e.m. de las concentraciones plasmaticas de progesterona
(ng/ml) en ratas adultas testigo y tratadas con vehiculo (VEH+HC) o capsaicina
(CAP+HC) el dia del diestro 1 o diestro 2 y sacrificadas en el dia del estro.
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Objetivo 4. Analizar la participacién de la inervaciéon sensorial en el peso de
los ovarios y del Gtero de ratas adultas ciclicas hemicastradas.

El tratamiento sistémico con el neurotoxico en el dia del diestro 1 seguido
de la hemicastracion del ovario derecho (ovario izquierdo in situ), resulté en una
disminucion en el peso del ovario in situ al compararse con el grupo tratado con
vehiculo (Tabla 14). En los animales tratados con capsaicina o vehiculo el mismo
dia del ciclo estral y hemicastrados del ovario izquierdo (ovario derecho in situ), el
peso del ovario in situ no se modificd al compararse con el grupo solo
hemicastrado.

El tratamiento con capsaicina o con el vehiculo en el dia del diestro 2 no
afecto el peso de los ovarios de los animales hemicastrados (Tabla 14).

En lo que se refiere al peso del Gtero el tratamiento con capsaicina en el
dia del diestro 1 seguido de la hemicastracion del ovario derecho (ovario izquierdo
in situ), resulté en una disminucién en dicho parametro al compararse con el grupo
tratado con vehiculo y con el grupo hemicastrado.

El tratamiento sistemico con capsaicina en el dia del diestro 2 seguido de la
hemicastracion no provocd cambios en el peso del Gtero (Tabla 15).
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Tabla 14. Mediate.e.m. del peso de los ovarios en ratas adultas testigo, tratadas
con vehiculo (VEH) o capsaicina (CAP) el dia del diestro 1 o diestro 2 y
sacrificadas en el dia del estro.

Tratamiento Diestro 1

Diestro 2

Peso de los ovarios (mg/100g de | Peso de los ovarios (mg/100 g

peso corporal) de peso corporal)

Ovario in situ Ovario in situ

GRUPO IZQUIERDO DERECHO | IZQUIERDO DERECHO
HC 17.41+0.2 18.4£1.7 17.4+1.2 - 18.441.7
VEH + HC 17.7£1.6 18.8+1.6 14.5+2.7 17.910.5
CAP + HC 14.6£1.1* 16.8+0.9 15.7+1.1 18.+2.1

*p<0.05 vs. Grupo HC y VEH+ HC ovario izquierdo in situ. ANDEVA seguida de la prueba de
Tukey.

Tabla 15. Mediate.e.m. del peso del utero en ratas adultas testigo, tratadas con
vehiculo (VEH) o capsaicina (CAP) el dia del diestro 1 o diestro 2 y sacrificadas en
el dia del estro.

Tratamiento

Diestro 1 Diestro 2

Peso del utero (mg/100g de peso | Peso del Utero (mg/100 g de

corporal) peso corporal)

Ovario in situ Ovario in situ

GRUPO IZQUIERDO DERECHO | IZQUIERDO DERECHO
HC 175124 .6 170.6+24.2 175+24.6 170.6+24.2
VEH + HC 205.4£19.6 166.5+14.7 143.1£29.2 164.1+£16.5
CAP + HC 117 .4+£15.6* 185.7£19.5 170+36.4 184.6+£18.7

*p<0.05 vs. Grupo HC y VEH+ HC ovario izquierdo in situ. ANDEVA seguida de la prueba de

Tukey.
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Discusién

Se ha mostrado en trabajos previos, que en la rata adulta, la participacion
de la informacién ovarica noradrenérgica en el establecimiento de la hipertrofia
ovarica compensadora depende del dia del ciclo estral en el que se realiza la
hemicastracion y la denervacién (Chavez y Dominguez, 1994); lo que stjgiere que
hay cambios significativos en los mecanismos neurales que modulan los efectos
de la inervacion ovarica sobre la funcion de la génada. Los resultados presentados
en este trabajo apoyan la idea de que la participacion de la inervacion en la
respuesta compensadora del ovario depende del dia del ciclo estral cuando se
realiza la denervacioén y la hemicastracion. De tal manera podemos sugerir que la
‘informacién sensorial que sale del ovario participa en el establecimiento de los
mecanismos que regulan las funciones del ovario y que dicha participacién

depende del ambiente neuroendocrino del animal.

El tratamiento con capsaicina resulta en cambios en el establecimiento de la
~ ovulacion compensadora, y estas diferencias dependen del dia del ciclo estral
cuando se lleva a cabo la denervacion sensorial asi como del ovario extirpado.
Trabajos previos han descrito diferencias en el.e'stablecimiento de la ovulacion
compensadora en distintas especies como la mujer (Potashnik y col., 1987), la
cerda (Hunter y col., 1985) y la mona (Morse y Van Wagenen, 1936). En la rata,
estas diferencias estan relacionadas con el nimero de ovocitos liberados por el
ovario derecho y el ovario izquierdo, y tales diferencias estan relacionadas con la

inervacion ovarica (Chavez y Dominguez, 1994; Morales y col., 1998), asi como
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también con la edad del animal en la que se lleva a cabo la hemicastracion

(Morales y col., 1993).

Chavez y colaboradores (1987) mostraron que la ovulacién compensadora
en ratas adultas hemicastradas del ovario izquierdo o derecho con seccidn
unilateral o bilateral del nervio vago y sacrificadas el dia del estro fue normal al
compararse con el grupo control. Sin embargo; estos animales mostraron una
disminuciéon en el establecimiento de la hipertrofia compensadora del ovario.
Nuestros resultados indican que el tratamiento con capsaicina en el diestro no
afecta el establecimiento de la hipertrofia compensadora del ovario
independientemente del ovario extirpado. Sin embargo, observamos que el
tratamiento con capsaicina resulta en una disminucién sfgnificativa en el
establecimiento de la owvulacion compensadora del ovario. Las diferencias
observadas entre los trabajos de Chavez y colaboradores y los nuestros puede
deberse al tipo de tratamiento que se utilizd, denervacion quirargica versus
~denervacion farmacolégica, asi como al dia en el que se llevé a cabo la
hemicastracion y la denervacién. Con la vagotomia se afecta a todos los tipos de
fibras que transcurren por el nervio, en cambio la denervacion con capsaicina_
afecta principalmente a las fibras aferentes no mielinizadas, y en menor grado a
las mielinizadas del tipo A.

Por otro lado, Moran y colaboradores (2003) mostraron que Ila
hemicastracion en animales tratados con capsaicina al nacimiento resulta en un
incremento en el porcentaje de la ovulacion compensadora por el ovario derecho;

y al contrario, la ovulacién compensadora disminuye cuando el ovario in situ es el
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izquierdo, aunado a ésto, no se observaron diferencias en la hipertrofia

compensadora del ovario.

Nuestros resultados junto con los ya reportados previamente, nos permiten
sugerir que existe informacion diferente que sale del ovario derecho y del izquierdo
hacia el sistema nervioso central; Es posible que, en el animal hemicastrado los
sistemas neuroendocrinos que controlan el crecimiento y la ovulacién
compensadora del ovario estén organizados de manera diferente dependiendo de
si la informacioén neural proviene del ovario izquierdo o del derecho, y de su

llegada al lado izquierdo o derecho del hipotalamo.

Moran y colaboradores (2003) mostraron que en la rata, el tratamiento con
capsaicina y la hemicastraciéon a los 20 dias de edad, resultd en una disminucion
significativa en la concentracion sérica de progesterona en el grupo de animales
con el ovario derecho in situ. Por otro lado, este mismo grupo de animales
presentd un incremento en las concentraciones plasmaticas de estfadiol. Nuestros
resultados muestran un incremento en las concentraciones plasmaticas de
estradiol cuando los animales son tratados con capsaicina en el dia del diestro 1y
hemicastrados del ovario derecho (ovario izquierdo in situ). Una posible
explicacién sobre los cambios en las concentraciones plasmaticas de estradiol por
parte del animal hemicastrado y denervado con capsaicina es el hecho dé que el
neurotéxico altera los nervios sensoriales que contienen a la SP, VIP y al CGRP
como neurotransmisores (Dees y col., 1986; Ojeda y col., 1985; Papka y col.,

1985; Calka y col., 1988; Klein y Burden, 1988a; McNeill y Burden, 1987). Estos
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péptidos juegan un papel importante en la comunicacidon entre neuronas
sensoriales primarias y otras células neurales y no-neurales, y existen evidencias
de que estos péptidos estimulan la secrecién de esteroides in vitro ((Davoren y

Hsueh, 1985; Leung y Steele, 1992; Pitzel y col., 1991; George y Ojeda, 1987).

No podemos descartar el hecho de que el incremento en las
concentraciones plasmaticas de estradiol puede deberse a un incremento en el
contenido de noradrenalina ovarica. En este experimento no medimos las
concentraciones ovaricas de noradrenalina, pero en resultados previos hemos
mostrado que en la rata adulta la administracion intrabursal de capsaicina en el dia
del D1 resulta en un incremento en las concentraciones de NA ovarica (Tr.ujill'o y
col., 2003). Se sabe, que en la rata adulta, la descarga noradrenérgica estimula la
secrecion de estradiol (Aguado y Ojeda, 1984). Es probable también, que el
incremento en estradiol se deba a cambios de la actividad de la enzima P450

aromatasa involucrada en la biosintesis de estradiol.

Basados en nuestros resultados, y los disponibles en la literatura,
proponemos que el tratamiento con capsaicina afecta la respuesta compensadora
del ovario y la secrecion de estradiol via el sistema sensorial-simpatico. Se ha
propuesto que la via sensorial obtiene informacién sobre las funciones del ovario a
través de receptores localizados alrededor de los foliculos (Dominguez y col.,
1989). Dicha informaciéon es llevada hacia centros extrahipotalamicos e
hipotalamicos, el hipotalamo participaria estimulando o inhibiendo dichos
mecanismos por medio de la liberacion de las gonadotropinas por parte de la

hipéfisis o bien, por medio de la accibn de los neurotransmisores,
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predominantemente noradrenalina, liberados por las terminales sirmpaticas
localizadas en la génada; por lo que podria suponerse que la informacién
sensorial forme parte del circuito neuroendocrino que modula las funciones del
ovario de la rata adulta (Dominguez y col.,, 1989; Gerendai y col., 2000;
Dominguez y Riboni, 1971; Burden, 1978; Moran y col., 2000). De tal manera que
en la rata ad_ulta hemicastrada, tanto la informacion aferente como eferente del
ovario participaria en la respuesta compensadora del ovario y en la secrecién de
hormonas. Ademas, los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan el
concepto de la respuesta asimétrica de los ovarios a la denervacion y que la

participacién de la informacién sensorial varia a lo largo del ciclo estral.
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MODELO PROPUESTO PARA EXPLICAR LA PARTICIPACION DE LA
INERVACION EXTRINSECA DEL OVARIO SOBRE LAS FUNCIONES DE LA
GONADA (Figura 22).

SENAL AFERENTE.

Se muestran las vias por las que la inervacion sensorial llega al
mesenceéfalo. El soma de las fibras sensoriales que provienen del ovario se
encuentra localizado en el ganglio de la raiz dorsal y de ahi envia sus
proyecciones hacia el nucleo del tracto solitario, que es un regulador de las
aferencias y eferencias autébnomas de los 6rganos viscerales. Este centro
podria actuar como un regulador enviando respuestas hacia el 6érgano de
donde proviene la sefal sensorial y por otra parte serviria también como un
integrador de la sefial auténoma por medio de la participacién de centros
hipotalamicos y extrahipotalamicos.

SENAL EFERENTE.

Las senales eferentes serian llevadas por las fibras simpaticas y
parasimpaticos del sistema nervioso auténomo. Las eferencias salen del nacleo
paraventricular y lateral del hipotalamo, el nucleo parabraquial, el nucleo del
tracto solitario y de ciertos grupos neuronales localizados en las regiones A5-
A7 del tallo cerebral.

Basados en estos resultados y los disponibles en la literatura, es posible
proponer que el tratamiento con capsaicina afecta la respuesta del ovario y la
secrecion de hormonas gonadales via un sistema sensorial-simpatico. De tal
manera que en la rata adulta, tanto la informacién aferente como eferente del
ovario participaria en la respuesta del ovario y en la secrecién de hormonas.
Ademas, los resultados apoyan el concepto de la respuesta asimétrica de los
ovarios a la denervacién y que la participacién de la informacion sensorial varia
a lo largo del ciclo estral.
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Fig. 22. Modelo propuesto para explicar la participacion de la inervacion
extrinseca del ovario sobre las funciones de la gonada.
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CONCLUSIONES

Existe una relaciéon funcional entre la inervacion sensorial del tracto

reproductivo de la rata adulta y el contenido de noradrenalina ovarica.

La informacién sensorial participa en la regulacién de las funciones del
ovario y dicha participacién varia a lo largo del ciclo estral, via un posible

sistema sensorial-simpatico.
La informacién sensorial proveniente del ovario participa de manera
inhibitoria en la secrecién de estradiol, progesterona y testosterona durante el

diestro.

La informacién sensorial del ovario durante el diestro, tiene un papel

estimulante en los mecanismos que regulan la ovulacion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio apoyan el concepto de

la respuesta asimétrica de los ovarios a la denervacién

En la rata adulta hemicastrada la informacién sensorial participa

regulando la respuesta compensadora del ovario.
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PERSPECTIVAS

Analizar si el incremento en la secrecion de estradiol y progesterona esta
relacionada con cambios en la expresion del nimero de receptores p-adrenérgicos

a nivel del ovario.

Analizar si el incremento en la secreciéon de estradiol y progesterona esta
relacionada con cambios en la expresion y actividad de los sistemas enzimaticos
involucrados en la biosintesis de estas hormonas (3p-hidroxiesteroide

deshidrogenasa o la P450 scc y P450 aromatasa).

Analizar los cambios en la secrecién de gonadotropinas ante el tratamiento

con capsaicina a lo largo del ciclo estral.

Analizar si el tratamiento con capsaicina altera la aparicién de receptores a

gonadotropinas.

Analizar si la informacion sensorial modula la accién de factores

neurotréficos como el Factor de Crecimiento Neural (NGF).
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Effects of Capsaicin Treatment on the Regulation of Ovarian
Compensatory Hypertrophy and Compensatory Ovulation
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The present study investigates the effects of functional
sensorial denervation, induced by administering cap-
saicin to hemiovariectomized adult female rats in each
day of the estrus cycle, on ovulation and serum concen-
trations of estrogen and progesterone. The results indi-
cate that the establishment of compensatory ovarian
hypertrophy (COH) and compensatory ovulation (CO)
depends on both the day of the estrous cycle when sen-
sorial denervation was performed and on which ovary
was extirpated. These results support the now accepted
notion that the response of the ovaries to denervation
is asymmetrical. The results seem to suggest that this
asymmetric response is mediated by some specific neu-
ral information that is registered in the ovary and sent
to the CNS, that such information plays a role modulat-
ing the reactivity of the ovarian compartments to gon-
adotropins, and that the frequency of this signal varies
along the estrus cycle.

Key Words: Hemiovariectomy; steroid secretion; ova-
rian compensatory hypertrophy; neuroendocrinology.

Introduction

Hemiovariectomy is, by now, an experimental paradigm
widely used by researchers studying neural connections
between the ovaries and the central nervous system (CNS).
The effects of hemiovariectomy in mammals can be ana-
lyzed in terms of compensatory hypertrophy by the in situ
ovary, enhanced follicular activity, and an increase in both
the number of ova shed and the number of corpora lutea (7).
The mechanisms involved in compensatory ovarian hyper-
trophy (COH) and compensatory ovulation (CO) in hemi-
ovariectomized rats have been analyzed through changes
in the secretion rates of gonadotropins, by the pituitary, and
of steroids, by the ovaries (7). There is evidence, however,
that a direct neural mechanism is involved in modulating
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COH and CO (2-6). Such modulation is achieved by at least
two distinct neural pathways: the parasympathic (vagus nerve)
and sympathetic (the superior ovarian nerve and ovarian
plexus) systems (3,4,7).

According to Chavezetal. (3), bilateral abdominal vago-
tomy to right hemiovariectomized rat reduces COH, while
sectioning the left vagus nerve induces different effects that
vary according to the ovary remaining in situ. In right hemi-
ovariectomized rats (left ovary in situ) ovulation rates, COH
and the number of ova shed by ovulating animals increased
after left-side vagotomy, while the same procedure to left
hemiovariectomized rats (right ovary in situ) induces a de-
crease in all parameters evaluated.

In the adult rat, the participation of the ovary’s noradre-
nergic innervation in COH depends on the day of the estrous
cycle when hemiovariectomy and denervation are performed
(4). In the pre-pubertal rat, the participation of the inner-
vation depends on the age of the rat at which surgery is
performed (6).

Several studies indicate that the information pathways con-
necting the CNS and the ovaries involve sensory innervation,
and that from the ovary to the CNS, this information is car-
ried by the vagus nerve (8,9) and the ovarian plexus (10,11).

The sensory nerves innervating the ovary contain various
neurotransmitters, such as substance P (SP) (12-14), vaso-
intestinal peptide (VIP), and calcitonin gene-related pep-
tide (CGRP) (11,15,16). The sensory fibbers innervating the
ovary are classified as unmyelinated or C-type primary affer-
ent nerves. In the rat, the sensory fibbers are permanently
destroyed by treatment with the neurotoxin capsaicin (17).

According to Nance et al. (/8), intrathecal capsaicin treat-
ment had no effect on the estrous cycle, COH, or female
sexual behavior of treated rats. However, these researchers
found that capsaicin-treated animals showed a dramatic
reduction in their fertility rates, which was found to be due
to the reduced capacity of the vaginal-cervical stimulation
to produce the decidual response.

Morén et al. (/9) found that injecting capsaicin to pre-
pubertal rats results in a decrease in the number of ova shed
at first estrus. No differences in the levels of estradiol and
progesterone between control and treated animals were ob-
served. When hemiovariectomy was performed to 28-d-old
rats, the group of pre-pubertal rats treated with capsaicin at
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Fig. 1. Percentage (mean = SEM) of ovarian compensatory hypertrophy (COH) by left or right ovary, in animals treated with vehicle
(VEH) or capsaicin (CAP), in estrus (E), diestrus 1 (D1), diestrus 2 (D2), or proestrus (P). The animals were sacrificed the day of estrus,
after presenting three consecutive 4-day cycles. *p < 0.05 vs VEH+HC Right ovary in situ (chi square test).

birth showed significantly higher COH by the left ovary
than vehicle-treated animals did. Capsaicin treatment did
not modify progesterone serum levels to animals with the
right ovary in situ, but were significantly lower when the
right ovary was extirpated.

The aim of the present study was to evaluate the partici-
pation of the sensorial ovarian innervation, in hemiovari-
ectomized adult female rats, on regulating COH, CO, and
the concentrations of estradiol and progesterone in serum.
The evaluation was based on the effects of capsaicin treat-
ment to adult rats. According to Trujillo et al. (20), the ef-
fects of capsaicin treatment vary according to the day of the
estrous cycle when the drug is injected. Consequently, we
analyzed the hypothesis that neuroendocrine conditions
regulating ovarian responses to hemiovariectomy vary
along the estrous cycle, and that sensory denervation modi-
fies the reactivity of the ovary in situ, depending also on the
day of the estrous cycle when denervation is performed.

Results

Percentage of the Compensatory Ovarian Hypertrophy (COH)

In rats with the left ovary in situ, the COH was similar
between control (vehicle-injected) animals and denervated
(capsaicin-treated) groups injected with capsaicin, regard-
less of the day of treatment (estrus, diestrus 1, diestrus 2, or
proestrus).

When the right ovary was in situ, the COH of rats treated
with capsaicin on estrus or proestrus was lower than in rats
injected with vehicle solution. Such differences, between
the denervated and control rats, were not observed when
capsaicin was injected on diestrus 1 or diestrus 2 (Fig. 1).

Number of Ova Shed and Percentage
of Compensatory Ovulation (CO)

When left or right hemiovariectomy was performed on
adult rats injected with capsaicin on diestrus 2 or proestrus,
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Fig. 2. Percentage (mean + SEM) of compensatory ovulation (CO) by left or right ovary, in animals treated with vehicle (VEH) or
capsaicin (CAP), in estrus (E), diestrus 1 (D1), diestrus 2 (D2), or proestrus (P). The animals were sacrificed the day of estrus, after
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in situ (chi square test).

CO (Fig. 2) and the number of ova shed were similar to vehi-
cle-treated rats (Table 1).

However, when the left ovary was in situ, the CO of rats
treated with capsaicin in diestrus 1 or estrus was signifi-
cantly lower than in vehicle-treated animals. Treatment with
capsaicin on the day of estrus, followed by left or right hemi-
ovariectomy, resulted in a significantly lower CO than that
of vehicle-treated animals (Fig. 2).

Estradiol and Progesterone Serum Levels

The results of the estradiol and progesterone serum levels
in the different experimental groups are shown on Figs. 3
and 4.

1. Rats with the left ovary in situ. Compared to vehicle-treated
animals, estradiol serum levels were significantly higher
in rats treated with capsaicin at diestrus 1. No significant
differences, between vehicle and capsaicin-treated rats in

diestrus 2, proestrus, or estrus were observed in estradiol
serum levels (Fig. 3). No significant differences in proges-
terone serum levels were observed either (Fig. 4).

2. Rats with the right ovary in siru. Compared to vehicle-
treated animals, estradiol serum levels were significantly
higher in rats treated with capsaicin at estrus. No signifi-
cant differences in estradiol serum levels were observed
between vehicle and capsaicin-treated rats in diestrus 1, 2,
or proestrus (Fig. 3). Rats treated with capsaicin in pro-
estrus had significantly higher levels of progesterone than
the vehicle-treated group. Such differences in progester-
one serum levels were not observed when treatments were
done on diestrus 1, diestrus 2, or estrus (Fig. 4).

Histological Observation

The histological analysis of the corpora lutea of hemi-
ovariectomized adult rats injected with vehicle on diestrus
1 day showed healthy cells, with large nuclei, and numerous
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Table 1

Mean + SEM of Number of Ova Shed
by the Left or Right Ovary, in Animals Treated with Vehicle (VEH)

or Capsaicin (CAP), in Diestrus 1 (D1), Diestrus 2 (D2), Proestrus (P) or Estrus (E)?

Group Ovary in situ Ova shed Ovary in situ Ova shed
Treated in E
VEH+HC Left 6.1 +1.04 Right 6.3+1.85
CAP+HC Left 46+ 1* Right 4.3 1 ].24%x*
Treated in D1
VEH+HC Left 6.8 £0.5 Right 6.7+ 0.5
CAP+HC Left 4.5+ 0.3* Right 48 +(.3%*
Treated in D2
VEH+HC Left 6+0.3 Right 6+0.3
CAP+HC Left 6203 Right 6203
Treated in P
VEH+HC Left 6.3+0.7 Right 606
CAP+HC Left 6.5+0.6 Right 6.3+0.6

*p < 0.05 vs VEH+HC Left ovary in situ. Kruskal-Wallis test followed by Mann-Whitney

U test.

**p < 0.05 vs VEH+HC Right ovary in situ. Chi square test. Kruskal-Wallis test followed
by Mann—Whitney U test.
“The animals were sacrificed the day of estrus, after presenting three consecutive 4-d cycles.
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Fig. 4. Serum concentration (mean + SEM) of progesterone (ng/mL) in animals treated with vehicle (VEH) or capsaicin (CAP), in estrus
(E), diestrus 1 (D1), diestrus 2 (D2), or proestrus (P) and hemiovariectomy (HC) of the right or left ovary. The animals were sacrificed the
day of estrus, after presenting three consecutive 4-d cycles. *p < 0.01 vs VEH+HC Right ovary in situ. ANOVA followed by Tukey’s test.

well-vascularized mitotic cells [fresh corpora lutea (21)].
The corpora lutea of denervated animals had larger cytoplas-
mic vacuoles, and showed a drop in the number of capillar-
ies and an increase in dense connective tissue [old corpora
lutea (21)].

Compared to the vehicle-treated group, animals treated
with capsaicin in diestrus 1 and hemiovariectomized in dies-
trus 1 showed a drop in the number the follicles present in
the ovary. The follicles present in the ovaries of animals
denervated on diestrus 1 showed the presence of pyknosis
in the granulosa cell, granulosa cells in the follicular fluid,
and hypertrophy of the theca cells.

Discussion

The present results suggest that the sensorial innerva-
tion of the ovary participates in ovarian reactivity to neu-
roendocrine regulating mechanisms, both in intact animals
(20) and when one of the ovaries is extirpated. In both, the
participation of the sensorial innervation varies along the
estrus cycle.

According to Nance et al. (18), injecting capsaicin intra-
thecal to hemiovariectomized adult rats had no apparent
effect on COH. The differences in COH changes between
Nance et al. and present results could be related to which
ovary was removed [it was not specified by Nance et al. (18)],

Fig. 3. (Opposite page) Serum concentration (mean = SEM) of estradiol (pg/mL) in animals treated with vehicle (VEH) or capsaicin
(CAP), in estrus (E), diestrus 1 (D1), diestrus 2 (D2), or proestrus (P) and hemiovariectomy (HC) of the right or left ovary. The animals
were sacrificed the day of estrus, after presenting three consecutive 4-d cycles. *p < 0.0t vs VEH+HC Right ovary in situ. ANOVA
followed by Tukey’s test. **p < 0.05 vs VEH+HC Left ovary in situ. ANOVA followed by Tukey’s test.
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the day of the estrous cycle when surgery was performed,
and the via used to inject the drug (intrathecal and subcu-
taneous).

Several studies propose that the sensorial innervation of
the ovary obtains information on ovarian functions through
receptors localized around the follicles; that this informa-
tion is conveyed to the hypothalamic and extra-hypothala-
mic centers by neural pathways, and that the afferent ovarian
innervation is involved in regulating the response of the
ovarian follicle to gonadotropins (9,22-24). In addition,
Gerendai et al. (9) found that the neural routes by which sen-
sory signals arising from the ovaries reach the hypothala-
mus include the vagi nerves. -

In the adult rat, the participation of the noradrenergic
ovary innervation in COH depends on the day of the estrus
cycle when hemiovariectomy and denervation are performed
(4), suggesting that there are significant changes in the neu-
ral mechanisms regulating the modulatory effects made by
the ovarian innervation on the performance of the gonad.
Present results agree with such idea.

Differences in CO and COH, between the right and left
ovaries, have been described in humans (25), pigs (26), and
monkeys (27). In the rat, these differences are associated
with the number of ova shed by the right and left ovaries,
and such differences are related to ovarian innervation (4,
28), and the age of the animal when hemiovariectomy is per-
formed (6). Present results support the idea that the ovarian
sensorial innervation participates in modulating CO and
COH.

Capsaicin treatment resulted in changes in CO and COH,
and, as with estradiol and progesterone serum concentra-
tions, the changes in CO and COH depend of the day of the
estrous cycle when treatment was performed. Chavez et al.
(3) showed that the CO in right or left unilaterally ovariec-
tomized rats, with unilateral or bilateral section of the vagus
nerve, was normal when compared to the control group;
however, these animals showed lower COH.

Morén et al. (19) showed that when hemiovariectomy
was performed in newborn capsaicin-treated animals, the
CO by the right ovary was significantly higher than in vehi-
cle-injected animals. When the left ovary was left in situ,
CO from the ir situ ovary was significantly lower than in
vehicle-injected animals. COH was similar in vehicle-treated
and hemiovariectomy capsaicin-treated animals.

Our results and those presented by Moran et al. (19), sug-
gest that the left and right ovaries provide different infor-
mation to the central nervous system. It is possible that
in unilaterally ovariectomized animals, the neuroendocrine
systems controlling ovarian compensatory growth and
ovulation are organized differently, depending on whether
the neural information arises from the left or right ovary
and arrives at the left or right hypothalamus.

There is no direct evidence showing that the sensorial
innervation participates in regulating steroid biosynthetic
pathways in vivo. However, Morén et al. (19) showed that,

compared with vehicle-treated rats, capsaicin-treated rats
hemiovariectomized at 20 d of age showed significantly lower
progesterone serum levels when the right ovary was left in
situ, also that the ability of the right and left ovary to secrete
estradiol is different.

In capsaicin-treated animals we observed an increment
in serum estrogen concentration, an increment that could
result from the increased content of norepinephrine in the
ovaries of these animals. In this study we did not measure
ovarian norepinephrine concentration, but results from of
our laboratory show that in the adult rat capsaicin administra-
tion into the bursa resulted in an increase in ovarian norepi-
nephrine content when the treatment was in diestrus 1 (dies-
trus 1: 6.1 £ 1.1 vs 1.9+ 0.3 p <0.05) (20). Thus, the increase
in estradiol serum concentration in denervated female rats
may result from the plausible increment in norepinephrine.
There is evidence that norepinephrine has a stimulatory
effect on the estrogen secretion by the ovaries (28-30).

The results presented herein suggest that in hemiovar-
iectomized adult rats the sensory innervation participates
in the steroid biosynthetic pathways in vivo, by inhibiting
the modulation of estradiol and progesterone secretion, and
that such participation is different for each ovary and varies
along the estrous cycle. There is evidence that capsaicin alters
the sensory nerves containing SP, VIP, and CGRP (11-16).
These peptides play a role in the communication between
primary sensory neurons and other neuronal and nonneu-
ronal cells. Thus, it is possible that capsaicin treatment’s
effect on progesterone and estradiol serum levels reflect the
effects on the secretion of other peptides. Based on the pres-
ent results, and those available in the primary literature, we
propose that capsaicin treatment affects estradiol and pro-
gesterone secretion via the sensory—sympathetic reflex.

The different ovarian response to hemiovariectomy be-
tween pre-pubertal and adult animals could be related to nor-
epinephrine concentration at the day of estrus between rats
sacrificed at the day of first vaginal estrus (4) and adult rats
sacrificed at the day of estrus (0.67 £ 0.06 vs 1.9 £0.3) (20).

Finally, the results presented herein support the concept
of asymmetry in the response of the ovaries to denervation.
These differences can be explained by the different infor-
mation conveyed by the left and right ovaries to the CNS.
Once in the CNS, such information participates in regulat-
ing the gonadotropin-secretion mechanism. Neuronal sig-
nals carried by the sympathetic innervation, projecting to the
right and left ovaries, modulate the reactivity of the ovarian
compartments to gonadotropins, and as shown, its partici-
pation varies along the estrus cycle.

Materials and Methods

All experiments were carried out in strict accordance
with the Guide for Care and Use of Laboratory Animals at the
National Academy of Science. The protocols were approved
by the FES Zaragoza.
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Table 2
Schematic Representation
of the Distribution of the Animals in the Experiments

Hemiovariectomy  Hemiovariectomy
Treatments left ovary in situ right ovary in situ
D1 12 VEH D1 6 D1 6
D2 12 VEH D2 6 D2 6
P 12 VEH P 6 P 6
E 12 VEH E 6 E 6
D1 12 CAP D1 6 D1 6
D2 12 CAP D2 6 D2 6
P 12 CAP P 6 P 6
E 12 CAP E 6 E 6

Animals and Treatment

Adult female rats from the CIIZ-V strain (230-260 g)
that had shown at least three regular estrous cycles moni-
tored by cytological examination of daily vaginal smears,
were used in this study. All animals were housed in an arti-
ficial light—dark cycle (lights on 05.00 to 19.00 h) with
access to food and water ad libitum. All the treatments were
performed between 09.00 and 11.00 h. Capsaicin (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) was dissolved in 10%
ethanol, 10% Tween 80, and 80% saline solution.

Five microliters of vehicle, or 50 mg/kg, of capsaicin was
injected subcutaneously to rats in diestrus 1, diestrus 2, pro-
estrus, or estrus.

In Table 2 we include a schematic representation of the
distribution of animals per treatment.

After presenting three consecutive 4-d cycles, the rats
were anesthetized with ether, laparotomized, and either the
right of left ovary was extirpated on the same day of the
estrous cycle when they were treated with vehicle or capsai-
cin. The extirpated ovary was immediately weighed in a pre-
cision balance. After hemiovariectomy, the estrous cycle
was monitored by daily smears. After presenting three con-
secutive 4-d cycles, the animals were sacrificed on the mom-
ing of the day of estrus.

Autopsy Procedure

Animals were killed by decapitation. The blood of the
trunk was collected, allowed to clot at 4°C, and centrifuged
at 970.6g. The serum was stored at —20°C, until estradiol
and progesterone were measured by specific radioimmuno-
assay (RIA), with kits purchased from Diagnostic Products
(Los Angeles, CA, USA). The intra-and interassay coeffi-
cients of variation were 2.1% and 5.6% for progesterone,
and 6.0% and 7.1% for estradiol, respectively. At autopsy,
the oviducts were dissected and the number of ova counted
with the aid of a dissecting microscope. The remaining
ovary was dissected and weighed in a precision balance.

Compensatory ovulation (CO) and ovarian compensatory
hypertrophy (COH) were calculated as previously described

by Chdvez et al. (3), and Cruz et al. (31). In brief, CO =
[(number of ova shed by the in situ ovary — number of ova
shed by the control)/number of ova shed by the control] x
100; and COH = [(weight of the ovary in situ— weight of the
extirpated ovary)/ weight of the extirpated ovary] x 100.

Histological Analysis

For histological analysis, ovaries were fixed in Bouin’s
solution, embedded in paraffin wax, serially sectioned at a
thickness of 10 pm, and stained with hematoxylin—eosin. All
sections from three randomly chosen ovaries of rats treated
with capsaicin in D1 day were examined microscopically.
For comparison purposes, three ovaries from the vehicle-
injected group were also examined. Follicles were identified
as healthy or atretic. Follicles having one of the following
characteristics were considered atretic: the presence of pyk-
nosis in the granulosa cell, granulosa cells present in the
follicular fluid, or hypertrophy of the theca cells.

Statistical Analyses

Data on the number of ova shed were analyzed by Krus-
kal-Wallis test, followed by Mann—Whitney U test. Data
on the estradiol and progesterone concentrations in serum
were analyzed using variance analysis (ANOVA), followed
by Tukey’s test. When two means were compared, a Stu-
dent’s “r” test was used. The percentage of CO and COH
were analyzed by chi square test. A probability of less than
5% was considered significant.
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