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RESUMEN

Ha sido mostrado por varios autores el papel estimulatorio de la inervacion simpéatica
sobre las funciones ovaricas. Sin embargo es poca la informaciéon con que se cuenta
acerca de la participacion de la inervacion sensorial en estos procesos. En el presente
estudio, analizamos si en la rata puUber existe una relacién funcional entre ambos tipos de
innervacion en la regulacion del inicio de la pubertad, la ovulacion espontanea y la
respuesta esteroidogénica del ovario.

Para ello utilizamos como modelo experimental a la rata con denervacién sensorial
al nacimiento, inducida por la administracion de capsaicina, sometida a la seccién del
nervio ovarico superior (unilateral o bilateral) al final de la etapa infantil o juvenil y
sacrificada al primer estro vaginal.

Los resultados obtenidos muestran que la denervacion sensorial o la simpatica no
modifican el inicio de la pubertad. En cambio en la rata con denervacion sensorial y
seccion del nervio ovarico superior izquierdo o de ambos nervios, realizada a los 20 dias
de edad, se observ6 un retrasé en la edad de la canalizacién vaginal. Cuando la seccion
del nervio ovarico se realizé en el animal de 28 dias de edad no se observaron cambios
en la edad de inicio de la pubertad.

En las hembras que fueron sometidas a la seccion unilateral del nervio ovéarico
superior, se observo un efecto compensador en el nimero de ovocitos liberados por parte
del ovario que conserva intacta su inervacion. La respuesta compensadora dependi6 de la
integridad de la inervacién sensorial, ya que ésta no se presenta cuando se destruyen las
fibras sensoriales desde el nacimiento.

La seccién bilateral del nervio ovéarico superior realizada a los 20 dias de edad
resultd en una menor concentracion sérica de progesterona, comparada con el grupo con
operacién simulada (3.2+0.4 vs. 5.4+0.9, p<0.05). Este efecto no se observd cuando la
seccion del nervio ovarico superior se realiza en ratas de 28 dias de edad. La
concentracion de progesterona no se modificé cuando los animales fueron tratados con
capsaicina al nacimiento.

La seccion del nervio ovarico izquierdo a los 28 dias de edad resultd en una
disminucién de la concentracion sérica de estradiol, respecto al grupo con operacion
simulada (6.7£1.5 vs. 22.8+4.5, p<0.05). Esta disminucion desaparece cuando los
animales fueron tratados previamente con la capsaicina. En las ratas de 20 dias de edad,

la seccion bilateral del nervio ovarico resultdé en una disminucion significativa en la



concentracion sérica de estradiol, respecto al grupo con operacién simulada (6.7+0.5 vs.
12.0+1.7, p<0.05). Esta disminucién permanecié aun cuando se eliminaron las fibras
sensoriales al nacimiento.

Cuando la seccion bilateral se realiz6é a los 20 dias de edad, la concentracion de
progesterona y estradiol fue significativamente menor que el grupo testigo. Este
efecto desaparecio en las hembras con denervacion sensorial.

La eliminacion de las fibras simpaticas no modificé la concentraciéon sérica de las
gonadotropinas. En la hembra sometida a la denervacién sensorial al nacimiento, la
seccion bilateral del nervio ovarico a los 20 dias de edad, disminuy6 la concentracion de
la LH (1.0£0.1 vs. 2.2+0.5, p<0.05).

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, proponemos que el principal
componente en la modulacién de la funcion ovérica es la informacién que transportan las
fibras simpéticas y apoyamos nuestra hipotesis de que a nivel del ovario, existe una
relaciéon bidireccional entre la informacion que transcurre por las fibras simpaticas y las
sensoriales, éstas Ultimas sensibles a la capsaicina. Donde ademas, la participacion de la

inervacion depende de la edad del animal en estudio.



I. PUBERTAD EN LA RATA

La pubertad es considerada como una fase de transicién de inmadurez hacia la
etapa adulta y es en este momento cuando se producen los primeros gametos maduros y
se inicia la actividad reproductiva (Ojeda y Urbanski, 1994).

El inicio de la pubertad implica una serie de cambios neuroendocrinos a nivel del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada, que van a culminar con la maduracién sexual y el inicio de la
capacidad reproductiva. En la rata hembra, el indicio externo de que la pubertad ha
iniciado es la apertura vaginal, como resultado de la estimulacion estrogénica. La apertura
de la vagina ocurre entre los dias 35 a 40 de vida, un dia después de que se presenta la
elevacion brusca en las concentraciones plasmaticas de las gonadotropinas, a este
aumento se le conoce como el primer “pico” preovulatorio de gonadotropinas. Ademas de
los cambios anatdmicos, se presentan una serie de variaciones a nivel hormonal, que van
a facilitar la canalizacion de la vagina y el establecimiento de los ciclos estrales.
Normalmente, el primer frotis vaginal presenta células cornificadas, caracteristicas de la
etapa del estro (Ojeda y Urbanski, 1994), aunque en algunas cepas de rata, el primer frotis
corresponde a un diestro y es alrededor de las 48 horas posteriores que se presenta el
estro vaginal y la primera ovulacién (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

Las etapas previas a la pubertad estan caracterizadas por cambios neuroenddcrinos,
ademas de un rapido aumento de peso y talla corporal. Con base en parametros
morfofisiolégicos del eje hipotalamo-hipdfisis-génadas, Ojeda y col. (1980) proponen
clasificar este periodo en cuatro fases o etapas:

Etapa neonatal: Se extiende desde el nacimiento hasta el séptimo dia de vida. En la
rata se da la diferenciacion sexual del encéfalo durante el nacimiento, inducida por la
presencia o ausencia de testosterona testicular. En esta etapa ocurre en el ovario el inicio
de la foliculogénesis, el cual es independiente de las gonadotropinas, debido a que los
primeros foliculos primordiales que pueden observase 24 horas después del nacimiento,
no presentan receptores a la hormona estimulante del foliculo (FSH) o a la hormona
luteinizante (LH) sino hasta el dia cuatro o cinco de vida de la rata (Malamed y col., 1992).

Poco después del nacimiento, las concentraciones plasmaticas de FSH comienzan a
incrementarse, y llegan a sus concentraciones maximas hacia el dia 12 de vida, para
posteriormente disminuir hacia el final de la etapa juvenil. En cuanto a la LH, también se
observa un incremento en esta etapa, pero menos evidente que para la FSH (Ojeda y
Urbanski, 1994).



En el quinto dia de vida la sintesis de estradiol, a partir de testosterona, es
estimulada por la FSH. En el torrente sanguineo se encuentra en grandes cantidades la a-
feto proteina, la cual se une a los estrégenos, por o que no puede establecerse aun el
efecto inhibitorio para regular la secrecion de gonadotropinas (Raynau, 1973, en Becu-
Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). Al finalizar la etapa infantil el ovario es capaz de
responder a las gonadotropinas circulantes y por ende se da una mayor actividad
esteroidogénica. Las concentraciones de FSH aumentan y las de la LH se mantienen
bajas (Ojeda y Urbanski, 1994).

Etapa infantil: Se presenta del dia 8 al 21 de vida. Las concentraciones plasmaticas
de FSH que se observan durante esta etapa son decisivas para el reclutamiento y
estimulacion del crecimiento de los foliculos, mientras que la concentracién de LH
disminuye. En esta etapa comienzan a presentarse “picos” esporadicos de LH. Al parecer,
los picos esporadicos de LH en la etapa infantil tienen su origen en la activacién de
neuronas noradrenérgicas en el area preodptica (POA). Durante la etapa infantil, la
produccion ovarica de estrégenos, a partir de precursores, se incrementa
considerablemente y la FSH es capaz de inducir actividad de la enzima aromatasa (Ojeda
y Urbanski, 1994).

Las concentraciones de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
comienzan a incrementarse significativamente después del nacimiento y hasta el final del
desarrollo juvenil. En esta etapa del desarrollo ya puede observarse que la liberacion de la
GnRH se da de manera pulsatil, y se ha propuesto que el incremento observado en las
concentraciones de FSH hasta antes del dia 12 postnatal, se puede deber a una baja
frecuencia de los pulsos de la GnRH, a una respuesta diferencial por parte de la hipdfisis,
debida a una mayor cantidad de gonadotropos en esta etapa o bien a que los estrogenos
aun no son capaces de actuar en el hipotalamo, ya que se ha planteado que desde el
quinto dia de vida se sintetizan estrogenos a partir de testosterona por la estimulacién de
FSH, pero que estos no pueden actuar en el control de gonadotropinas por la presencia de
la o-fetoproteina (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

Después del dia 15 de vida disminuyen las concentraciones plasmaticas de FSH y
desaparecen los “picos” espontaneos de LH y a partir de este momento, se hace mas
eficiente la retroalimentacion negativa por parte del estradiol en la secrecion de las
gonadotropinas, ya que la a-feto proteina disminuye (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido,
1990; Greenstein, 1992).



Etapa juvenil (del dia 22 al 32 de vida): Al inicio de esta etapa la concentracion de
LH llega a su nivel mas bajo, pero tiende a aumentar y su secrecion se da en forma
pulsatil a intervalos de 30 minutos. Hacia el final de esta etapa, se establece un ritmo de
secrecion circadiano de la LH, ya que sus concentraciones y la amplitud de sus pulsos
aumentan diariamente durante la tarde. Las bajas concentraciones de gonadotropinas
plasmaticas en la etapa juvenil, enmascaran la verdadera actividad hipotalamica debido a
la baja afinidad hacia la GnRH por parte de la hipdfisis. Es en esta etapa que maduran las
neuronas generadoras de pulsos de GnRH, es cuando puede presentarse el efecto de
retroalimentacion positiva del estradiol sobre la unidad hipotalamo-hipdfisis. En tanto que
en el ovario se da una mayor esteroidogénesis, bajo la influencia de la LH y el aumento de
la cantidad de receptores a la misma. En cambio, las concentraciones plasmaticas de FSH
permanecen bajas. Al final de esta etapa el contenido de receptores a FSH en el ovario
alcanzaran un maximo (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

Durante la etapa juvenil el crecimiento del ovario es influenciado por las bajas
concentraciones séricas de LH y FSH, durante esta etapa los ovarios presentan ondas de
desarrollo y atresia folicular. Pero al parecer, existen varios factores, ademas de las

gonadotropinas, que regulan la maduracion del ovario (Ojeda y Urbansky, 1994).

Etapa peripuberal: Se lleva a cabo después del dia 33 hasta la primera ovulacion.
Hacia la cuarta semana de vida se observa un cambio en la liberacion diurna de la LH, lo
que se ha utilizado como un indicador de que el animal se aproxima a la pubertad. En la
quinta semana de vida las concentraciones basales de LH y la amplitud de los pulsos son
mayores durante la tarde, y el patron circadiano de la LH se hace bien definido. La
secrecion de prolactina es semejante a la de LH, concentracion baja durante la manana
con "picos" vespertinos cada dia (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y
Urbanski, 1994). Se ha reportado que en algunos animales se presentan episodios
sostenidos en liberacién de LH a media tarde, llamados "micropicos”, los cuales podrian
ser importantes para la activacion peripuberal de la funcion ovarica. Se ha propuesto que
la maduracion del ovario es influenciada por un cambio en la actividad biolégica de las
gonadotropinas circulantes, ya que se ha observado que hacia el final de la etapa
peripuberal la bioactividad de la FSH se incrementa y en cuanto a la LH parece
encontrarse en diferentes formas moleculares, que al parecer presentan la misma
actividad bioldgica. Los receptores a LH incrementan significativamente en niumero entre

las fases de anestro y proestro tardio (Ojeda y Urbanski, 1994). En esta etapa, se



presenta la maxima respuesta esteroidogénica del ovario, ya que durante este periodo
existe el mayor numero de receptores a FSH y LH, lo que resulta en un aumento de las
concentraciones de estradiol, progesterona y testosterona. El establecimiento del patron
de liberacién circadiano de LH desencadena una serie de eventos, como es el incremento
en estrogenos y progesterona, incremento que actia sobre el hipotdlamo, el cual secreta
la GnRH, con el consecuente pico preovulatorio de FSH y LH que culmina con el primer
estro y la primera ovulacion (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski,
1994). Ojeda y Urbanski (1994) proponen que de acuerdo a criterios morfolégicos el inicio

de la pubertad en la rata puede dividirse en varios pasos:

Anestro: Corresponde a la fase donde el cambio en la forma de liberacion de LH
comienza a ocurrir. Inicia aproximadamente a los 30 dias de edad, el utero es pequefo y
sin fluido interno.

Proestro temprano: Aqui las ratas presentan utero grande con fluido intraluminal, la
vagina permanece cerrada.

Proestro tardio: Esta fase corresponde al primer proestro. El uUtero se presenta
"balonado” debido a la cantidad de fluido que contiene en su interior. Los ovarios
presentan foliculos preovulatorios. La mayoria de animales en esta fase muestran cerrada
la vagina.

Estro: Es el dia en que se presenta la primera ovulacién. Ya no hay liquido intrauterino,
los cuerpos luteos pueden ser facilmente distinguidos, la vagina se canaliza y los frotis
vaginales presentan predominantemente células cornificadas.

Primer diestro: Esta fase de la pubertad se caracteriza por una citologia vaginal con
predominancia de leucocitos asi como la presencia de cuerpos luteos maduros en el

ovario.

Il. OVULACION

El ovario cumple con dos funciones importantes para el organismo, una de ellas es
la produccion de hormonas esteroides, la otra es la produccion y la posterior liberacion de
ovulos fértiles. La ovulacién es un proceso complejo que consiste en un rapido incremento
del volumen folicular, durante el cual los ovocitos, las células de la granulosa y las de la
teca adquieren caracteristicas funcionales especificas (Espey, 1999; Richards y col.,

2002), seguido por la protrusion del foliculo preovulatorio desde la corteza ovarica y



culmina con la extrusion del ovocito que va acompanado por las células del camulo (Yen y
Adashi, 2001).

Las hormonas gonadotropicas estimulan la maduracion de los foliculos ovaricos
dominantes y culmina con la expulsion de los dvulos hacia el oviducto, evento conocido
como ovulacién. En la superficie del foliculo preovulatorio se presenta un estigma cénico,
al darse la ruptura de éste, ocurre la expulsion lenta del ovocito y del liquido antral. La
formacién del estigma y la ruptura de éste se dan por la accion de enzimas proteoliticas
activas, una de ellas la plasmina que es activada por el activador del plasminégeno, que
actian sobre los sustratos proteicos de la membrana basal. Se ha observado que la
produccion de activadores de plasminégeno por las células de la granulosa es
dependiente de la FSH (Espey, 1999; Yen y Adashi, 2001).

En los mamiferos la ovulacion es un fendmeno similar a una respuesta inflamatoria,
ya que se ha observado incremento en la cantidad de leucocitos, de una forma similar a
cuando se produce una reaccién inflamatoria aguda. Ademas se ha reportado que las
citocinas, el factor activador de plaquetas, los factores de crecimiento y las metaproteasas
pueden participar en la respuesta inflamatoria que se produce durante la ovulaciéon
(Espey, 1999; Yen y Adashi, 2001). Por otra parte, se sabe que es posible inhibir la
ovulacion al aplicar un agente antiinflamatorio como la indometacina (Espey, 1999) o bien
por la administracion sistémica o intrabursal de dimetilditiocarbamato de sodio (Goldman y
col., 1997).

A medida que el apice de un foliculo maduro se expande, la pared folicular se hace
cada vez mas delgada hasta ser translucida, es en este lugar donde se forma un estigma.
Si por alguna razon el aporte vascular disminuye, el estigma no se forma. Cabe aclarar
que no en todos los mamiferos se presenta esta estructura. La extrusién del cumulo-
ovocito depende de factores tales como una adecuada degradacion del tejido conectivo de
la pared folicular, la presion intrafolicular (Espey, 1999; Yen y Adashi, 2001), asi como del
musculo liso asociado a la pared folicular (Greenwald y Roy, 1994). El factor de
crecimiento neural (NGF) podria estar participando en la degradacion del tejido conectivo
del foliculo, ademas de colaborar en la diferenciacién de las células de la teca, posterior a
la ruptura de la pared folicular (Ojeda, 1997).

Durante el incremento de volumen del foliculo, previo a la ruptura folicular, el cimulo
se internaliza hacia el centro del antro folicular, posiblemente esto facilite el desalojo y

expulsiéon del camulo al momento de la ovulaciéon. Ademas podria ser importante para



evitar que el ovocito sea dafado por la actividad proteolitica que ocurren en la pared
folicular y capas tecales durante la ovulacion (Espey, 1999).

En la region apical del foliculo preovulatorio, donde ocurre la ruptura, estan
presentes cinco capas diferentes de células. La cubierta mas externa es el epitelio
superficial, conformado por células epiteliales cuboidales, con un grosor de una sola
célula. La segunda capa es la tunica albuginea, que estd compuesta de fibroblastos y
colageno, esta capa esta fuertemente adherida y rodea al ovario por completo. La tercera
capa es la teca externa, formada por tejido conectivo, delimita la periferia del foliculo. La
cuarta capa esta formada por las células secretoras de la teca interna, cuyo borde interior
esta delimitado por una lamina basal llamada membrana propia. La capa mas interna es el
estrato granuloso (Espey, 1999; Yen y Adashi, 2001).

Al parecer, el epitelio superficial no participa en la ovulacién; su funcién podria ser la
de representar la primera linea de defensa en la proteccion de los diferentes componentes
ovaricos. Poco antes de la ruptura, las células del epitelio superficial desarrollan
numerosas vacuolas en su citoplasma y adquieren un aspecto necroético, estas células son
desechadas y al momento de la ruptura ya no estan presentes en el area del estigma.
Poco antes de la ruptura, se pueden observar cambios estructurales en la tunica
albuginea y en la teca externa. Los fibroblastos que las componen comienzan a proyectar
procesos citoplasmaticos a partir de su masa central y se transforman, de células
quiescentes a fibroblastos proliferativos. Posteriormente, estas células activadas
adquieren movilidad y comienzan a desplazarse dentro del area del foliculo. Cuando esto
ocurre, el tejido en el area apical del foliculo comienza a separarse por efecto de la
presion intrafolicular (Espey, 1999).

En la teca interna, los cambios visibles durante la ovulacién estan relacionados con
la amplia red de capilares presente en esta capa. Los foliculos preovulatorios se tornan
color rojo al incrementarse el flujo sanguineo hasta en cinco veces su volumen normal y se
incrementa la permeabilidad capilar, por lo que algunos foliculos pueden presentar
sangrado o puntos rojos en sus paredes. La hiperemia folicular es el resultado de la accion
de la histamina y la prostaglandina E,, ambos agentes provocan la relajacion del musculo
liso vascular (Espey, 1999; Yen y Adashi, 2001).

Por otra parte, se presenta un incremento en la cantidad de leucocitos
polimorfonucleares que arriban al foliculo, pero los macréfagos u otras células derivadas
de los leucocitos son raros en el compartimiento tecal previo a la ruptura. Se ha asociado

la presencia de leucocitos con la actividad proteolitica que degrada el tejido conectivo



durante la ruptura, pero su presencia podria estar mas relacionada con la presencia de
agentes leucotacticos comunes en un proceso inflamatorio (Espey, 1999). En cuanto a las
células de la granulosa, es posible observar que poco antes de la ruptura se encuentran
menos unidas entre si y que las células mas internas comienzan a dispersarse en el
liquido folicular. Ademas de ser muy activas en la secrecion de hormonas esteroides, las
células de la granulosa no presentan otros cambios apreciables antes de la ruptura. La
sintesis de progesterona se incrementa poco después de que ha comenzado el proceso
ovulatorio, en tanto que los andrégenos y estrogenos ovaricos disminuyen (Espey, 1999;
Richards y col., 2002).

I11. ASPECTOS GENERALES DE LA CAPSAICINA

La capsaicina es el principal agente picante de los chiles del género Capsicum.
Pertenece al grupo quimico de los vanilloides, su nombre quimico es 8-metil-N-vainillil-6-
nonenamida (Fig. 1). Actualmente se conocen sus efectos neurotéxicos sobre neuronas

sensoriales primarias de mamiferos (Holzer, 1991).
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Figura 1. Estructura quimica de la capsaicina (Tomado de Burks y col., 1985).
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El efecto irritante y picante de los chiles es traducido por neuronas periféricas
sensoriales que tienen su soma en el ganglio de la raiz dorsal (GRD). En las fibras
sensoriales la capsaicina provoca inicialmente despolarizacion de la membrana neural lo
que induce excitacion, posteriormente inhibe la repolarizacion de la membrana, lo que
ocasiona perdida de la sensibilidad, ya que la fibra nerviosa no puede ser excitada
nuevamente (Fig. 2) (Burcks y col., 1985; Caterina y col., 1997), en tanto que la aplicacion

reiterada de la neurotoxina produce insensibilidad de la fibra nerviosa a diversos estimulos



fisicoquimicos nocivos, incluso la fibra se torna insensible a la capsaicina misma (Holzer,
1991).

Calor M

' Mé-dulla'es'pih'ai "

Figura 2. Esquema representativo de la accién de la capsaicina sobre las fibras sensoriales

y ruta del estimulo nervioso (Modificado de Clapham, 1997) (GRD: ganglio de la raiz dorsal).



La capsaicina actua especificamente sobre un subgrupo de neuronas aferentes
primarias, conocidas como nociceptores: fibras tipo Ad y C, que son sensibles a estimulos
nocivos quimicos, térmicos y mecanicos (Holzer, 1991; Szallasi y Blumberg,1996). Las
fibras sensoriales primarias de diametro grueso (Aa y AB) no participan en la transmision
de estimulos sensoriales nocivos y por tanto no son sensibles a la capsaicina. Las fibras
Ad regulan el denominado dolor rapido-agudo y las fibras C el dolor que es mas difuso y
retrazado producido por estimulos nocivos. Tanto las fibras de tipo Ad como las de tipo C
(Julius y Basbaum, 2001) y las de tipo B (Szoke y col, 2002) pueden ser afectadas por la
capsaicina. En contraste, las fibras Aaf que responden al tacto no nocivo, a la vibracién y
al frio no son afectadas por el tratamiento con capsaicina (Burks y col., 1985).

Las fibras sensoriales C y Ad sensibles a la capsaicina poseen un receptor
proteinico transmembranal conocido como VR-1 (Vanilloid Receptor type 1) (Caterina y
col., 1997), pero se ha propuesto que podrian ser dos los receptores a vanilloides (Szallasi
y Blumberg, 1996, Cook col., 1997). El receptor VR-1 también se puede encontrar en
tejido no neural, tal es el caso del musculo liso, epitelio de la vejiga urinaria, y
queratinocitos epidermales (Di Marzo y col., 2002). El VR-1 es un canal de cationes no
selectivo que consta de seis segmentos transmembranales, un asa que define el poro
acuoso conductor de iones entre los segmentos 5 y 6, y extremos C y N intracelulares
(Fig. 3). Este receptor presenta similitudes con la familia de canales de calcio TRP,
propuestos como mediadores de la entrada del calcio extracelular a las células después
de la deplecion de las reservas intracelulares del mismo (Caterina y col., 1997; Krees y
Zeilhofer, 1999).

Extracelular

(T
WA

Intracelular

COOH

Figura 3. Modelo propuesto para la estructura del receptor a vanilloides VR-1 (Modificado de
Krees y Zeilhofer, 1999).



Se desconoce el sitio de union de la capsaicina al receptor, pero se ha propuesto
que puede actuar tanto intra o extracelularmente (Caterina, y col., 1997; Krees y Zeilhofer,
1999; Gasque y Félix, 2000). La activacion del VR-1 puede ser modulada por varios
factores, entre ellos el pH y la temperatura. En medios de cultivo, donde se produce
incremento de protones se da como respuesta la activacion del receptor VR-1 (Caterina y
col., 1999), esta respuesta es semejante a cuando se presenta un calor nocivo, por arriba
de los 43 °C, (Fig. 2) (Julius y Basbaum, 2001).

Existen dos tipos de fibras Ad (tipo | y II) que responden a estimulos mecanicos
intensos, pero presentan una respuesta diferencial al calor intenso o dafo al tejido. Las
fibras Ad tipo Il presentan al receptor VR-1, que tiene afinidad por la capsaicina y se activa
a 43°C. Las de tipo | presentan el receptor homodlogo a VR-1, VRL-1, que se activa a 53°C
y no se une a la capsaicina (Nagy y Rang, 1999; Kirschstein y col., 1999).

Por su parte, los nociceptores C son en su mayoria polimodales y responden a
estimulos térmicos y mecanicos nocivos. Algunos solo responden al calor intenso. La
mayoria de las fibras C ademas responden a estimulos quimicos nocivos tales como los
producidos por acido o capsaicina (Julius y Basbaum, 2001). De forma similar a las fibras
Ad, se ha encontrado que existen dos subgrupos de fibras C, un grupo al que se le conoce
como peptidérgico, el cual contiene como neurotransmisor a la sustancia P (SP) y expresa
al TrkA, que es un receptor de alta afinidad para el NGF, estas fibras son sensibles a la
capsaicina (Schmidt y col., 1995; Snider y McMahon, 1998). El segundo grupo de fibras C
no expresa los elementos anteriores, sino que son marcados selectivamente por el ligando
a-D-galactosil lectina IB,4, y expresa receptores P2X;, un subtipo de receptor asociado con
canales ionicos, estas fibras no son afectadas por la capsaicina (Julius y Basbaum, 2001).
Aproximadamente el 45% de las fibras de diametro pequefio a medio (Ad y C) son
activadas a temperaturas cercanas a los 45°C, mientras que un 5-10% de las fibras
responde a temperaturas de 52°C y son insensibles a la capsaicina (Nagy y Rang, 1999;
Kirschstein y col., 1999).

Mecanismo de accidn del agente neurotdxico

Existen diferentes hipétesis acerca de la forma como actua la capsaicina. Una de
estas plantea que el efecto neurotéxico de la capsaicina se manifiesta en un deterioro de
la capacidad de las fibras nerviosas aferentes para realizar el transporte retrogrado de
factores neurotroéficos, esenciales para mantener la sintesis de SP en la fibra sensorial. Se

ha sugerido que el factor neurotréfico especifico es parecido al NGF, que es esencial para
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la sobrevivencia y proliferacién de las fibras nerviosas. Al verse inhibido el transporte
retrogrado del NGF, el factor no puede llegar a los somas de las células nerviosas, lo que
ocasiona una disminucion en la tasa de incorporacion de prolina durante la sintesis de SP,
esto se traduce en una menor produccion del neurotransmisor y al final es depletado
completamente (Burcks y col., 1985).

Por su parte, Caterina y col. (1997), proponen que el efecto neurotéxico se origina
cuando la capsaicina interactia con componentes de membrana cerca de las terminales
de las fibras aferentes primarias, formandose enlaces covalentes, lo cual incrementa la
permeabilidad de la membrana a iones calcio y sodio (Fig. 2). Es posible que la alteracién
producida por la capsaicina en la membrana este relacionada con la activacion del
receptor especifico VR-1 o a la interaccion de las moléculas hidrofébicas del vanilloide con
la bicapa lipidica. La muerte de fibras nerviosas expuestas a la capsaicina estaria
relacionada con el ingreso excesivo de iones, principalmente calcio, que provocan
toxicidad.

La capsaicina también puede provocar la muerte de las fibras nerviosas sensoriales
por apoptosis, ya que células que expresan el VR-1 presentan fragmentaciéon del ADN,
rasgo caracteristico de la apoptosis, ademas de que las mitocondrias presentes en la fibra
presentan alteraciones a nivel de su potencial de membrana (Shin y col. 2003). El
incremento excesivo del Ca?" intracelular, después de la unién de la capsaicina al VR-1,
seria la causa de la necrosis y la apoptosis celular de las fibras aferentes primarias, ya que
se ha sugerido que provoca disfuncion de la membrana plasmatica de las mitocondrias,
que ocasiona que se abran poros de transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT)
(Duchen, 2000). Esta apertura lleva a la perdida de componentes de la matriz celular,
disfuncién e hinchazén de la mitocondria, con la consecuente ruptura de la membrana
externa y liberacion al citosol o al nucleo de factores inductores de la apoptosis, tales
como el citocromo c, el cual activa a las caspasas y endonucleasas, dando como

resultado la posterior muerte de la fibra (Green y Reed, 1998; Szoke y col., 2002).

IV. INERVACION OVARICA

Es bien conocido el papel regulador que ejercen las gonadotropinas sobre el
desarrollo folicular y la actividad secretora del ovario, pero no son los Unicos componentes

que pueden modular la funcién gonadal, ya que ademas existe una regulaciéon neural
directa (Gerendai y Halasz, 1997; Gerendai y col., 2000; Morales y col., 1993, 2004). En
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apoyo a esto, se ha postulado una via neural aferente-eferente entre las génadas y el
SNC. Las fibras nerviosas llegan a la mayoria de los componentes del ovario, incluyendo
el tejido intersticial y los foliculos en desarrollo, si bien llegan a la teca externa e interna no
alcanzan a las células de la granulosa ni al cuerpo luteo (Dissen y Ojeda, 1999; Gerendai
y Halasz, 1997).

En los ovarios la regulacion del flujo sanguineo, el control de la esteroidogénesis y el
desarrollo folicular son modulados por la informacién aportada por la inervacion aferente-
eferente entre la génada y el SNC (Lara y col., 1990a y b), por una fuente intrinseca de
catecolaminas (Ben-Jonathan y col., 1984) y péptidos de la familia de factores de
crecimiento de las neurotrofinas (Dissen y col., 1996, 2001 y 2002; ; Mayerhofer y col.,
1996 y 1997; Romero y col., 2002).

Inervacion simpética

El ovario de la rata recibe en mayor proporcion fibras de naturaleza simpatica y en
menor grado fibras parasimpaticas. La inervacion simpatica esta compuesta por fibras de
naturaleza catecolaminérgica y peptidérgica. Las fibras simpaticas que contienen
noradrenalina (NA) llegan al ovario por dos vias: el nervio ovarico superior (NOS), el cual
esta asociado con el ligamento suspensorio (que sujeta al ovario, oviducto y Utero a la
cavidad peritoneal) y por el plexo ovarico (PO), el cual transita a lo largo de la arteria
ovarica, mientras que las que contienen el péptido intestinal vasoactivo (VIP, por sus
siglas en inglés) lo hacen solo por el NOS y las que contienen neuropéptido Y (NPY)
viajan por el PO (Dissen y Ojeda, 1999, Lawrence y Burden, 1980).

Las fibras simpaticas que llegan al ovario via PO inervan principalmente la
vasculatura ovarica, mientras que las que llegan por el NOS inervan las células
intersticiales y de la teca (Dissen y Ojeda, 1999).

En el ovario existen fibras de naturaleza simpatico-sensorial, en las cuales coexisten
como neurotransmisores el VIP y el polipéptido activador de la adenilato ciclasa
hipofisiaria (PACAP, por sus siglas en inglés) (Dissen y Ojeda, 1999).

Las neuronas preganglionares simpaticas se agrupan en la columna
intermediolateral de la médula espinal, en la region que va del primer segmento dorsal
hasta los segmentos lumbares rostrales. Posteriormente, salen de la médula a través del
asta anterior, a partir de ahi se separan de las fibras motoras y continian en forma de
haces (ramas comunicantes) hacia los ganglios de la cadena simpatica paravertebral

(lversen y col., 2001). La porciéon simpatica de la inervacién ovarica proviene de los
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segmentos T11 a L4 de la cadena simpatica y hacen sinapsis en los ganglios celiaco y
mesentérico superior, ademas de los nervios esplacnicos lumbares (Dissen y Ojeda,
1999).

Las fibras preganglionares simpaticas son en su mayoria mielinizadas, de diametro
pequeno y velocidad de conduccién relativamente lenta. Cada fibra preganglionar forma
sinapsis con varias neuronas posganglionares, en una proporcion de 1:10. En tanto que
las fibras posganglionares en su mayoria son amielinicas y salen de los ganglios a través
de las ramas comunicantes grises (Dissen y Ojeda, 1999; Iversen y col., 2001).

Se ha reportado la presencia de neuronas intrinsecas en el interior de los ovarios de
varias especies de mamiferos, entre los cuales se encuentran el ser humano (Anesetti y
col., 2001), el mono rhesus (Macaca mulata) (Dees y col., 1995) y la rata (D Albora y col.,
2000, 2002). Algunas fibras encontradas en el interior del ovario de los primates son de
naturaleza catecolaminérgica (Dees y col., 1995).

En el ovario de la rata se ha identificado un componente neural intrinseco, en forma
de ganglios bien desarrollados localizados en el mesoovario y el hilio. También se han
observado neuronas en la corteza y la médula pero de una forma dispersa, aunque se
pueden presentar algunos ganglios. En los ganglios mesoovaricos, los cuerpos neurales
son esféricos, forman agregados estrechos y paquetes de fibras nerviosas. Los ganglios
mesovaricos presentan cuerpos neuronales multipolares. Al parecer, fibras de estos
ganglios envian fibras que se incorporan a las ramas del plexo ovarico. En el hilio y la
médula, se pueden observar ganglios bien definidos parecidos a cadenas, asociados a
vasos sanguineos que corren a lo largo del tejido conectivo. Los ganglios que se
encuentran en la corteza presentan células redondeadas, pequefas, con pocas dendritas,
con arreglo polar y algunas veces, neuronas de forma irregular. También pueden
observarse algunas neuronas en el tejido intersticial que rodea a los foliculos (D Albora y
col., 2000; 2002).

La presencia de neuronas en el ovario de la rata parece depender de la cepa, ya
que se han identificado neuronas en el ovario de ratas de la cepa Wistar, pero no se
detectaron en ovarios de ratas Sprague-Dawley o Long-Evans. También la edad
determina la presencia de neuronas ovaricas intrinsecas, ya que conforme avanza la
edad, el numero de neuronas disminuye. Se ha planteado que el desarrollo de las
neuronas intrinsecas ovaricas podria obedecer a cambios morfolégicos y funcionales
asociados con el crecimiento folicular que se dan durante el desarrollo sexual de la rata y

podria reflejar una relacion tréfica dinamica entre las neuronas y los blancos que inervan.
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Ademas, se ha reportado que en la rata algunas de las neuronas ovaricas son de
naturaleza catecolaminérgica y por tanto podrian estimular la esteroidogénesis

conjuntamente con la inervacion simpética extrinseca (D Albora y col., 2000; 2002).

Inervacion sensorial

Las fibras sensoriales contienen como neurotransmisores principales a la SP y al
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Las fibras sensoriales arriban al
ovario mediante el PO y el nervio vago. Se ha reportado que tanto SP como CGRP
pueden coexistir en una misma fibra nerviosa sensorial, asi mismo, se ha encontrado que
también pueden presentar VIP y PACAP (Calka y col., 1988; Dissen y Ojeda, 1999;
Gerendai y col., 2000).

Las fibras sensoriales que inervan al tracto reproductor se agrupan en la columna
intermediolateral de la médula espinal. Posteriormente, salen de la médula a través del
asta posterior hacia el ganglio de la raiz dorsal en los segmentos toracicos T9-T11 vy
craneolumbares L2-L4; el resto de fibras sensoriales que llegan al ovario es aportado por
el ganglio nodoso del nervio vago (Dissen y Ojeda, 1999; Gerendai y Halasz, 1997). Las
fibras sensoriales pueden clasificarse de acuerdo a criterios morfoldgicos y fisiolégicos en
tres grupos principales: 1) fibras gruesas mielinizadas (fibras Ao y AB), que presentan
citoplasma claro y un reticulo endoplasmico bien desarrollado, ademas presentan altas
velocidades de conduccion de informacidon mecanica nociceptiva de la piel y el musculo. 2)
Fibras delgadas amielinicas, que tienen una velocidad de conduccidon mas baja (fibras C),
y son principalmente nociceptores polimodales o quimionociceptores. Estas fibras
responden a estimulos nocivos mecanicos, térmicos y quimicos. 3) Fibras cortas
mielinizadas, que conducen a velocidades intermedias (fibras Ad) y que llevan estimulos
nociceptores polimodales y mecanonociceptores, asi como informaciéon nonociceptiva
(mecanorreceptores y receptores de frio) (Fig.4) (Holzer, 1991; Julius y Basbaum, 2001;
Szoke y col., 2002). Existe otro grupo de fibras sensoriales clasificadas como fibras tipo B,
que presentan un citoplasma densamente tefido, normalmente son mas grandes que las
fibras tipo A, presentan pocos neurofilamentos pero muchos ribosomas libres y laminas de
reticulo endoplasmico cortas y dispersas, asi como un aparato de Golgi bien desarrollado
(Szoke y col., 2002).
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Figura 4. Diferentes tipos de fibras sensoriales aferentes (modificado de Julius y Basbaum,
2001).

Recientemente se ha planteado que la inervacion sensorial llega a casi todos los
compartimentos ovaricos, pero principalmente se ha encontrado en la vasculatura. A la SP
y al CGRP se les asocia con la regulacion del flujo sanguineo y con la aportacion de una
via sensorial aferente a partir del ovario. Ademas, al CGRP se le asocia con un efecto
vasodilatador potente. Se piensa que la informacién transmitida al SNC por la inervacion
sensorial consistiria de “sensaciones” del estado individual del desarrollo folicular (Calka y
col., 1988; Dissen y Ojeda, 1999).

Resultados previos de nuestro laboratorio nos permiten sugerir que la participacion
de la inervacién sensorial en la regulacién de la actividad ovarica mas que directa, es

mediante la modulacion fina de la actividad de las fibras simpaticas (Moran y col, 2003).

Participacion de la inervacion en la foliculogénesis
En el ovario de la rata recién nacida los foliculos carecen de receptores a
gonadotropinas y estos empiezan a sintetizarse al finalizar la primera semana de vida. Sin

embargo, se ha reportado la presencia de fibras de naturaleza catecolaminérgica en el
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ovario de la rata de 19 de vida prenatal (Malamed y col., 1992), razén por la cual se ha
propuesto que el inicio de la foliculogénesis es mediado por la inervacion aferente del
ovario. Ademas se ha encontrado que los mecanismos intracelulares que regulan las
acciones de las gonadotropinas en sus células blanco son funcionales antes de que la
gonada adquiera la capacidad de responder a la LH o FSH (Sokka y Huhtaniemi, 1990;
Mayerhofer y col., 1997).

En el ovario de la rata se observa la presencia de fibras nerviosas antes de que se
produzca la foliculogénesis. La mayor parte de estas fibras se concentran en la médula.
Malamed y col. (1992) mostraron que en el ovario de fetos de rata de 19 dias de gestacion
o recién nacidas (no mas de 15 horas después del nacimiento), existen fibras que son
inmunorreactivas a la tirosina hidroxilasa (enzima que limita la tasa de sintesis de
catecolaminas), por lo que se sugiere que las fibras que participan en el inicio del
desarrollo folicular son de naturaleza catecolaminérgica. Estas evidencias han permitido
postular que existe una relacién estrecha entre la presencia de las fibras nerviosas y el
inicio de la foliculogénesis (Dissen y Ojeda, 1999).

Las evidencias experimentales llevan a pensar que la presencia de los
neurotransmisores desde antes de la foliculogénesis es fundamental para “preparar’ al
ovario para la sintesis de los receptores a las gonadotropinas (Mayerhofer y col., 1997).

El mecanismo por medio del cual los neurotransmisores ejercerian su efecto podria
ser mediante las uniones gap, que comunican los diferentes compartimientos ovaricos
(Malamed y col., 1992). Pero no solamente los neurotransmisores podrian modular la
foliculogénesis, también se encuentran los factores de crecimiento, que podrian actuar
mediante la activacién de mecanismos dependientes del AMPc (Romero y col., 2002). Al
respecto, se ha observado que en ratones que no pueden sintetizar NGF (debido a que
presentan una mutacion en el gen que codifica para este factor), la formacién de foliculos
ovaricos puede ser inhibida, lo que podria indicar que este factor de crecimiento participa
en la foliculogénesis (Ojeda, 1997; Romero y col., 2002). Por lo anterior, se ha propuesto
que, al menos en parte, la formacién inicial de foliculos ovaricos es facilitada por
informacion de origen neural (Malamed y col., 1992, Mayerhofer y col., 1997).

Tradicionalmente a la inervacion sensorial se le asocia con la regulacion del flujo
sanguineo ovarico. Las fibras que contienen NPY y que se agrupan principalmente en la
vasculatura de la génada participan en la modulacion del tono vascular, en la regulacion
del flujo sanguineo ovarico y en la conduccion de la informacion sensorial procedente del

ovario (Dissen y Ojeda, 1999). Pero recientemente se ha considerado que las fibras
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sensoriales no son solo una via de aferencias sensoriales desde el ovario al SNC, si no
que la informacién transportada por estas fibras, tanto las que llegan via PO como las
procedentes del nervio vago, puede modular las funciones ovaricas (Calka y col., 1988;
Gerendai y col., 1995; Gerendai y col., 2000).

Calka y col. (1988) proponen que posiblemente los axones que contienen SP y
CGRP estén ordenados en una relacién funcionalmente reciproca con las fibras que
contienen NPY en la modulaciéon del flujo sanguineo, con lo que se modificaria
favorablemente el microambiente ovarico interno, y por tanto esta regulacion podria ser

importante en el desarrollo ovarico, el ciclo estral o la hipertrofia compensadora.

Lainervacién ovarica extrinseca en la modulacién del desarrollo folicular

Experimentos recientes han mostrado que el VIP y la NA aceleran la diferenciacion
bioquimica de los foliculos recién formados porque inducen en estos la formacién de
receptores biolégicamente activos para la FSH, sin los cuales las células foliculares no
podrian responder a la presencia de la gonadotropina. De tal modo, los neurotransmisores
que son aportados al ovario por la inervacion extrinseca facilitan el inicio del crecimiento
de los foliculos ovaricos (Ojeda, 1997; Mayerhofer y col., 1997; Dissen y Ojeda, 1999;
Romero y col., 2002). Por otro lado, se sabe que el NPY puede contribuir a modular la
respuesta de las células de la granulosa a las gonadotropinas y a las catecolaminas
(Dissen y Ojeda, 1999).

Participacion de lainervacion extrinseca del ovario en la ovulacion

Varias referencias ponen de manifiesto la importancia de la informacion transportada
por las fibras que inervan al ovario sobre la ovulacion. Se ha observado que la
administraciéon de una sola dosis de valerato de estradiol a ratas hembra prepuber (Rosa-
e-Silva y col.,, 2003) o adulta (Barria y col., 1993) induce el sindrome del ovario
poliquistico, donde se pierde la ciclicidad estral, no hay ovulaciéon y se registra un
incremento de los andrégenos circulantes. Cuando se secciona el NOS en ratas con
caracteristicas de ovario poliquistico se restaura la ciclicidad estral, la ovulacion y
disminuye la concentracion de androgenos (Rosa-e-Silva y col., 2003). Otra evidencia que
apoya la participacion de la inervacion sobre los procesos que culminan con la ovulacion
es el hecho de que cuando en la rata prepuber o adulta se realiza la denervacion
simpatica por seccion unilateral del NOS, se observa un descenso en la cantidad de

ovocitos liberados por parte del ovario denervado, al momento de la ovulacién (Chavez y
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col., 1991; Morales y col., 1993) y la tasa ovulatoria no se restablece por la estimulacion
con gonadotropinas (Morales y col., 1998).

En la rata adulta existe una diferencia en el nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo o el derecho (Dominguez y col., 1989), evento que ha sido explicado en
funcion de la participacion de la inervacion simpatica. Esto podria estar relacionado con
una mayor densidad de fibras simpaticas en el ovario derecho con relacién al izquierdo
reportada por Klein y Burden (1988).

Por otra parte, se ha reportado que durante las horas que acompafan al proceso de
ovulacion se produce un incremento de la expresiéon del trkA en las células de la pared
folicular (Dissen y col.,, 1996). Si se bloquea la accion del NGF se inhibe la ruptura
folicular. Al parecer, ademas el NGF tiene la capacidad de desorganizar la comunicacion
celular que ocurre a través de las uniones de hendidura entre las células de la teca
(Mayerhofer y col., 1996).

V. EFECTOS DE LA DENERVACION SOBRE LAS FUNCIONES OVARICAS

La informacion que trasporta la inervaciéon aferente y eferente al ovario participa en
la regulacién de las funciones gonadales (Flores y col., 1990; Gerendai y Halasz, 1997 y
2000; Morales y col., 1993 y 1998, Moran y col 2003). Si bien la mayor parte de los
estudios han sido enfocados hacia la participacion de las fibras nerviosas simpaticas,
existen evidencias de que también participan las fibras sensoriales ovaricas, tanto las que
llegan a través de plexo ovarico como las procedentes de nervio vago (Traurig y col., 1984
a,b; Calka y col., 1988; Carrillo y col., 1994; Gerendai y col., 2000; Razo, 2000; Apolonio,
2001; Moran, 2001, Morales y col., 2004). Se ha sugerido que la inervacién extrinseca del
ovario puede mediar una conexion neural entre el hipotalamo y el ovario, que puede ser
en ambas direcciones (Gerendai y Halasz, 1978 y 2001; Gerendai y col., 2000; Dissen y
Ojeda, 1999; Moran y col., 2000a).

Denervacion simpatica

Gerendai y Halasz (1978) mostraron que en la rata hemicastrada la eliminacién de
las vias neurales simpaticas, por administracion de la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) inhibe la hipertrofia compensadora del ovario in situ. Mientras que en el animal con
ambos ovarios, la eliminacion de las fibras noradrenérgicas de un ovario induce en la

gbénada contralateral una respuesta compensatoria. Se ha reportado que en la rata
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denervada por la administracion de guanetidina en la etapa neonatal y evaluada al primer
estro, se retarda la edad de la apertura vaginal, se reduce el volumen folicular y la
concentracion ovarica de progesterona (Rosa-E-Silva y col.,, 1997), se incrementa el
namero de foliculos antrales pequefios (Lara y col., 1990b; Quiroz y col., 1999) se
aumenta el numero de ovocitos liberados (Flores y col., 1990). En tanto que si el farmaco
se administra en la etapa fetal, se ha observado un retrazo en el inicio de la pubertad, asi
como una disminucion en el peso de los ovarios al primer estro (Quiroz y col., 1999). Por
otra parte, cuando se elimina la inervacion ovarica a ratas neonatas, por la administracion
del anticuerpo al factor de crecimiento neural (NGF-Ab), el desarrollo folicular se ve
retardado, la pubertad se retrasa y la sintesis de estradiol por parte de la gonada se
reduce (Laray col., 1990a).

Otra metodologia que ha permitido abordar la participacién de la inervacion en las
funciones ovaricas es la denervacién quirurgica. La seccion bilateral del NOS, realizada en
la rata adulta o prepuber, provoca alteraciones sobre la esteroidogénesis, ya que se
presenta un descenso agudo en las concentraciones séricas de estradiol (Aguado y
Ojeda, 1984c) y progesterona (Erskine y Weawer, 1988), que se acompanan por una
deplecién de hasta el 60% de la concentracion de noradrenalina ovarica. La disminucion
en la esteroidogénesis no altera el inicio de la pubertad, evaluado por la edad de la
apertura vaginal y el primer estro (Aguado y Ojeda, 1984b). Cuando se secciona el nervio
ovarico superior en la rata de cuatro dias de edad, la apertura vaginal y el primer diestro
presentan un retraso, se pierde el patréon del ciclo estral, la concentracion sérica de FSH
disminuye, mientras que la concentracion de estradiol se incrementa, en cuerpos luteos
disminuye la actividad de la 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (enzima que cataboliza
a la progesterona) y en el ovario incrementa el contenido de noradrenalina, que se ve
acompafiado por un descenso en el numero de receptores B-adrenérgicos (Forneris y
Aguado, 2002).

Selstam y col. (1985) mostraron que en la rata prepuber la seccién bilateral del
nervio ovarico superior, seguida por la estimulacion con PMSG, no modifica el nUmero de
cuerpos luteos. Estos resultados fueron interpretados por los autores como que la
informacion que transporta el NOS puede no ser indispensable para que se lleve a cabo la
ovulacién. Por su parte, Wylie y col. (1985) proponen que la inervacion simpatica no
participa en los mecanismos que conllevan a la ruptura de la pared folicular ni al
transporte de ovocitos hacia el oviducto y que los foliculos podrian llegar al estadio de

antrales pequenios sin la necesidad de la inervacion simpatica.
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Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que tanto en la rata adulta como
en la prepuber la seccidn bilateral del NOS no modifica la cuota ovulatoria espontanea. Sin
embargo, cuando se realiza la seccion unilateral del nervio, la génada denervada libera un
numero menor de ovocitos. Mas aun, este tipo de seccion realizada en la rata prepuber
provoca que en la gbénada intacta se presente una respuesta compensadora, semejante a
lo que ocurre en un animal hemicastrado. Estos resultados han permitido sugerir que
existe una comunicacién neural entre los ovarios que podria ser dada por el mismo NOS
(Chavez y col., 1991; Morales y col., 1993, 1998).

La participacion del NOS puede consistir en modular la respuesta del foliculo a las
gonadotropinas. Esta hipotesis se ve apoyada por el hecho de que la eliminacion del NOS
induce disminucion en la poblacion folicular de la gonada denervada (Moran y col., 2000b)
y al hecho de que el ovario denervado no responde al estimulo exdégeno con

gonadotropinas (Morales y col., 1998).

Denervacion sensorial

Si bien la mayor parte de las evidencias reportadas hasta el momento llevan a
pensar que la informacion transportada por las fibras sensoriales no participa en
regulacion de la esteroidogénesis, trabajos previos de nuestro laboratorio muestran que en
la rata la eliminacion de las fibras sensoriales, por la administracién de capsaicina al dia
tres de vida provoca una disminucién en la concentracion sérica de progesterona y
estradiol al primer estro vaginal (Razo, 2000). Mientras que cuando se realiza la
denervacion al nacimiento, estas hormonas disminuyen cuando se evalua al final de la
etapa juvenil (Moran y col., 2001). En el animal denervado con capsaicina al nacimiento y
hemicastrado al principio o al final de la etapa juvenil, ocurre una disminucion en la
concentracion sérica de progesterona, reduccion que depende de la génada remanente y
de la edad en la que se realiza la hemicastracion (Apolonio, 2001). Mientras que Traurig y
col. (1984) reportan que en la rata con denervacion sensorial al nacimiento se produce un
enlentecimiento del desarrollo corporal y que el inicio de la pubertad se retrasa. De tal
modo, estas evidencias permiten sugerir que la informacién que transportan las fibras
sensoriales participa en la modulacion de la esteroidogénesis.

Nance y col. (1987) observaron que en la rata adulta hemicastrada posteriormente a
la administracion intratecal de capsaicina, una disminucion en la fertilidad y en la
respuesta decidual, asi como reduccién en la somatostatina inmunorreactiva en el cordon

espinal, si bien la hipertrofia compensadora no se ve afectada.
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Por otra parte, se ha observado que en la rata la estimulaciéon cervico-vaginal
produce un estado general de analgesia. Pero que esta respuesta, se inhibe en la rata
adulta que fue denervada al nacimiento con capsaicina o bien, la analgesia se ve
atenuada temporalmente si la denervacion se realiza en la edad adulta (Rodriguez-Sierra
y col., 1988), posiblemente por la deplecién de la sustancia P (y posterior muerte de las
fibras sensoriales) en la vagina y cervix previamente reportada por Traurig y col. (1984a).
También se ha evaluado el efecto de la denervacidn sensorial sobre algunos parametros
conductuales, Carrillo y col. (1994) observaron que en las ratas denervadas con
capsaicina al nacimiento, presentan una menor sensibilidad a estimulos quimicos nocivos,
retraso en la apertura de los ojos, incremento en la actividad de acicalamiento (lo que
ocasiona ulceraciones en la piel de la cabeza, del cuello y de la parte superior de los
miembros anteriores). Estos animales al llegar a la etapa adulta, presentan la respuesta
de lordosis pero su fertilidad diminuye (Moran y col., 2003; Rodriguez- Sierra y col., 1988).

En otros reportes, la eliminacion de la inervacion sensorial por la seccion bilateral del
nervio vago modifica el patron de ciclicidad vaginal (Chavez y col., 1987), la secrecion de
prolactina (Burden y col.,, 1981), de gonadotropinas y de las hormonas esteroides
(Lawrence y col.,, 1978) y bloquea la hipertrofia compensadora del ovario (Burden vy
Lawrence, 1977).

Ya que mas del 90% de las fibras contenidas en el nervio vago son sensoriales,
Burden y col. (1983) proponen que las fibras aferentes viscerales del ovario contenidas en
los troncos vagales anterior y posterior pueden constituir una ruta anatémica directa, por
medio de la cual podrian ser moduladas ciertas funciones ovaricas en la rata, esto
mediante reflejos viscerales. Por otra parte, el ganglio nodoso, que contiene fibras
sensoriales, se proyecta hacia el nucleo del tracto solitario el cual presenta conexiones
con nucleos hipotalamicos que controlan funciones reproductivas, lo que podria apoyar la
participacion de la inervacion sensorial en la regulacién de la reproduccion (Swanzon y
Sawchenko, 1980, en Burden y col., 1983; Gerendai y col., 2000). En el nucleo del tracto
solitario se han identificado fibras sensoriales de tipo A y C, pero solo las fibras de tipo C
fueron sensibles a la capsaicina, por tanto las fibras A debieron ser del tipo | (Bailey y col.,
2002). Este conjunto de evidencias permiten sugerir un papel para la inervacién sensorial

mas alla de la sola participacion en el control del flujo sanguineo.
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La funcion del ovario se encuentra regulada por elementos endocrinos y neurales.
La inervacién simpética y la sensorial, via sistema nervioso central, participan en la
modulacién de los eventos que regulan el crecimiento folicular y desencadenan la
ovulacion.

Las evidencias experimentales apoyan la importancia fisiolégica de la informacién
neural que transportan las fibras aferentes-eferentes al ovario, sobre el funcionamiento de
las gbnadas. La informacién que transporta la inervacién simpatica hacia el ovario modula
la biosintesis de hormonas esteroides, el desarrollo folicular y la ovulacion. Sélo algunas
de las evidencias apuntan a que la inervacién sensorial modula la esteroidogénesis y
algunos de los eventos que desencadenan la ovulacion.

Recientemente, se ha propuesto la existencia de una via de comunicaciéon
bidireccional entre la inervacidén simpatica y la sensorial. Esto es apoyado por el hecho de
que cuando un érgano pierde las fibras nerviosas simpaticas, se presenta un aumento en
el nimero de fibras sensoriales. De igual forma, la inervacion simpética se incrementa si
lo que se pierde son las fibras sensoriales. El presente estudio tiene como finalidad
analizar si en el ovario se presenta este tipo de regulacién bidireccional entre la
informacion aferente-eferente ovarica en la esteroidogénesis y la ovulacion, para lo cual
se utilizé el modelo experimental de la rata tratada al nacimiento con capsaicina y con
seccion uni- o bilateral del nervio ovérico superior al final de la etapa infantil (20 dias de

vida) o al final de la etapa juvenil (28 dias de vida).
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VIIl. HIPOTESIS

Dado que en la rata hembra, tanto la informacién que transportan las fibras simpéticas, las
gue llegan al ovario via nervio ovarico superior, como la que transportan las fibras
sensoriales, aportadas por el plexo ovarico y el nervio vago, participan en la regulacion de
la funcion reproductiva y que al parecer, seria la inervacion simpatica la que se encargaria
de regular las funciones del ovario, mientras que las fibras sensoriales actuarian como un
traductor de la informacién generada en la génada, por lo tanto, la eliminacién de una o
ambas vias neurales se traducira en una disminucion de la capacidad de respuesta del
ovario para llevar a cabo los procesos neuroendocrinos que tienen como resultado la

esteroidogénesis y la ovulacion.
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VIll. OBJETIVO GENERAL

- Analizar el efecto de la denervacion sensorial-simpética sobre el inicio de la

pubertad, la esteroidogénesis y la ovulacion, tomando como modelo la rata prepuber.

IX. OBJETIVOS PARTICULARES

- Analizar los efectos al primer estro vaginal de la seccién uni o bilateral del nervio
ovarico superior, realizada a los 20 6 28 dias de edad sobre el inicio de la pubertad (edad
de canalizacion vaginal) en ratas hembra con denervacién sensorial realizada al
nacimiento.

- Analizar los efectos al primer estro vaginal de la seccién uni o bilateral del nervio
ovarico superior, realizada a los 20 6 28 dias de edad sobre las concentraciones séricas
de progesterona, testosterona y 17f3-estradiol, en ratas hembra con denervacion sensorial
realizada al nacimiento.

- Analizar los efectos al primer estro vaginal de la seccién uni o bilateral del nervio
ovarico superior, realizada a los 20 6 28 dias de edad sobre la ovulacion, en ratas hembra

con denervacion sensorial realizada al nacimiento.
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X. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra recién nacidas de la cepa CIll-ZV, mantenidas bajo
condiciones controladas de iluminacion con 14 h de luz y 10 h de oscuridad (luces
encendidas de 05:00 a 19:00 h.). El dia de nacimiento (dia cero) se procedié a sexar a las
crias y colocarlas en camadas de 6 individuos (5 hembras y un macho) para evitar
alteraciones en el desarrollo del Sistema Nervioso Central y el aparato reproductor del
animal (Salas y col., 1991).

Los individuos se distribuyeron de manera aleatoria en dos grupos experimentales:
uno de ellos fue inyectado al nacimiento con capsaicina (Cap-n) y el otro con vehiculo
(Vh-n).

Grupo inyectado con capsaicina al nacimiento (Cap-n).

A este grupo se le inyecté de forma subcutdnea, al nacimiento una dosis Unica de
50 mg-Kg™' de capsaicina (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA), en un volumen
equivalente a 10 ul por cada gramo de peso corporal. La capsaicina fue preparada de la
siguiente forma: se disolvié el farmaco en una solucién que consta de 10% de etanol
absoluto, 10% de Tween-80 y 80% de solucidn salina (NaCl al 0.9%).

Grupo inyectado con vehiculo al nacimiento (Vh-n).
A este grupo se le inyectdé al nacimiento Unicamente el vehiculo, que estuvo
constituido por la solucion utilizada para disolver la capsaicina, en el mismo volumen que

se utilizé para el grupo anterior.

Las ratas permanecieron con la madre hasta que fueron destetadas, esto es, hasta
los 21 dias de vida con libre acceso al agua y alimento. A los 20 6 28 dias de vida, los
miembros de los grupos mencionados anteriormente fueron distribuidos aleatoriamente en

alguno de los siguientes grupos:

24



Seccion del nervio ovarico superior

Después de anestesiar a los animales con éter, se procedié a realizar en el costado
una incision longitudinal en la piel y el masculo, de aproximadamente 0.8 cm de largo,
para permitir el acceso al ligamento suspensorio, izquierdo, derecho o ambos, el cual
contiene al nervio ovarico superior (NOS). Se aisl6 el tejido circundante del NOS y el

nervio fue seccionado. Se regresoé el ovario a la cavidad abdominal y se sutur6 la herida.

Operacion simulada (OS)
Una vez anestesiados los animales se procedié a realizar una operacion simulada,
la cual consistié en realizar en el costado del animal, una incisién longitudinal en piel y

musculo y sin tocar algun érgano se procedié a suturar la herida.

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

En todas las ratas utilizadas en este trabajo, se revis6 diariamente la canalizacién
de la vagina a partir del dia 30 de vida, como un indicador del inicio de la etapa puberal.
Una vez ocurrida la apertura vaginal espontanea, se procedio a realizar frotis vaginales,
para determinar la etapa del ciclo estral. Todos los animales fueron sacrificados el dia que

presentaron el primer estro vaginal.

Procedimiento de autopsia

Al primer estro vaginal, se registré el peso corporal de los animales y se les sacrifico
por decapitacién entre las 11:00 y las 13:00 h, se colecté la sangre del tronco y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos, después de este tiempo, las
muestras fueron colocadas en una centrifuga clinica y se centrifugaron a 3000 r.p.m.
durante 15 minutos. El suero obtenido de cada animal fue aislado del boton celular,
colocado en tubos eppendorf y almacenado a -20 °C hasta el momento de la
cuantificacion de hormonas esteroides y gonadotropinas.

Se disecaron los oviductos para detectar la presencia de ovocitos, siguiendo la
metodologia habitual de laboratorio (Morales y col., 1998). De igual forma, se disecaron y

pesaron por separado los ovarios, Utero, timo, adrenales y bazo.
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Cuantificacion de hormonas esteroides y de gonadotropinas
Las hormonas esteroides fueron cuantificadas por radioinmunoanalisis (RIA) de
fase solida, mediante reactivos comerciales (Coat-A-Count), mientras que para las

gonadotropinas se utilizé el RIA de doble anticuerpo. En tubos de polipropileno, que ya

|125 |125

contienen el anticuerpo especifico: anti-estradiol- , anti-progesterona- 0 anti-

testosterona- 1*?°

, se adicionaron 100 ul de la muestra problema y 1 ml de la hormona-
I'?°, Para favorecer la reaccion, la mezcla se agité en un vortex durante 1 minuto y se
incub6 durante 3 h a temperatura ambiente. Después de este tiempo, la muestra fue
decantada, se removio el exceso de liquido y se determiné la concentracion de hormona
en la muestra problema con la ayuda de un contador de rayos gamma modelo Cobra
5005, Packard ™, en funcién de las cuentas por minuto y una curva de calibracion.

Los coeficientes intra e interensayo para la progesterona fue de 8.35, 9.45
respectivamente; para testosterona de 9.65, 10.2 y para el estradiol de 8.12 y 9.28.

Para la cuantificacion de LH y FSH, se procedio6 de la siguiente forma: a 100 ul de

suero problema, se le afiadieron 100 pl de hormona marcada con 1'%

, posteriormente se
adiciono el anticuerpo de suero de borrego para LH (rLH-RP2) o para FSH (rFSH-RP2),
se incubd a temperatura ambiente por 24 h. A continuacion, se agregaron 100 pl del
segundo anticuerpo (suero normal de conejo) y se incubd durante 2 h, posteriormente los
tubos se centrifugaron a 3000 r.p.m. a -4 °C por 30 minutos, el sobrenadante se decantd,
se secaron las paredes de cada tubo y se colocaron, para su analisis, en un contador de

centelleo gamma modelo Cobra 5005, Packard ™.

Andlisis estadistico

Los datos del peso corporal, del peso de los d4rganos, las concentraciones
plasmaticas de las hormonas esteroides o peptidicas fueron analizados por la prueba de
“t” de Student. El nUmero de ovocitos liberados, la edad de la apertura vaginal y del primer
estro fueron analizados por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de U de
Mann-Whitney. La tasa de animales ovulantes, el nimero de animales que ovulan/nimero
total de animales, se analiz6 por la prueba exacta de Fisher para proporciones. Se
consideraron como estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya probabilidad
fue igual o menor al 0.05.
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XI. RESULTADOS

En el presente estudio se analizdé la posibilidad de que el tratamiento con vehiculo al
nacimiento a animales sometidos a la operacion simulada realizada a los 20 6 28 dias de
edad, modifica alguno de los parametros evaluados en comparacién con los animales
intactos, testigo absoluto, sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

En los animales tratados con vehiculo y sometidos a la operacién simulada a los 20
dias de edad, se observo un retraso en la aparicion del primer estro vaginal, aumento en
el numero de ovocitos liberados por animal ovulante y una menor concentracion
plasmatica de estradiol. Cuando la operacion simulada se realizé a los 28 dias de edad se

observé adelanto en la edad de la apertura vaginal (Tabla 1).

Tabla 1. Media + eem de la edad de apertura vaginal, de la edad del primer estro vaginal, del
numero total de ovocitos liberados, del peso corporal (g), del peso de ambos ovarios, del Utero
(mg/100 g.p.c.) y de las concentraciones séricas de progesterona (ng/ml) y 17 p-estradiol (pg/ml) de
animales testigo absoluto y de animales tratados con vehiculo al nacimiento (Vh-n) y con operacion
simulada (OS) a los 20 6 28 dias de edad y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Parametro Testigo absoluto Vh-n+0S20d Vh-n+0S28d
Edad de apertura vaginal 40.3+0.6 38.4+£0.8 374 +£0.8¢
Primer estro vaginal * 0.8+0.3 3.8+x1.1¢ 2006
Numero total de ovocitos

8.0+04 96+£0.5¢ 7.5+0.9
liberados
Peso corporal 116.7 £ 3.0 125.6 £ 5.3 118.0£ 3.5
Peso de ambos ovarios 322+3.7 33419 309+1.8
Peso del utero 157.3+8.9 137.0+9.7 142.8 £5.0
Concentracion de

54+£1.1 54+0.9 59+0.9
progesterona
Concentracion de 178-

20.3+1.5 120+1.7a 228+4.5
estradiol

* Dias posteriores a la apertura vaginal.

¢ p< 0.05 vs. testigo absoluto, prueba de Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney.
& p< 0.05 vs. testigo absoluto, prueba de “t” Student
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SECCION DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR EN ANIMALES DE 20 DIAS

Edad de apertura vaginal y periodo en dias entre la apertura vaginal y la

aparicion del primer estro (APE)

En las hembras tratadas con capsaicina al nacimiento la seccion del NOS izquierdo o
bilateral resulté en un retraso en la edad de la apertura vaginal. En las ratas inyectadas
con capsaicina al nacimiento, la seccion uni- o bilateral del NOS no alteré el tiempo que

transcurre entre la apertura vaginal y el primer estro (Tabla 2).

Tabla 2. Media + eem de la edad (en dias) de la apertura vaginal y del periodo en dias entre la
apertura vaginal y la aparicion del primer estro (APE), de animales tratados con vehiculo (Vh-n) o
capsaicina (Cap-n) al nacimiento. A los 20 dias de edad fueron sometidos a una operacion
simulada (OS) o seccion del NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y
sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Grupo Aper_tura APE
vaginal

Vh-n+0S (9) 38.4+0.8 3.8+1.1
Cap-n+0S (7) 38.3+0.9 14+0.7
Vh-n+SNOI (15) 373204 4+0.5
Cap-n+SNOI (11) 404 + 0.8* 4+0.6
Vh-n+SNOD (10) 37.5+0.6 1.8+0.6
Cap-n+SNQOD (7) 38.9+1.0 34+1.2
Vh-n+SBNO (10) 36.9+0.8 1.4+£05
Cap-n+SBNO (8) 40.8+ 1.0 8+04

() Numero de animales por grupo.
* p<0.05 vs. Vh-n+SNOI, prueba de Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney.
& p<0.05 vs. Vh-n+SBNO, prueba de Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney.

Tasa de animales ovulantes

En el grupo tratado con vehiculo al nacimiento al que se realizd la seccion del NOS
izquierdo, se observé una disminucion en la tasa de animales ovulantes por el ovario
izquierdo, con respecto al animal sometido a operacion simulada y a su ovario
contralateral (Figura 5A). De igual manera, con la seccién del NOS derecho disminuyé la
tasa ovulatoria por el ovario denervado (Figura 5B). Cuando los resultados son

expresados como el porcentaje de animales que ovulan por ambos ovarios, no se
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observaron cambios significativos (Figura 5C). En las hembras tratadas con capsaicina al
nacimiento la seccién unilateral o bilateral del NOS no modificé el porcentaje de animales
que ovuld al primer estro vaginal, respecto al grupo tratado con vehiculo (Figura 5A, B y
C).

Figura 5. Tasa de animales ovulantes para el ovario izquierdo (A), derecho (B) y ambos (C)
de animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento. A los 20 dias de edad
fueron sometidos a una operacién simulada (OS) o seccién del NOS izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

A B
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80 4
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2
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20 <
0
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OVh-n B Cap-n

* p< 0.05 vs. VH-n+0OS, prueba de Fisher.
¢ p<0.05 vs. su ovario contralateral, prueba de Fisher.
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Numero de ovocitos liberados

En el animal tratado con vehiculo al nacimiento y con seccién unilateral del NOS resulté
en una disminuciéon del numero de ovocitos liberados por el ovario denervado con
respecto al animal con operacion simulada y a su ovario contralateral.

En el grupo tratado con vehiculo la seccién del NOS derecho resulté en un mayor
nuamero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo (Figura 6A). En el animal tratado con
capsaicina y sometido a operacién simulada, el numero de ovocitos liberados por el ovario
derecho fue menor que en el grupo tratado con vehiculo (Figura 6B). En las hembras
tratadas con capsaicina, la seccion bilateral del NOS resulté en la disminucion del nimero
total de ovocitos liberados respecto al animal tratado con vehiculo (Figura 6C).

La seccioén del NOS derecho en el animal con o sin tratamiento de capsaicina libera

un numero de ovocitos similar al del grupo con operacion simulada (Figuras 6A, 6B y 6C).

Figura 6. Media £+ eem del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo (A),
derecho (B) y ambos (C), en animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al
nacimiento. A los 20 dias de edad fueron sometidos a una operacién simulada (OS) o seccién del
NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro
vaginal.
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* p<0.05 vs. Vh-n+0S, prueba de Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney.
%p<0.05 vs. Vh-n+SBNO, prueba de Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney.
4 p<0.05 vs. su ovario contralateral, prueba de Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney.

Peso corporal (g)
En el grupo tratado con capsaicina al nacimiento y sometido a la operacién simulada se
observé un menor crecimiento corporal, respecto a las tratadas con vehiculo. Este hecho
no se observa si ademas se realiza seccién del NOS izquierdo, derecho o ambos (Tabla
3).

Peso de Ovarios

En las hembras tratadas con capsaicina la seccion uni o bilateral del NOS no afecté el

peso del ovario izquierdo o derecho respecto al grupo tratado con vehiculo (Tabla 3).
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Tabla 3. Media + eem del peso corporal (g) y el peso (en mg/100 g de peso corporal) del
ovario izquierdo, ovario derecho y ambos, en animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina
(Cap-n) al nacimiento. A los 20 dias de edad fueron sometidos a una operacion simulada (OS) o
seccién del NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del
primer estro vaginal.

Grupo Peso Ovario Ovario Ambos
P Corporal Izquierdo Derecho ovarios
Vh-n+0S (9) 125.6 £ 5.3 15.8+1.2 176+ 1.1 33.4+£1.9
Cap-n+0S (7) 107.7 £ 5.9* 18.9+1.8 17.3+£1.9 36.2+ 3.0
Vh-n+SNOI (14) 118.6 £ 3.5 15.7+14 18.3+1.1 34.0+£1.0

Cap-n+SNOI (11) 116.5+3.0 16.1+£0.9 20217 35.9+2.1

Vh-n+SNOD (9) 1144 +2.6 18.4+2.0 17.3+3.6 35.7+5.2
Cap-n+SNOD (7) 119.9+4.5 173+14 122+ 21 29526

Vh-n+SBNO (10) 113.2+3.8 14.9+2.0 14.2+2.2 29129
Cap-n+SBNO (8) 115.3+2.5 15.7+£1.2 14.2+1.3 299+21

( ) Numero de animales por grupo.
* p<0.05 vs. Vh-n+QOS, prueba de t-student.

Utero y adrenales

En las hembras tratadas al nacimiento con capsaicina y sometidas a la operacion
simulada o la seccion uni o bilateral del NOS, no se observaron cambios en el peso del
utero y de las adrenales (Tabla 4).

En el grupo tratado al nacimiento con capsaicina y sometida a la seccion del NOS
derecho se observo un incremento del peso del utero, si se compara contra el grupo con
denervacion sensorial y operacién simulada: 161.2 £ 10.1 vs. 122.9 + 8.3, p<0.05 prueba

de t-student.
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Tabla 4. Media + eem del peso (en mg/100 g de peso corporal) del utero, adrenal izquierda y
adrenal derecha, en animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento. A
los 20 dias de edad fueron sometidos a una operacién simulada (OS) o seccion del NOS izquierdo
(SNOQI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Grubo Utero Adrenal Adrenal
P lzquierda Derecha
Vh-n+0S (9) 137.0+9.7 134 +1.0 12.2+1.1
Cap-n+0S (7) 122.9+9.2 159+1.5 15.2+1.0
Vh-n+SNOI (14) 141.3+6.2 13.7+0.8 13.7+0.5
Cap-n+SNOI (11) 131.5+8.3 15.3+1.2 13.5+1.0
Vh-n+SNOD (9) 144079 15.7+0.9 13.3+0.7
Cap-n+SNOD (7) 161.2 £ 10.1 13.6 +0.8 13.8+0.7
Vh-n+SBNO (10) 134.8+7.1 16.2+ 1.8 14.1+0.8
Cap-n+SBNO (8) 130.7+7.6 15.7+1.2 13.8+0.9

( ) Numero de animales por grupo.
Timo y bazo

En las hembras tratadas al nacimiento con capsaicina y sometidas a la operacion
simulada o la seccion uni o bilateral del NOS, no se observaron cambios significativos en

el peso del timo y del bazo (Tabla 5).

Tabla 5. Media + eem del peso (en mg/100 g de peso corporal) del timo y bazo, en animales
tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento. A los 20 dias de edad fueron
sometidos a una operacion simulada (OS) o seccion del NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Grupo Timo Bazo

Vh-n+0S (9) 288.9+17.2 359.5+£57.5
Cap-n+0S (7) 324.0+17.7 3474 +£18.7
Vh-n+SNOI (14) 299.0+6.7 379.7 £ 60.3
Cap-n+SNOI (11) 298.7+11.9 413.6 £61.5
Vh-n+SNOD (9) 294.1 £ 13.0 376.5 £ 66.5
Cap-n+SNOD (7) 298.1 £ 21.1 381.0+44.7
Vh-n+SBNO (10) 307.2+94 357.4 + 33.1
Cap-n+SBNO (8) 337.6 £22.0 357.8£24.9

() Numero de animales por grupo.



Hormonas esteroides

En el animal tratado al nacimiento con vehiculo y sometido a seccion bilateral del NOS se
observé una disminucién en la concentracién de progesterona, comparada con el grupo
inyectado con vehiculo y sometido a la operacion simulada: 3.2 £ 0.4 vs. 5.4 + 0.9, p<0.05
prueba “t” Student. En las hembras tratadas con capsaicina y con secciéon del nervio
ovarico derecho diminuyd la concentracién de progesterona, comparado con el grupo de
vehiculo y la misma operacion. Este mismo comportamiento se observd cuando se
secciond el NOS izquierdo pero la diferencia no fue estadisticamente significativa. La
seccion bilateral del NOS provocé una menor concentracion de progesterona comparado
con el grupo tratado con vehiculo y operacion simulada (Figura 7A).

El tratamiento con vehiculo al nacimiento y seccion bilateral del NOS resulté en una
disminucion de la concentracion de testosterona, comparada con el grupo inyectado con
vehiculo y con operacién simulada: 15.5 £ 2.8 vs. 24.8 £ 0.9 p<0.05 prueba “t” Student. En
las ratas tratadas con capsaicina y seccion del nervio ovarico derecho resulté un una
mayor concentracion de testosterona, comparado con el grupo de vehiculo (Figura 7B).

En la rata hembra tratada al nacimiento con vehiculo y sometida a la seccién
bilateral del NOS se observé una menor concentracion de estradiol, comparada con el
grupo inyectado con vehiculo y con operacion simulada: 6.7 + 0.5 vs. 12.0 +1.7 p<0.05
prueba “t” Student. En los animales tratados con capsaicina al nacimiento y con seccion
izquierda o derecha del NOS se observé una menor concentracién de estradiol (Figura
7C).
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Figura 7. Concentracién sérica de hormonas esteroides: progesterona, testosterona y 17 (-
estradiol de animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento. A los 20 dias
de edad fueron sometidos a una operacién simulada (OS) o seccion del NOS izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Progesterona Testosterona
8 80 -
7 70 4
6 4 60 -
— 50 -
_ 54 S
E 44 S 401
34 20 -
24 10 -
14 0
0 (0] SNOI SNOD SBNO
oS SNOI SNOD SBNO
Ovh-n B Cap-n aVh-n | Cap-n
Estradiol
18 1
15 1
_ 124
£
E_’ 9 4 % L) ¢
6 -
3 4
0 T T T
0s SNOI SNOD SBNO
OVh-n B Cap-n

* p<0.05 vs. Vh-n+OS, prueba de t-student.
& p<0.05 vs. Vh-n+SNOI, prueba de t-student.

¢ p<0.05 vs. Vh-n+SNOD, prueba de t-student.
ND: No detectable.

Gonadotropinas

En el animal con denervacion sensorial la seccién bilateral del NOS resultdé en una
disminucion de la concentracion de LH, respecto al animal inyectado con capsaicina al
nacimiento y sometido a la operacion simulada (1.0 £ 0.1 vs. 2.0 + 0.4 p<0.05 prueba “t’

student). En las hembras tratadas al nacimiento con capsaicina la seccion uni o bilateral
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del NOS no se observé cambios significativos en la concentracion sérica de LH o FSH
(Figura 8).

Figura 8. Concentracion sérica de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona estimulante
del foliculo (FSH) en ng/ml, de animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al
nacimiento. A los 20 dias de edad fueron sometidos a una operacién simulada (OS) o seccién del

NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro
vaginal.
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SECCION DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR EN ANIMALES DE 28 DIAS

Edad de apertura vaginal y periodo en dias entre la apertura vaginal y la

aparicion del primer estro (APE)

En el animal con denervacion sensorial que fue sometido a operacion simulada se observo
un retraso significativo en la edad de apertura vaginal (Tabla 6). El periodo, dias, entre la
apertura vaginal y la aparicién del primer estro no presenté diferencias significativas por la

seccion uni o bilateral del NOS (Tabla 6).

Tabla 6. Media + eem de la edad de apertura vaginal y del periodo en dias entre la apertura
vaginal y la aparicion del primer estro (APE), de animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina
(Cap-n) al nacimiento. A los 28 dias de edad fueron sometidos a una operacion simulada (OS) o
seccién del NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del
primer estro vaginal.

Grupo Apertura APE (dias)
vaginal
Vh-n+0S (11) 374408 20£06
Cap-n+OS (8) 40.6 £ 0.9° 2408
Vh-n+SNOI (12) 373209 1505
Cap-n+SNOI (9) 38.0£0.7 2808
Vh-n+SNOD (12) 377207 21%07
Cap-n+SNOD (10)| 396+ 1.2 2607
Vh-n+SBNO (3) 39907 28+13
Cap-n+SBNO (6) | 38.3%0.6 23+1.1

( ) Numero de animales por grupo
* p <0.05 vs. Vh-n+0OS, prueba de Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney.

Tasa de animales ovulantes

Las ratas inyectadas con vehiculo y con seccion del nervio ovarico izquierdo, exhibieron
un menor porcentaje de ovulacidon por el ovario izquierdo, comparado con el observado
por la génada derecha del mismo grupo: 50% vs. 100%, p<0.05 prueba de Fisher.

En las hembras tratadas con capsaicina al nacimiento y sometidas a la seccion del
NOS izquierdo, el porcentaje de animales que ovulé por el ovario izquierdo fue

significativamente mayor que el grupo inyectado con vehiculo (Figura 9A). La tasa
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ovulatoria del ovario derecho no se modific6 de manera significativa en respuesta a la
seccion uni o bilateral del nervio ovarico superior (Figura 9B). Cuando se considerd el
porcentaje de animales que ovuldé por ambos ovarios se observd que en las ratas
inyectadas con capsaicina y sometidas a la seccion del NOS derecho, este parametro fue

significativamente menor que el grupo con vehiculo (Figura 9C).

Figura 9. Tasa de animales ovulantes para el ovario izquierdo (A), derecho (B) y ambos (C)
de animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento. A los 28 dias de edad
fueron sometidos a una operacion simulada (OS) o seccion del NOS izquierdo (SNOI), derecho
(SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.
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* p< 0.05 vs. Vh-n+SNOI, prueba de Fisher.
& p< 0.05 vs. Vh-n+SNOD, prueba de Fisher.

38



Numero de ovocitos liberados

En los animales tratados al nacimiento con vehiculo, la seccion unilateral o bilateral
del NOS no modificé de manera significativa el nUmero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo, derecho o por ambos ovarios (Figuras 10A, 10B y 10C). Es importe sefalar que
en las hembras tratadas con vehiculo, la seccion unilateral del NOS resultd en una
disminucion del numero de ovocitos liberados por el ovario denervado, comparado con el
ovario que conservo sus fibras simpaticas tanto en el grupo trtado con vehiculo: Vh-
n+SNOI 2.3 + 0.8 vs. 6.2 + 0.8, y Vh-n+SNOD 2.8 £+ 0.7 vs. 5.2 + 0.5, p<0.05 prueba de
Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney, como en el tratado con capsaicina: 5.0 +
1.1 vs. 2.0 £ 0.6, p<0.05 prueba de Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney.

En el grupo con denervacion sensorial y con seccion bilateral del NOS se observo
una disminucién en el numero total de ovocitos liberados en comparacion con el grupo
tratado con capsaicina y sometido a una operacion simulada (5.8 + 1.4 vs. 94 % 0.7,
p<0.05 prueba U de Mann-Whitney ).

Figura 10. Media + eem del nimero de ovocitos liberados para el ovario izquierdo (A),
derecho (B) y ambos (C), en animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al
nacimiento. A los 28 dias de edad fueron sometidos a una operacién simulada (OS) o seccién del
NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro
vaginal.
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C Ambos ovarios
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¢ p<0.05 vs. su ovario contralateral, prueba Kruskal-Wallis seguida por “U” de Mann-Whitney.

Peso corporal (g)

En las hembras inyectadas al nacimiento con capsaicina y sometidas a la seccién
uni o bilateral del NOS no se observé cambios significativos en el peso corporal,

comparado con los grupos inyectados con (Tabla 7).

Peso de Ovario

En el grupo de animales tratados con capsaicina al nacimiento y con seccién
bilateral del NOS resulté en un incremento del peso del ovario derecho, comparado con su
grupo con vehiculo. Este incremento se mantiene cuando los resultados son expresados

como el peso de ambos ovarios (Tabla 7).
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Tabla 7. Media £ eem del peso corporal (g) y el peso (en mg/100 g de peso corporal) del
ovario izquierdo, ovario derecho y ambos, en animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina
(Cap-n) al nacimiento. A los 28 dias de edad fueron sometidos a una operacién simulada (OS) o
seccién del NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del
primer estro vaginal.

Grupo Peso Ovario Ovario Ambos
P Corporal Izquierdo Derecho ovarios
Vh-n+0S (11) 118.0£ 3.5 14.7+1.0 16.2+1.1 309+1.8
Cap-n+0S (8) 114.8+2.6 15.8+1.6 16.0+1.2 31.8+2.0
Vh-n+SNOI (10) 1121+ 3.6 142123 179114 322124
Cap-n+SNOI (9) 121.2+47 176 +£1.0 16.6 £ 0.8 342+15
Vh-n+SNOD (11) 117.8+£5.0 14.9+1.0 15.7+1.5 30.6+2.0
Cap-n+SNOD (9) 115.0 + 3.1 18.1+1.6 14.0+1.6 321+£2.0
Vh-n+SBNO (8) 1174 +£5.2 13114 13.9+1.8 28.6+3.2
Cap-n+SBNO (6) 1184 +6.7 16.3+1.2 21.1+£1.1* 374 +£2.0"

( ) Numero de animales por grupo.
* p<0.05 vs. Vh-n+SNOB, prueba de t-student.

Utero y Adrenales

En las hembras inyectadas con capsaicina la seccion uni o bilateral del NOS no se
observé cambios significativos en el peso del utero, comparado con los grupos con
vehiculo. En el grupo con capsaicina y seccion del nervio ovarico izquierdo se observd
incremento en el peso de las adrenales, que no llegd a ser estadisticamente significativo

para la adrenal izquierda (Tabla 8).
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Tabla 8. Media + eem del peso (en mg/100 g de peso corporal) del utero, adrenal izquierda,
adrenal derecha y ambas, en animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al
nacimiento. A los 28 dias de edad fueron sometidos a una operacién simulada (OS) o seccion del
NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro
vaginal.

Grupo Utero Adrenal Adrenal Ambas
P Izquierda Derecha Adrenales
Vh-n+0S (11) 142.8+5.0 14.4+£0.9 14.8+ 0.7 29.2+1.5
Cap-n+0S (8) 1458+ 7.8 16.4+£1.3 16.4+1.6 326+25
Vh-n+SNOI (10) 134.1+£3.2 13.9+1.1 13.3£0.7 27.2+1.6
Cap-n+SNOI (9) 141.6 £9.2 16.4+£0.9 15.3 £ 0.5* 31.7+£14"
Vh-n+SNOD (11) 142475 14.8+0.5 14.3+0.8 29.1+141
Cap-n+SNOD (9) 1446 £6.7 13.8+0.7 13.1£0.7 269+1.2
Vh-n+SBNO (8) 147.5+6.9 159+ 0.6 128+ 04 28.6+0.8
Cap-n+SBNO (6) 1374+7.9 16.0+1.3 14.2+11 302+24

( ) Numero de animales por grupo.

* p<0.05 vs. Vh-n+SNOI, prueba de t-student.

Timo y bazo

La seccion unilateral o bilateral del NOS en la rata inyectada al nacimiento con
capsaicina no modific6 de manera significativa el peso del timo. En las hembras con
seccion del NOS izquierdo resultd en un incremento en el peso del bazo, comparado con

el grupo con vehiculo (Tabla 9).
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Tabla 9. Media + eem del peso (en mg/100 g de peso corporal) del timo y bazo, en animales
tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento. A los 28 dias de edad fueron
sometidos a una operacién simulada (OS) o seccion del NOS izquierdo (SNOI), derecho (SNOD) o
bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Grupo Timo Bazo
Vh-n+0S (11) 293.3+114 360.6 + 37.8
Cap-n+0S (8) 325.3+14.2 388.9 £ 25.3

Vh-n+SNOI (10) 302.6 + 13.6 348.3 + 20.0
Cap-n+SNOI (9) 309.2 +22.5 430.6 + 26.1*

Vh-n+SNOD (11) 319.0+ 134 377.6 +51.8
Cap-n+SNOD (9) 300.7 £ 104 405.9 +39.2

Vh-n+SBNO (8) 310.6 + 14.9 368.2 +17.7
Cap-n+SBNO (6) 340.1 £ 23.6 374.9 £ 36.0

( ) Namero de animales por grupo.
* p<0.05 vs. Vh-n+SNOI, prueba de t-student.

Hormonas Esteroides

En las hembras tratadas al nacimiento con capsaicina la seccion unilateral o bilateral
del NOS no modificé la concentracion de progesterona. En las ratas que fueron sometidas
a una operacion simulada se observé una mayor concentracion de la hormona, que no
llegd a ser estadisticamente significativo, respecto al grupo tratado con vehiculo (Figura
11A). La seccién del NOS izquierdo en las ratas inyectadas con vehiculo resulté en una
menor concentracion de estradiol, si se compara con el grupo tratado con vehiculo pero
sometido a la operacion simulada (6.67 + 1.47 vs. 22.83 + 4.48, p<0.05 prueba de t-
student).

En el grupo tratado con capsaicina la seccion del NOS izquierdo resultd en una
menor concentracion de estradiol, comparado con el grupo tratado con vehiculo (Figura
11B).

En todos los grupos experimentales la concentracion de testosterona estuvo por

debajo de la sensibilidad del método.
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Figura 11. Concentracién sérica de hormonas esteroides: progesterona (A) y 17 B-estradiol
(B) de animales tratados con vehiculo (Vh-n) o capsaicina (Cap-n) al nacimiento. A los 28 dias de
edad fueron sometidos a una operacién simulada (OS) o seccion del NOS izquierdo (SNOI),
derecho (SNOD) o bilateral (SBNO) y sacrificados en el dia del primer estro vaginal.
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* p<0.05 vs. Vh-n+SNOI, prueba de t-student.
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XI11. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos llevan a sugerir que el inicio de
la pubertad es modulado por las hormonas del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y por la
informacion sensorial del plexo ovarico y la simpatica que llega al ovario por el nervio
ovarico superior.

En el presente estudio la seccion del nervio ovarico superior realizada al final de la
etapa infantil o juvenil no modifico el inicio de la pubertad, resultados semejantes han sido
reportados por Aguado y Ojeda (1984b) y Morales y col. (1993) quienes han mostrado
que la seccién unilateral o bilateral del nervio ovarico superior no modifica el inicio de la
pubertad.

Lara y col. (1990b) mostraron que la eliminacion de las fibras simpaticas por la
administracion neonatal de guanetidina resulta en un retraso de la pubertad. Es posible
que esto sea es resultado de eliminar las fibras simpaticas que llegan a la glandula
suprarrenal y no sélo las que arriban al ovario. En apoyo a esto se ha visto que la
extirpacion de la médula suprarrenal induce retraso de la pubertad (Aguado y Ojeda,
1984a).

Algunas evidencias muestran que los efectos de la denervacién sensorial por
administracién de capsaicina dependen de la cepa que se utiliza y de la edad a la que se
realiza la aplicacion del farmaco. Traurig y col. (1984b) inyectaron la capsaicina a ratas un
dia después de su nacimiento y observaron que la perdida de fibras sensoriales ocasiona
un retraso en la edad de apertura vaginal, lo cual fue explicado en funciéon de una
disminucion en el peso corporal. Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que
dicho retraso no se presenta cuando se administra el agente neurotdxico el dia del
nacimiento de las ratas, pero si se observa cuando se administra al dia tres de vida
(Moran y col.,, 2003). De acuerdo a estas evidencias experimentales, en la rata la
canalizaciéon espontanea de la vagina parece ser modulada por la informacién que
transportan las fibras sensoriales, pero su modulaciéon depende de la edad del animal.

Lara y col. (1990a) mostraron que la destruccion de las fibras nerviosas ovaricas,
por la administracion de un anticuerpo para el factor de crecimiento neural (ab-NGF),
ocasiona un retraso en el inicio de la pubertad, si bien ellos propusieron que el efecto era
ocasionado por la perdida de las fibras simpaticas, cabe senalar que ante la falta del NGF
no solamente mueren las fibras simpaticas sino también un grupo de fibras sensoriales,

particularmente de tipo C, sensibles a la capsaicina (Julius y Basbaum, 2001). Por estas
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evidencias, es posible sugerir que los mecanismos neuroendocrinos que conllevan a la
pubertad son regulados tanto por las fibras simpaticas como por las sensoriales, ademas
de la participacién hormonal, donde la informacion transportada por las fibras sensoriales
podria estar modulando la actividad de las fibras nerviosas simpaticas o bien, podrian
actuar de forma sinérgica, tal y como ha sido propuesto en un modelo experimental
diferente por Simmons (2001) quien senala que la SP, presente en las fibras sensoriales,
ejerce un efecto excitatorio sobre las fibras ganglionares simpaticas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, pensamos que existe
una regulacioén bidireccional entre las fibras simpaticas y las sensoriales. En apoyo a esta
hipétesis mostramos que en la rata con denervacidn sensorial, la seccion del nervio
ovarico superior izquierdo o la bilateral, realizada al final de la etapa infantil, ocasion6
retraso en la edad de la canalizacion vaginal.

El hecho de que en las hembras con denervacion sensorial al nacimiento, se
modifique el inicio de la pubertad solamente cuando se secciona el NOS izquierdo o
ambos nervios, puede ser explicado por la existencia de una asimetria en la funciéon
ovarica o en el numero de fibras que arriban a la gonada. Asi Klein y Burden (1988)
sefalan que el ovario izquierdo presenta una mayor densidad de fibras que el derecho.
Por otra parte, han sido reportadas varias asimetrias en la anatomia de la inervacién
periférica (Gerendai y col., 1997), por tanto, no podemos descartar que en el caso
concreto de la informacion aferente-eferente al ovario ocurra lo mismo.

Gerendai y Halasz (1978) mostraron que en la rata adulta, la simpatectomia
inducida por la administracion local del agente neurotéxico 6-OHDA en uno de los ovarios,
resulta en una respuesta compensadora por parte del ovario intacto, semejante a lo que
se presenta en el animal hemicastrado. En nuestro estudio, la seccion unilateral del nervio
ovarico superior resulté en una ovulacion compensadora por parte del ovario inervado,
donde ademas la génada denervada presenté menor cuota ovulatoria.

En el caso de los animales con seccidén unilateral del nervio ovarico superior la
respuesta ovulatoria se presenta de manera lateralizada y la respuesta compensadora del
ovario depende de la integridad de la inervacién sensorial. Lo cual nos indica que la
inervacion sensorial podria tener un papel modulador estimulante sobre la inervacion
simpatica, ya que cuando se realiza la denervacion sensorial al nacimiento, por la
administracion de capsaicina, se pierde el efecto de lateralizacion en el numero de

ovocitos liberados, en respuesta a la seccion del nervio ovarico superior. Esto podria
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indicar que entre las fibras simpaticas y las sensoriales se establece una especie de
circuito neural que modula la ovulacion.

Previamente se ha mostrado que la seccion bilateral del nervio ovarico superior no
modifica la concentracién sérica de FSH y LH (Aguado y col.,, 1984b). Es ademas
evidente que en el animal con seccion de ambos nervios la respuesta ovulatoria no resulta
de la sumatoria de los efectos provocados por la seccidén del nervio ovarico izquierdo y
derecho. Algunos autores han planteado en la hembra con seccién bilateral del nervio
ovarico, la existencia de otros mecanismos neurales que permiten que la ovulacion se
presente de manera normal (Aguado y col., 1984; Chavez y col., 1991; Morales y col.,
1993, 1998).

En la rata que es sometida a la denervacion sensorial al nacimiento y a la seccién
bilateral del nervio ovarico superior al final de la etapa infantil o juvenil, se observa que
disminuye la cuota ovulatoria y la concentracién sérica de LH. Esto podria indicar que las
fibras sensoriales modulan la secrecion de LH. En apoyo a esta interpretacion, Cotton y
col. (1983), observaron que en la rata adulta que habia sido denervada en la etapa
neonatal por la administracion de capsaicina, los “picos” preovulatorios de LH y FSH
presentaron una atenuacion.

Otra posible explicaciéon a la disminucion del nimero de ovocitos liberados en los
animales con denervacidén sensorial y simpatica es que no existi6 un microambiente
adecuado durante el proceso de crecimiento y diferenciacion de los foliculos, esto al no
existir las vias neurales aferentes y eferentes al SNC, durante el proceso de maduracion
de los foliculos. Por ultimo no podemos descartar que la inervacion sensorial tenga una
participacion directa en los eventos que culminan con la ovulacion. Calka y col. (1988)
observaron fibras inmunorreactivas a CGRP en estrecha relacién con los foliculos en
desarrollo, de tal modo que la eliminacion de las fibras sensoriales podria modificar de
manera importante el microambiente alrededor del foliculo, y con ello la maduracion final
del foliculo que culmina con la ovulacion.

La seccion unilateral del nervio ovarico superior se acompana de disminucion en el
peso del ovario denervado, esto en parte se podria explicar por la disminucion en el
nuamero de cuerpos luteos recién formados o por una menor cantidad de foliculos, tal y
como ya se ha mostrado que ocurre en la rata prepuber (Moran y col., 2000).

Garraza y col. (2004) encontraron que la NA, la SP, el NPY y el VIP estimulan la
sintesis de progesterona por los ovarios en estudio in vitro, pero este resultado solo se

obtiene en ovarios que fueron extraidos el dia del diestro dos, lo que indica que la
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participacion de los neuropéptidos en la regulacion de la esteroidogénesis depende del
ambiente neuroenddcrino en el que se encuentre la gonada. Esto podria extrapolarse a
los resultados observados en el presente estudio, donde la mayor parte de diferencias se
encontraron cuando se realizé la seccion de nervio ovarico superior al final de la etapa
infantil, no asi cuando se efectud al final de la etapa juvenil.

En las hembras con la inervacién sensorial intacta pero con seccion bilateral del
nervio ovarico superior se observd disminucién en la concentracion de hormonas
esteroides ovaricas. Estos resultados confirman los obtenidos previamente (Moran y col.,
2000) y apoyan la idea de que la inervacion simpatica participa de manera estimulante en
la modulaciéon de la secrecion de las hormonas ovaricas (Dissen y Ojeda, 1999; Moran y
col., 2000). En los grupos con denervacion unilateral la concentracién de las hormonas
esteroides fue semejante al del grupo testigo, resultados que nos permiten sugerir que el
ovario que conservo intacta su inervacion presenté un efecto compensador, que permitio
la homeostasis.

Las fibras simpaticas estarian modulando la esteroidogénesis via la activacion de
los receptores Br-adrenérgicos (Aguado y col., 1984a y b), y por el aumento en la sintesis
de los componentes del complejo enzimatico que rompe la cadena lateral del colesterol
(Dissen y Ojeda, 1999). Los péptidos que llegan por la inervacién simpatica también
participan en la modulacién de la foliculogénesis y el desarrollo folicular, ya que
promueven el crecimiento de foliculos y la diferenciacion bioquimica de los receptores a
FSH (Malamed y col., 1992; Mayerhofer, y col., 1997).

La disminucién observada en la concentracion de estradiol en los grupos tratados
con capsaicina, independientemente de si fueron sometidos o no a la seccién del nervio
ovarico superior al final de la etapa juvenil, puede indicar la posible modulacién que ejerce
la inervacion sensorial sobre la actividad de las fibras simpaticas en el proceso de
esteroidogénesis. O bien de la accién directa de las fibras sensoriales sobre las
esteroidogénesis, tal y como ha sido propuesto que ocurre en la rata adulta (Truijillo y
Riboni, 2002).

El incremento del peso del utero observado en las ratas tratadas con capsaicina y
sometidas a seccion del nervio ovarico superior derecho no es debido a un aumento en la
concentracion sérica de estradiol, lo que podria indicarnos que el utero se torna mas
sensible a los estrégenos circulantes, dado por un incremento en el numero o en la

afinidad de los receptores a la hormona en el tejido.
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Se ha reportado que la seccion bilateral del nervio ovarico superior no afecta la
concentracion sérica de gonadotropinas (Aguado y Ojeda 1984b). En el presente trabajo
se observd disminucion en la concentracion sérica de LH cuando se efectud la seccion
bilateral del nervio ovarico superior a ratas de 20 dias de edad, que fueron denervadas al
nacimiento con capsaicina. La disminucion de la concentracion de LH podria deberse a la
falta de las fibras sensoriales, de lo que resulta que se requiere de ambos tipos de
inervacién para que la informacion originada en las génadas sea correctamente integrada
a nivel central.

En el presente estudio se observd que los efectos de la seccion del nervio ovarico
superior son mas drasticos cuando ésta se realiza al final de la etapa infantil. Esto podria
ser explicado en funcion de que aparentemente la participacion de las fibras nerviosas
que entran al ovario, via el nervio ovarico superior, depende de la etapa de desarrollo de
la rata hembra. En apoyo a esto Chavez y col., (1991) mostraron que en la rata
hemicastrada, l|a respuesta compensadora que se presenta después de la seccién del
nervio ovarico depende del dia del ciclo en el que se realiza la denervacién. Por otra
parte, D"Albora y col. (2002) mostraron que en la rata Wistar el nimero de neuronas
intrinsecas ovaricas (de caracter catecolaminérgico) disminuye conforme avanza la edad.

En el ovario se ha detectado la presencia de terminales nerviosas que son
inmunorreactivas tanto a VIP como a PACAP (Dissen y Ojeda, 1999), asi como de sus
receptores, por lo que se ha propuesto que podrian actuar como reguladores locales en la
actividad gonadal (Mayerhofer y col., 1997; Vaudry y col., 2000). Gras y col. (1999)
observaron que el PACAP es un estimulador paracrino de la acumulacién de
progesterona y posterior luteinizacion de células de la granulosa. La expresion del
PACAP en células esteroidogénicas ovaricas es transitoria y esta confinada al periodo
periovulatorio en células de la granulosa de foliculos preovulatorios, en células de la teca
de foliculos maduros e inmaduros y en la glandula intersticial (Gras y col., 1999). Estas
evidencias experimentales concuerdan con nuestros resultados, donde observamos que
la participacion de la inervacion esta en funcion del ambiente neuroenddcrino del animal.

Con los resultados del presente estudio apoyamos nuestra hipotesis de que a nivel
del ovario, existe una relacion bidireccional entre la informacion que transcurre por las
fibras simpaticas y las sensoriales, éstas ultimas sensibles a la capsaicina.

Estudios previos apoyan esta propuesta a nivel de varios tejidos. Tal es el caso del
realizado por Simmons (2001) quien observd que la SP, liberada por fibras sensoriales,

ejerce un efecto excitatorio sobre las neuronas del ganglio simpatico. Hasan y Smith
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(2000), observaron que la actividad secretora de las fibras parasimpaticas del ganglio
pterigopalatino es influenciada por las fibras simpaticas del ganglio cervical superior. Las
fibras simpaticas liberan noradrenalina que se une a un receptor en las fibras
parasimpaticas, lo que estimularia la sintesis del ARNm y la posterior produccion de NGF.
Este ultimo, se une al receptor trkA presente en las fibras simpaticas, con lo que se
refuerzan las asociaciones axo-axonales entre las fibras auténomas. Es posible que a
nivel del ovario se presente este tipo de relacién funcional entre las fibras simpaticas,
contenidas en el nervio ovarico superior y las fibras sensoriales sensibles a la capsaicina.

Algunos estudios electrofisiolégicos también apoyan la idea de una relacion
funcional entre las fibras simpaticas y las sensoriales. Stener-Victorin y col. (2000)
mostraron que en ratas con ovario poliquistico, la estimulaciéon eléctrica de las fibras
sensoriales de tipo Ad y posiblemente también las de tipo C, disminuye la actividad
eléctrica de las fibras simpaticas.

Por otra parte, se ha reportado que la pérdida de fibras sensoriales o parasimpaticas
ocasiona un incremento en la densidad de fibras simpaticas en la regién denervada, y a la
inversa, la pérdida de la inervacién simpatica ocasiona un incremento de fibras
sensoriales o parasimpaticas. Ralevic y col. (1995) mostraron que la denervacion
sensorial con capsaicina ocasiona una hiperinervacion simpatica en la arteria
mesentérica. Este comportamiento también se ha observado en el iris del ojo (Luthman y
col., 1989) y en el tejido parametrial del Utero (Brauer y col., 1994). Se ha propuesto que
la causa del incremento en la densidad de un tipo de fibras, posterior a una denervacion,
es ocasionado por un cambio en el microambiente que rodea a las fibras nerviosas
remanentes o bien, a que hay una mayor disponibilidad de NGF para las fibras que no
han sido destruidas (Hasan y Smith, 2000).

Nuestros resultados nos permiten sugerir que la inervacion simpatica regula de
manera estimulante la ovulacion y la secreciéon de hormonas esteroides. Donde las fibras
de naturaleza sensorial estarian modulando de una manera “fina” la accion de la
inervacion simpatica sobre el foliculo ovarico. No descartamos que la informacion
sensorial que llega al ovario actie directamente sobre el foliculo ovarico, especificamente
sobre las células de la teca.

Finalmente, las fibras sensoriales serian las encargadas de “recoger” la informacion
a nivel del ovario y de llevarla a los centros superiores donde se procesa y produce una

respuesta, la cual seria enviada a las génadas via el nervio ovarico superior.
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XIIl. CONCLUSIONES

e En la rata con seccion unilateral o bilateral del nervio ovéarico superior, el inicio de
la pubertad depende de la edad en la que se realiza la cirugia y de la
integridad de la inervacién sensorial.

o El efecto compensador observado en las hembras con seccién unilateral del nervio
ovarico superior depende de la integridad de la inervacién sensorial.

e Es posible que el proceso ovulatorio resulte de la integracion de la informacion
proveniente de las fibras simpaticas y las sensoriales, estableciendo asi un
circuito neural que regula la ovulacion.

e La regulacion de la secreciéon de LH depende de la integridad de las fibras
simpaticas y sensoriales.

e La modulacion estimulante que ejercen las fibras simpéticas, que provienen del
nervio ovarico superior, podria ser regulada por las fibras de naturaleza

sensorial.
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