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Resumen

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es un desorden neuroendocrino frecuente y la causa
principal de infertilidad por anovulacion. EI SOP puede ser tratado farmacol6gicamente y
quirargicamente, sin embargo, los sintomas de la anovulacion, los trastornos de implantacién
y las pérdidas de embarazo contintan. En el Utero se ha reportado que el SOP afecta el
endometrio y aumenta la tasa de hiperplasia endometrial y cancer de endometrio. Se sabe que
altera de manera negativa el desarrollo celular uterino, provocando un crecimiento no
deseado, por lo que esto podria estar implicado en los problemas de implantacién. Estudios
indican que a concentraciones bajas de Capsaicina, los receptores TRPV1 son un modulador
positivo del desarrollo folicular. Debido a las caracteristicas bioquimicas, el receptor TRPV1
es un canal de cation no selectivo dependiente de ligando con alta permeabilidad a Ca*2 Se
ha encontrado el receptor TRPV1 en el Gtero, asi como en las fibras sensoriales que lo inervan,
por lo cual, nuestro objetivo fue conocer el efecto de los receptores TRPV1 en el desarrollo
celular uterino de cobayas Hartley inducidas con sindrome de ovario poliquistico. Para este
trabajo se emplearon 20 cobayas Hartley que fueron obtenidas de madres gestantes y
clasificadas aleatoriamente en los diferentes grupos experimentales. Se formaron cuatro
grupos, el grupo Control (animales intactos; n=5), el grupo Vehiculo (0.6 Ul de solucién
Hartman via oral; n=5) diariamente por 20 dias, el grupo Letrozole (1mg/kg de peso de
Letrozole via oral; n=5) diariamente por 20 dias y Letrozole/Capsaicina (Letrozole 1 mg/kg
de peso de Letrozole via oral; n=5) diariamente por 20 dias y Capsaicina 1nM via subcutanea
por 20 dias diariamente. Al finalizar los tratamientos las cobayas se anestesiaron con CO, y
se perfundieron con SSI y PBS-paraformaldehido (PBS-PF) al 4% por via intracardiaca. Se
obtuvieron los Uteros, los cuales se incluyeron en parafina y se realizaron cortes histologicos
que fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina, otros con la tincion de Tricromica de Masson y
a otros se les realizo la técnica de inmunohistoquimica para TRPV1. Como resultados se
obtuvo que el tratamiento con Capsaicina disminuy6 el grosor del Gtero, en especial del
endometrio y epitelio ciliar, disminuy6 la hiperplasia endometrial, asi como disminuy6 el
nimero de glandulas endometriales y modificod su tamafio y la forma irregular de las
estructuras durante el SOP, indicadores de mejoria y factor positivo para la prevencion del
cancer endometrial, y aumentd el ndmero de células positivas al receptor TRPV1 en el
perimetrio, endometrio y epitelio ciliar. Concluimos que el tratamiento con Capsaicina puede
modular el desarrollo celular uterino de cobayas Hartley durante el SOP.



1. INTRODUCCION
1.1 Sindrome de Ovario Poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es un desorden neuroendocrino frecuente y la
principal causa de infertilidad por anovulacion (Azziz et al., 2004). Originalmente fue descrito como
un cuadro clinico caracterizado por la presencia de ovarios con pequefios quistes, amenorrea,
hirsutismo y obesidad (Stein, Leventhal, 1935) (Chiliquinga Villacis Sixto et al., 2017). En 1990,
el National Institutes of Health (NTH) lo definié como la "presencia de hiperandrogenismo asociado
a anovulacion crdnica sin otra causa especifica de enfermedad adrenal o hipofisiaria que curse con
irregularidades menstruales o exceso de androgenos", sin considerar el aspecto morfologico de los
ovarios (Badawy, Elnashar, 2011) y se diagnostica en 6-10% de las mujeres en edad reproductiva
(Asunciéon et al.,, 2000; Bozdag et al., 2016). Posteriormente, las sociedades europeas y
norteamericana de reproduccion crearon los criterios de Rotterdam donde se propuso una nueva
definicion del sindrome: oligovulacion y/o anovulacién, hiperandrogenismo clinico y/o bioquimico e
incorpord la presencia de morfologia de ovarios poliquisticos a través de la ultrasonografia. Se
diagnostica con SOP a las mujeres en edad reproductiva que cuenten con la presencia de dos de las 3
caracteristicas mencionadas anteriormente (Rotterdam, 2004). Bajo este nuevo criterio, 19% de las
mujeres en edad reproductiva son diagnosticadas con este sindrome (March et al., 2010; Yildiz et al.,
2012).

La anovulacion o la oligovulacion son los principales sintomas del SOP. Ademas, algunos de
los quistes producen andrégenos, lo cual causa hiperandrogenismo, dando como resultado la
virilizacion o expresion de caracteres masculinos en las mujeres. Los signos visibles de
hiperandrogenismo incluyen aumento de peso, grasa abdominal y subcutanea, hirsutismo (vello facial
y corporal), alopecia de patron masculino (pérdida de cabello), clitoromegalia (agrandamiento del
clitoris), voz profunda, seborrea (piel grasa), acné, etc. (Madnani et al., 2013).

Aparte de las caracteristicas morfologicas, existen otras alteraciones. La resistencia a la
insulina es un sintoma muy importante en el SOP que puede desencadenar en hiperinsulinemia, lo
cual puede conducir a diabetes mellitus (Sirmans et al., 2013). El alto nivel de insulina es el
responsable del aumento en el deposito de grasa del area abdominal, por lo cual, la mayoria de las
mujeres con SOP tiene un indice de masa corporal (IMC) igual o mayor a 30. Otras comorbilidades
del SOP son hipertension, problemas cardiovasculares y dislipidemia (Teede et al., 2010).

1.2 Relevancia clinica

El SOP es una endocrinopatia alarmante. No es una enfermedad unica, sino que abarca un
grupo de ellas, cuyos casos estan en un fuerte aumento. No solo perjudica la fertilidad en las mujeres,
sino que afecta su estado general de salud, que perdura mas alla de la menopausia (Patel, 2018).

Se ha observado que los complejos trastornos endocrinos y metabdlicos que se desarrollan en
el SOP también afectan el endometrio y aumentan la tasa de hiperplasia endometrial y cancer de
endometrio 2-3 veces (Barry et al., 2014; Gottschau et al., 2015). En el SOP, se informa infertilidad
debido a anovulacion y baja calidad de ovocitos. Aunque la ovulacion se trata farmacologica y
quirargicamente, los trastornos de implantacion y las pérdidas de embarazo continian. Ademas, se
informa un aumento del riesgo de aborto asociado con obesidad, razones cardiovasculares y
metabdlicas en SOP (Pratip al., 2013). Ademas, se han informado las anormalidades del fenotipo y
la funcion endometrial y se sugiere que el aborto puede ocurrir debido a estos cambios endometriales
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(Wang et al., 2001; Giudice et al., 2006). Sin embargo, la tasa de incidencias entre el SOP y abortos
espontaneos sigue siendo incierto debido a su amplia variaciéon en diferentes estudios (Rai et al.,
2000).

En la actualidad, desafortunadamente, no hay medicamentos aprobados por la “Food and Drug
Administration, FDA” con el propdsito unico de tratar el SOP (Vitek et al., 2015). Ademas, hay pocos
farmacos indicados y aprobados para el tratamiento de los sintomas como la anovulacion, el
hirsutismo, la alopecia y el acné; pero ninglin tratamiento para las afectaciones celulares del utero y
sus problemas de implantacion, esto debido a la falta de estudios a profundidad. E1 SOP es una
enfermedad dificultosa desde el punto de vista del manejo clinico y un reto desde el punto de vista de
la investigacion cientifica, ademas de ser, en ocasiones, una vivencia frustrante para las mujeres
(Carazo-Hernandez et al., 2014).

1.3 Tejidos involucrados en el SOP
1.3.1 Ovario

El ovario es un organo par, que funciona como una glandula sexual femenina. Secreta
hormonas endocrinas, principalmente estradiol y progesterona. Ambas hormonas son las responsables
de las caracteristicas femeninas, ademas de promover la foliculogénesis (desarrollo de ovocitos y
foliculos).

En las cobayas los ovarios son de color blanco amarillento, tienen forma oval ligeramente
aplanada, estan presentes de forma caudal al polo ventral del rifion, poseen un tamaiio aproximado de
3-6 x 2-4 x 2-3 mm. Los oviductos se proyectan lateralmente a la bolsa ovarica hacia el mismo
extremo del cuerno uterino, tienen unos 6 mm de largo y Imm de didmetro, poseen un gran
infundibulo (Bitzinger, 2008).

El epitelio superficial cuboidal que recubre a los ovarios se denomina epitelio germinal.
Directamente debajo de este epitelio se localiza la tinica albuginea que es una capa de tejido
conjuntivo denso fibroso con células fusiformes. Su funciéon es eminentemente protectora. Cada
ovario se subdivide en:

e Corteza: abarca la mayor parte del ovario, estd formada por el estroma, tejido similar al
conectivo, pero con una gran cantidad de células respecto a la matriz extracelular, y posee
pocas fibras reticulares y de coldgeno. El estroma esta altamente vascularizado. Entre las
células del estroma se encuentran los foliculos ovaricos en distinto estado de maduracion.

e Me¢édula: tejido conectivo fibroelastico laxo con una vascularizacién muy abundante, al
igual que contiene varios vasos linfaticos y nervios (Megias et al., 2019).

Los foliculos se localizan en la corteza, tienen distintos estadios de desarrollo, contienen al
ovocito que esta rodeado de células de la granulosa en una o varias capas, estas células nutren al
ovocito durante su desarrollo y secretan estrogenos a medida que el ovocito aumenta de tamafio. Las
distintas etapas del desarrollo folicular son las siguientes:

e Foliculo primordial: los foliculos primordiales son aquellos que presentan el ovocito
rodeado de una monocapa celular, constituida en lo general por 4 a 8 células de la granulosa
de forma fusiforme.

e Foliculo primario: el ovocito se caracteriza por estar rodeados de una capa de células de la
granulosa esféricas; a medida que el foliculo crece crea una capa de glucoproteinas



denominada zona pelucida, que se forma entre el ovocito y la granulosa. La capa externa
de la granulosa esta rodeada por la teca folicular.

e Foliculo secundario: la teca se diferencia en dos regiones; teca interna, vascularizada de
células secretoras cuboides y teca externa o capa de tejido conectivo y fibras de colageno.
En el foliculo secundario, la granulosa inicia la secrecion de liquido folicular compuesto
por inhibina, folistatina, activina, progesterona y estradiol.

e Elfoliculo de Graaf, también denominado foliculo terciario antral maduro o preovulatorio,
es un foliculo de mayor tamafio que contiene liquido folicular y esta listo para romperse y
liberar al ovocito en la ovulacion.

e Cuerpo luteo: El cuerpo luteo también denominado cuerpo amarillo, se forma después de
la ovulacion y tiene células transformadas de un foliculo de Graaf. Produce progesterona,
estrogenos, relaxina e inhibina.

e Cuerpo Albicans: El cuerpo luteo se degenera y se convierte en tejido de cicatrizacion.

Solamente una pequeia fraccion de los foliculos ovaricos presente en el ovario fetal lograra
completar su maduracion hasta alcanzar la etapa de ovulacion, de forma tal que su destino mas comun
es el de sufrir atresia. La atresia folicular es un proceso mediante el cual los foliculos se degeneran y
son invadidos por macrofagos antes de llegar a la etapa de foliculo maduro. La atresia folicular puede
afectar al foliculo en cualquier parte del desarrollo. Este proceso permite la ovulacion tnica en cada
ciclo menstrual o estral.

Cuando la atresia afecta un foliculo primordial, el contorno del oocito se hace irregular y
las células de la granulosa disminuyen de volimen separandose unas de otras. El oocito y células de
la granulosa entran en autdlisis, dejando un espacio que es rapidamente ocupado por células
de estroma. En las foliculos en crecimiento, el proceso degenerativo es similar, observandose
una zona pelucida muy resistente. Esta se vuelve ondulada y plegada después del comienzo de la
atresia debido al colapso del foliculo, pero el material que la forma persiste por mas tiempo que
las células foliculares. Cuando la atresia afecta a un foliculo muy avanzado en su crecimiento se forma
gran cantidad de material en degeneracion, que provoca la migracion de macrofagos. Mientras se
eliminan los restos del foliculo atrésico, las células del tejido conjuntivo invaden la zona y forman un
area colagenosa. Estas fibras son finalmente reabsorbidas y sustituidas por estroma (McGee et al.,
2000; Knight et al., 2006).



Epitelio germinal Cuerpo liteo

Tanica albuginea

Corteza ovarica
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Fig. 1 Corte histologico de ovario de rata Wistar. Micrografia representativa de corte histoldgico
teflido con hematoxilina & eosina. Amplificacion, 4X (Soriano Vazquez 2019).

Irrigacion del ovario

La irrigacion sanguinea de los ovarios se da a través de las arterias ovaricas, originadas a partir
de la aorta a nivel del origen de las arterias renales, o como ramas de las arterias renales, por troncos
comunes con las arterias renales. Las ramas de ovario y las trompas forman bobinas en espiral en
torno a su eje longitudinal cuando se acercan al ovario. El drenaje venoso del ovario se da a través de
varias venas pequefas. En el hilio generalmente se unen con un gran afluente del utero para formar
una sola vena ovarica correspondiente a la arteria ovarica. Estas venas estan en contacto cercano con
las arterias correspondientes. En el pediculo ovarico, las ramas arteriales ovaricas comunmente se
encuentran en espiral alrededor de los afluentes venosos ovaricos. La vena ovérica derecha finalmente
se une a la vena cava y la vena ovarica izquierda se abre en la vena renal izquierda (Hossain & O'shea,
1983).

Inervacién del ovario

El ovario esta inervado por el plexo ovarico, formado por fibras del sistema nervioso autdnomo
que provienen de los plexos aorticos abdominales y renales. Estas fibras son vasomotoras y también
sensitivas y trasmiten el dolor de origen ovarico.

1.3.2 Utero

El utero de los roedores posee una anatomia bicorne, esta formada por dos cuernos uterinos los
cuales convergen hacia la region caudal formando el cuerpo uterino, el cual contintia hasta el cuello
uterino (Mossman, 1977).

El utero es la estructura dentro de la cual se implanta el 6vulo fertilizado para desarrollarse
durante el embarazo. El 6vulo luego se implanta en el endometrio, donde recibe alimento de los vasos
sanguineos desarrollados exclusivamente para ese fin. A medida que el embrion crece y madura, el
utero se expande para soportar el embarazo. (Shirasuna & Iwata, 2017).

En las cobayas, los cuernos uterinos se suspenden por los ligamentos anchos de la pared
abdominal dorso lateral. El cuerpo uterino es de unos 12 mm de longitud y unos 10 mm de diametro,
disminuyendo en tamafio de craneal a caudal. El cuerpo posee unos 45 mm de longitud debido a un
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ligamento intercornual bien desarrollado. Los cuernos uterinos se unen en el cuello uterino y el cérvix
los abre a la vagina. El cuello del ttero se caracteriza por una serie de pequefias crestas de mucosa
que se extienden caudo medial a sus paredes laterales para converger en la linea media ventral. El
cuello del utero es de unos 25 mm de largo, aproximadamente 14 mm de didmetro cranealmente y 5
mm de didmetro en su extremo caudal (Wagner, 2014).

Fig. 2 Sistema reproductivo de la cobaya hembra (Bishop, 2000).

La pared del ttero esta formada por tres capas de tejido:

e Perimetrio: cobertura externa y delgada de tejido conectivo que se halla por debajo
del peritoneo cubriendo el utero.

e Miometrio: capa media y gruesa de musculo liso constituido por tres capas: una capa
externa de fibras longitudinales, una capa media plexiforme en la que predominan
las fibras circulares y una capa interna donde predominan las fibras longitudinales.

e Endometrio: membrana mucosa que tapiza la cavidad uterina. Esta formado por
glandulas tubulares simples revestidas por epitelio cilindrico ciliado y rodeado por
estroma. Presenta dos capas: una capa funcional que se disgrega en cada
menstruacion, y una capa basal que no presenta cambios funcionales (Ross, 2008).
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Fig. 3 Microfotografia de Gtero de cobaya Hartley en seccion transversal tefiido con Hematoxilina-
Eosina a 10X. La linea amarilla representa la capa del perimetrio, la linea negra la capa de miometrio,
la linea verde la capa del endometrio y la linea roja representa el epitelio ciliar uterino. Las glandulas
uterinas estan sefialadas por flechas naranjas (Foto tomada en el Laboratorio de Neuroendocrinologia
de la FCQ-BUAP).

Irrigacion del Gtero de la cobaya

El utero de cobaya, asi como sus oviductos, reciben suministro de sangre de un asa arterial
formada por la anastomosis de la arteria uterina con la arteria ovarica ipsilateral. La arteria uterina
en ambos lados surge de la arteria iliaca interna aproximadamente 0-5 cm después de su origen y es
su primera sucursal importante. Las arterias ovaricas surgen de la aorta aproximadamente el mismo
nivel que las arterias renales (es decir, entre la parte caudal de la decimotercera vértebra toracica y la
mitad de la primera vértebra lumbar), que puede ser simple o doble para cada rifion.

Ocasionalmente, la arteria ovarica derecha comparte un tallo comun con una arteria renal. El
utero es suplido por arterias que surgen en forma radial desde el asa arterial utero-ovarica, corrida de
1 a 3 cm en el mesometrio, y se ramifica y anastomosa libremente en la pared uterina. Una vena
relativamente ancha corre desde la parte mas lateral del asta uterina. En el lado derecho, la vena
ovarica ingresa a la vena cava junto con la vena renal. Las venas uterinas se unen invariablemente a
las venas iliacas externas ipsilaterales junto con las venas iliacas internas (N. Egnud, 1974).

Inervacion del Gtero de la cobaya

El utero es suplido por nervios simpaticos, parasimpaticos y sensoriales que inervan
principalmente los vasos sanguineos y el musculo liso miometral. En cobayas y humanos, una parte
considerable de la inervacion simpatica del cuerpo uterino y del cuello uterino surge de las neuronas
en el plexo pélvico ubicado en la union ttero-vaginal. La densidad de inervacion es mas pesada en el
extremo tubdrico del asta uterina y el cuello uterino que en las partes principales del asta/cuerpo
uterino. Los nervios colinérgicos al titero se originan principalmente en los ganglios paracervicales y
entran al Utero a través del plexo pélvico. Existe una considerable variacion entre especies en la
densidad de los nervios colinérgicos uterinos, que esta bien desarrollada en ratones y humanos, pero
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casi ausente en cobayas. NPY co-localiza con acetilcolina (Ach) en neuronas de los ganglios
paracervicales que inervan el cuello uterino. El miometrio estd inervado por fibras aferentes
inmunorreactivas para una gama de co-transmisores que incluyen SP, CGRP, VIP, NOS,
neuroquinina A, galanina (GAL) y secretoneurina.

En la mayoria de las especies de mamiferos, el endometrio estd mal inervado por fibras
nerviosas auténomas y aferentes, y los presentes estan principalmente asociados con los vasos
sanguineos. En las cobayas, las capas endometriales basales y funcionales contienen nervios positivos
a la acetilcolinesterasa que pueden estar involucrados en el control de la secrecion endometrial.
Muchas fibras nerviosas CGRP-ir viajan profundamente en el endometrio de la rata cerca de las
glandulas uterinas (Brauer & Smith, 2015).

Las fibras sensoriales que inervan al utero estan compuestas principalmente por fibras C y A9,
las cuales provienen delos DRGs de las regiones espinales L1-L5 y S1-S3 (Aguado, 2002; Chaban,
2008). La mayor parte de los nociceptores viscerales son terminaciones libres de fibras aferentes
amielinicas, y se piensa que participan en las sensaciones generadas como el dolor de trabajo de parto
en el caso del utero (Cervero et al., 1999). Estas terminaciones nerviosas no sé6lo tienen una funcion
receptora, sino que también son capaces de liberar sustancias por “activacion antidromica”, entre ellas
sustancia P (SP) y glutamato, y a causa de la cercania de estas terminaciones a pequefios vasos
sanguineos y a mastocitos, se origina vasodilatacion y extravasacion plasmatica (Dray et al., 1994).
Se ha reportado que dichas fibras sensoriales expresan receptores TrkA, TrkB y CGRa, ademas de
receptores que son miembros de la familia de receptores de potencial transitorio (TRP) como los
receptores TRPV1, TRPV4, TRPV6 y TRPCI1. En los mamiferos, el NGF, BDNF y el factor
neurotrofico derivado de la glia (GDNF), a través de sus receptores TrkA, TrkB y el receptor a GDNF-
o (GFRa) respectivamente, activan a las fibras sensoriales (Ernsberger, 2009). Ademas, los receptores
TRP integran informacion sobre el estado de vascularizacion de organos periféricos y perciben
estiramiento y presion. Dicha informacion es transmitida al SNC por medio de las vias nerviosas
ascendentes (Aguado, 2002), sin embargo, el papel de los receptores TRPV1 en el desarrollo del utero
es desconocido (Xu, et al, 2008).

1.4 Receptores de potencial transitorio a vanilloide tipo 1 (TRPV1)

La superfamilia de los receptores de potencial transitorio (TRP) se ha asociado con una
variedad de funciones biologicas. Los miembros de esta superfamilia son principalmente permeables
a los cationes, especialmente al Ca, que es necesario para muchos procesos celulares, incluida la
proliferacion celular, la transcripcion génica y la muerte celular (Zsombok, 2013). Los canales TRP
se pueden dividir en siete subfamilias: familia TRP clasica o candnica (TRPC); familia relacionada
con la melastatina (TRPM); familia relacionada con policistina (TRPP); familia de anquirina (TRPA);
familia relacionada con mucolipina (TRPML); familia potencial no mecanorreceptor C (TRPN); y
familia vanilloide (TRPV). La familia TRPV tiene 6 miembros: TRV1-TRPV6 (Nilius et al., 2007).

TRPV1 es un canal de cation no selectivo dependiente de ligando con alta permeabilidad a
Ca'?. Su activacion puede ser mediada por Capsaicina, toxina resinifera, olvanil (ligandos exégenos)
(Capsaicina ECso=~0.7 pM), temperaturas cerca de 42°C, pH <6.0, estiramiento, presion, estimulos
eléctricos, ligandos endogenos como anandamida, N-araquidonil-dopamina, bradicinina e histamina
(Caterina et al., 1997; Vennekins et al., 2008).
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1.4.1 Bioquimica de los receptores TRPV1

La proteina TRPVI1 estd conformada por seis dominios transmembrana que abarcan la
membrana con un circuito hidrofébico corto que forma un poro para cationes divalentes y
monovalentes (Ca™ > Mg" > Na" ~<K* ~Cs") entre los dominios transmembrana quinto y sexto, un
dominio N-terminal intracelular con seis repeticiones de anquirina (ARD), que son sitios de union
proteina-proteina y un residuo de dominio C-terminal intracelular con diversos sitios de fosforilacion,
los cuales pueden sensibilizar o desensibilizar al receptor. El sitio de union a vanilloides se encuentra
en la region S4 (Abdel-Salam, 2014).

Los receptores TRPV1 estan en su forma activa como mondmeros, homotetrameros y/o
heterotetrameros en cuyo caso pueden asociarse con subunidades de los receptores TRPV3 o TRPV4
(Smith y Lewin, 2009).

P loop, pore turret (temperature-sensing)
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Fig. 4 Modelo del receptor TRPV1. Esta conformado por seis dominios transmembrana, donde
entre el dominio 5 y 6 se localiza el poro catiénico. Los dominios N-terminal y C- terminal son
intracelulares. (Abdel-Salam, 2014).

1.4.2 Biologia de los receptores TRPV1

TRVPI se identifico por primera vez en neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) y el
ganglio trigémino (TG). También se expresa altamente en las terminales nerviosas espinales y
periféricas, asi como en diversos tejidos periféricos como los pulmones, traquea, células del musculo
liso de la vejiga urinaria, queratinocitos, endotelio vascular, higado, foliculos pilosos, células
epiteliales gastricas, intestinos, fibroblastos, mastocitos, macrofagos y ttero (Pedersen et al., 2005;
Kunert-Keil et al., 2006; Nilius, et al., 2006; Lee et al., 2009; Kechagias et al., 2005; Agopyan et al.,
2003; Vriens al., 2004; Golech et al., 2004).

Las funciones de los receptores TRPV1 en los 6rganos periféricos son diversas, permiten la
motilidad en células ciliadas de los bronquios y bronquiolos (Groth et al, 2006). En la vejiga urinaria,
responden a la presion y al estiramiento por cambios en el volumen de llenado, permiten la relajacion
del esfinter y el vaciamiento de la orina (De Schepper et al, 2008). En queratinocitos se ha propuesto
que mantienen un papel sensorial (Birder et al., 2001). En los mastocitos su activacion podria liberar
mediadores proalgésicos de mastocitos (Stander et al., 2004). En los foliculos pilosos y en la médula
espinal intervienen en la proliferacion y diferenciacion celular por medio de la activacion de la via de
la proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa A (PKA), que a su vez activan al factor de
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transcripcion nuclear kB (NF-«kB) (Nilius et al, 2006; Vennekins et al, 2008; Lee et al, 2009; Bodo et
al., 2005).

1.4.3 Importancia celular del receptor TRPV1

La activacion de los receptores TRPV1 permite la entrada de los cationes, despolarizando la
membrana celular de las fibras aferentes C y Ad y con ello se liberan péptidos como la SP, el CGRP,
glutamato (G) y péptido intestinal vasoactivo (VIP). En las neuronas de la asta dorsal de la médula
espinal, estos péptidos permiten la transmision nociceptiva hacia el SNC (Messeguer et al, 2006;
Wirkner et al, 2007).

En los tejidos periféricos, se ha propuesto que las diferentes acciones se realizan por medio de
la activacion de los receptores TRPV1 al permitir la entrada de Ca* y activar vias de sefializacion
que permiten la motilidad mediada por calmodulina quinasa II (CaMKII) y dineina, también
aumentan la proliferacion y diferenciacion celular por medio de la PKC, PKA y la CaMKII y por
medio del factor de transcripcion NF-«kB (Jara-Oseguera, et al, 2008; Vennekins, et al, 2008; Taylor,
et al, 2009).

- Capsaicina
'['R!f'.l '_‘ O
P P

_Extracelular

CGRP
Glutamato

Fig.5 Mecanismo de accion del receptor TRPV1en la proliferacion celular y transmision celular.
Modificado de Alatriste et al., 2013.

Estas acciones estan reguladas por la sensibilizacion o desensibilizacion de los receptores
TRPV1 en donde participan la PKA, PKC y CaMKII. La fosforilacion de PKA potencia las respuestas
de TRPV1 al reducir la desensibilizacion inducida por agonistas. La desensibilizacion del receptor
depende de la presencia de Ca2 + extracelular, y se caracteriza por una disminucion profunda de la
actividad de su canal tras la estimulacion agonista repetitiva. PKA ejerce su accion a través del rescate
parcial de receptores desensibilizados por fosforilacion directa de los aminoacidos S116 y T370 en el
dominio N-terminal y de la Ser774 y Ser820 de la region C-terminal del receptor. La fosforilacion
mediada por CaMKII, junto con la desfosforilacion del receptor inducida por calcineurina, contribuye
notablemente a determinar su estado de activacion y desensibilizacion. (Messeguer et al., 2006). La
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desensibilizacion del receptor TRPV 1 protege a las células de la necrosis y también produce analgesia
en los tejidos dafiados. La sensibilizacion de los receptores TRPV1 es promovida por la PKC a través
de la fosforilacion de la T704 y S800 de la region C-terminal (Vellani et al., 2001). La sensibilizacion
permite la entrada de Ca®" en concentraciones mayores a lo basal, proceso que permite la activacion
de PKC dependiente de Ca*" y también activan factores de transcripciéon que promueven la
diferenciacion y la proliferacion de las células (Diogenes et al, 2006; Leffler et al, 2008).

1.5 Uso de la Capsaicina como herramienta farmacoldgica en el estudio del receptor
TRPV1

La capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-nonenamida) es el principal agente de las especies de
pimiento. Esta especie se ha convertido en una especie culinaria popular en todo el mundo,
especialmente en Latinoamérica y el sur de Asia. El pimiento se conoce con varios nombres como
chile, pimiento rojo, pimenton, pimienta de cayena, tabasco, jalapefio o con su antiguo nombre aji.
(Srinivasan, 2016; Chapa-Oliver et al., 2016; Abdel-Salam, 2014).

CHy [ I omama

Capsaicin

Fig. 6 Estructura quimica de la capsaicina. La capsaicina tiene tres restos principales: vannillyl
(grupo metilcatecol), enlace amida y una cadena lateral de alquilo (Abdel-Salam, 2014).

La capsaicina produce dolor e inflamacién cuando se coloca sobre la piel o las membranas
mucosas. Esta respuesta es consecuencia de la activacion de los receptores de canales de cationes no
selectivos dentro de los nociceptores C y Ad e induce la liberacion de péptidos y otros transmisores
desde sus terminales periféricos y centrales.

La capsaicina se une al canal de la proteina TRPV1 en la region intracelular S2-S4 con alta
afinidad mediada por interacciones entre el grupo vanilloide de capsaicina y el anillo de benceno de
residuos aromaticos (Jordt y Julius 2002). La ARD de la region N-terminal contiene un sitio de union
a ATP y un sitio de unién a Ca-calmodulina (Lishko et al. 2007). El fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato
(PIP2) se une al extremo C del receptor e inhibe la activacion de canales (Prescott y Julius 2003).
ATP o PIP2 evitan la desensibilizacion a las aplicaciones repetidas de capsaicina, mientras que
calmodulina tiene el efecto contrario (Lishko et al. 2007).

A dosis altas de capsaicina se activa la corriente de Ca™ que conduce a la necrosis de las
células, sin embargo, a dosis bajas, hay despolarizacion de la membrana lo que produce la liberacion
de péptidos como el CGRP y la SP (Tominaga y Tominaga, 2005). Por estos antecedentes, la
capsaicina se ha usado como agente para causar denervacion o para estimular de manera especifica a
las fibras sensoriales que poseen los receptores TRPV1 (Bonnington y McNaugthon, 2003;
Messeguer, et al, 2006; Erdost et al, 2009). Estudios previos realizados en el laboratorio de
neuroendocrinologia de la FCQ-BUAP, han encontrado, que en las cobayas, la capsaicina a dosis
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altas atrasa la pubertad y disminuye la cantidad de receptores TRPV1 en los ovarios, en el DRGs y
en la médula espinal (Luna et al, 2013).

1.6 Implicaciones TRPV1 en el tteroy su uso en SOP

Las neuronas que inervan al titero se encuentran en la regién lumbar (L1) y sacra (S1-S3) de la
médula espinal y expresan receptores TRPV1 Y P2X3, receptores purinérgicos dependientes de ATP,
ambos estan implicados en el dolor, estas neuronas también inervan al colén y al recto. Estos
hallazgos fueron interpretados por la interaccion cruzada de las fibras sensoriales que ocurre a nivel
de los DRG, lo que explica los sindromes de dolor funcional que afecta a varios 6rganos de la pelvis
a la vez (Chaban, 2008).

En la endometriosis es muy comun la coexistencia del sindrome de colon irritable, la cistitis y
la fibromialgia, esto puede ser explicado por la interaccion cruzada de las fibras sensoriales explicada
anteriormente. En la adenomiosis hay invasion de glandulas endometriales y de células del estroma
del miometrio que contribuyen al crecimiento del utero. Las mujeres presentan dismenorrea,
menorragia y baja fertilidad. Es una enfermedad que compromete a las terminales nerviosas
periféricas de las prostaglandinas E2 (PGE2) y los prostanoides E que sensibilizan a los receptores
TRPV1 produciendo hiperalgesia y dolor. Estas manifestaciones clinicas coinciden con el aumento
en la expresion de los receptores TRPV1 y receptores a oxitocina (OTR) en las células musculares
del utero. Durante esta enfermedad, el aumento de la inmunorreactividad a los receptores TRPV1 Y
OTR se ha asociado con la gravedad de la dismenorrea. Otros marcadores para el diagnostico y el
tratamiento de esta enfermedad son los marcadores neuronales PGP9.5, NGFp75. Es aceptado que el
crecimiento neuronal anormal en el Utero contribuye a las disfunciones y a la infertilidad. Sin
embargo, se requieren mas estudios para esclarecer la posible relacion de los eventos morfologicos y
funcionales del utero relacionados con este topico (Nie et al., 2010; Newman et al., 2013).

Durante el SOP se ha registrado un aumento en la tasa de hiperplasia endometrial. La
hiperplasia ocurre por la proliferacion de las glandulas endometriales con tamafio y forma irregular,
aumenta la razon glandula/estroma (Usandizaga-Pombo, 1966). Esta patologia si no se trata, progresa
y se convierte en cancer endometrial, el riesgo aumenta en las mujeres con obesidad (Charalampakis
etal., 2016).

La migracion, la adhesion, la proliferacion y la neuroangiogénesis son procesos complejos en
los que el calcio se describe como un regulador importante (Wei et al., 2012; Capiod, 2011). Por lo
tanto, los canales idnicos son candidatos interesantes para regular estos procesos, ya que la activacion
de los canales io6nicos puede modular las concentraciones de calcio intracelular. La superfamilia de
canales de potencial receptor transitorio (TRP) se presenta como un buen candidato para regular estos
procesos. (Deliot et al., 2015: Becchetti et al., 2010). Pueden ser activados por una variedad de
estimulos y estdn ampliamente distribuidos por todo el cuerpo. En las biopsias endometriales, se ha
demostrado que la expresion del canal TRP fluctaa a lo largo del ciclo menstrual. Ademas, los altos
niveles de ARNm para TRPV2, TRPV4, TRPC1 / 4, TRPC6, TRPM4 y TRPM7, y la expresion
funcional de TRPV2, TRPV4, TRPC6 y TRPM?7 fue ilustrada en células primarias del estroma
endometrial humano (hESC). Desafortunadamente, la regulacion de los canales TRP por las
hormonas sexuales esteroides en el endometrio solo se ha estudiado para una cantidad limitada de
canales y estos estudios no incluyen al receptor TRPV1 (De Clercq et al., 2015).
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1.7 Letrozole como inductor del SOP

Los ovarios poliquisticos pueden crearse de novo como resultado de la administracion de
androgenos exdgenos o secundariamente al exceso de androgenos endogenos (Pache et al., 1991;
Azziz et al., 1994). La maduracion folicular anormal o la aceleracion de la atresia folicular se ha
informado en presencia de niveles elevados de androgenos intraovarianos (Poretsky,1991). Por lo
tanto, el exceso de androgenos intraovaricos como resultado de hiperandrogenemia circulante o
esteroidogénesis anormal puede resultar en un desarrollo folicular anormal y ovario poliquistico. La
testosterona y la androstenediona son convertidas en estradiol y estrona, respectivamente, por la
aromatasa P450, que se expresa en placenta, ovario y testiculo, asi como en una amplia variedad de
tejidos humanos (Corbin et al., 1999). El Letrozole es un inhibidor no esteroidal de la aromatasa, el
cual al disminuir la actividad de esta enzima produce un aumento en la produccion de androgenos
ovaricos y desarrollo del SOP.

Independientemente del modelo, la produccion excesiva de androgenos y hormona
luteinizante (LH) se consideran la caracteristica bioquimica mas importante del SOP (Abbott et al.,
2002). En el modelo del Letrozole los niveles de testosterona y LH son notablemente elevados. Los
altos niveles de testosterona reflejan la acumulacion de andrégenos debido al bloqueo de la
conversion de androgenos en estrogenos, al igual que la estimulacion de las células de la teca interna
por la elevacion de LH. En mujeres con SOP, la razon predominante de las altas concentraciones de
LH se debe a la retroalimentacién negativa anormal en la secrecion de LH mediada por estradiol o
progesterona. Por otro lado, en el modelo del Letrozole la reduccion de la produccion de estrogenos
aumenta la liberacion de LH por el hipotalamo y la hipofisis, ademas, la disminucién de la produccion
de progesterona refleja la anovulacion, esto es consistente con los datos reportados en mujeres con
SOP (Hasan et al., 2004). Ratas inducidas a SOP con Letrozole muestran un incremento en peso
corporal y en peso de los ovarios, ademas de alteraciones en el ciclo estral y la presencia de varios
quistes atrésicos pequefios (Radha et al., 2010).
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2. JUSTIFICACION

Actualmente existen diversas patologias de gran relevancia médica pero poco conocidas desde
el punto de vista bioldgico, siendo el sindrome de ovario poliquistico una de ellas. E1 SOP es un
problema neuroendocrino y es la principal causa de infertilidad en mujeres de edad reproductiva
debido a la anovulacion.

El SOP puede ser tratado farmacologicamente y quirdrgicamente, sin embargo, los sintomas
de la anovulacion, los trastornos de implantacion y las pérdidas de embarazo contintian.

Por otra parte, en la misma patologia del SOP, no se ha estudiado a profundidad las afectaciones
que pueda tener el utero. En el utero se ha reportado que el SOP afecta el endometrio y aumenta la
tasa de hiperplasia endometrial y cancer de endometrio. Se sabe que altera de manera negativa el
desarrollo celular uterino, provocando un crecimiento no deseado, por lo que esto podria estar
implicado en los problemas de implantacion.

En nuestro laboratorio hemos estudiado la participacion de los receptores TRPV1 en el
desarrollo folicular, siendo que concentraciones altas de capsaicina promueven un déficit en el
desarrollo folicular en los ovarios de cobayas tratadas con ella. Ademas, que en estos mismos
animales, el inicio de la pubertad se retrasa. Otros estudios indican que a concentraciones bajas de
capsaicina, los receptores TRPV1 son un modulador positivo del desarrollo folicular. Debido a las
caracteristicas bioquimicas, el receptor TRPV1 es un canal de cation no selectivo dependiente de
ligando con alta permeabilidad a Ca*. Se ha encontrado el receptor TRPV1 en el titero, asi como en
las fibras sensoriales que lo inervan.

Por lo cual, la estimulacion de los receptores TRPV1 en uteros de cobayas inducidas con SOP
podria ayudarnos a entender el papel de dichos receptores y su uso en este tipo de patologias.
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3. HIPOTESIS

La estimulacion del receptor TRPV1 con capsaicina en tteros modula el desarrollo celular
uterino de cobayas Hartley inducidas con sindrome de ovario poliquistico.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Conocer el efecto de los receptores TRPV1 en el desarrollo celular uterino de cobayas Hartley
inducidas con sindrome de ovario poliquistico.

4.2 Objetivos particulares

1.
2.

Inducir sindrome de ovario poliquistico a un grupo de cobayas Hartley.

Conocer el inicio de la pubertad de cobayas Hartley inducidas con sindrome de ovario
poliquistico.

Medir por analisis microscopico el grosor del perimetrio de cobayas Hartley inducidas con
sindrome de ovario poliquistico.

Medir por analisis microscopico el grosor del miometrio de cobayas Hartley inducidas con
sindrome de ovario poliquistico.

Medir por analisis microscopico el grosor del endometrio de cobayas Hartley inducidas
con sindrome de ovario poliquistico.

Localizar y contar por inmunohistoquimica a las células positivas al receptor TRPV1 en
las diferentes capas uterinas de cobayas Hartley inducidas con sindrome de ovario
poliquistico.
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5. METODOLOGIA

5.1 Diagrama de trabajo

Cobayas Hartley

]
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n=5 1nM, v. subcutanea, 20 dias)

n=5

Eutanasia en cdmara de CO,, perfusion intracardiaca con S.S.1. - paraformaldehido 4% en PBS y obtencién de los uteros
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-Inclusién en parafina
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endometriales
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U de Mann-Whitney
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5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Animales

Se trabajo con 20 cobayas Hartley, mantenidas con ciclos de luz-oscuridad de 12-12 horas,
con alimento y agua a libre acceso en el Bioterio Claude Bernard de la BUAP. Las cobayas fueron
obtenidas de madres gestantes y clasificadas aleatoriamente en los diferentes grupos experimentales.
Se formaron cuatro grupos, el grupo control (animales intactos; n=5), el grupo vehiculo (0.6 UI de
solucion Hartman via oral; n=5) diariamente por 20 dias, el grupo Letrozole (Img/kg de peso de
Letrozole via oral; n=5) diariamente por 20 dias y Letrozole/Capsaicina (Letrozole 1 mg/kg de peso
de Letrozole via oral; n=5) diariamente por 20 dias y Capsaicina 1nM via subcutanea por 20 dias

diariamente.

5.2.2 Induccidn farmacolégica del sindrome de ovario poliquistico

Para ambos grupos con Letrozole y Letrozole/Capsaicina a partir del dia Posnatal 21 (P21) se
les administrd Letrozole via oral (1mg/Kg). Durante este periodo se observé diariamente su peso y
cambios observados.

5.2.3 Administracion de Capsaicina

La administracion de Capsaicina se realizo, para el grupo Letrozole/Capsaicina, 4 dias
posteriores al inicio del tratamiento con Letrozole (P25). La Capsaicina 1nM, se administré via
subcutanea, en la zona dorsal entre la vertebras L4-L5, por 20 dias.

5.2.4 Primera apertura vaginal

La primera apertura vaginal (PAV) se tomd observando a partir del dia Postnatal 20 (P20) y
a simple vista la zona ano-genital de las cobayas con el fin de observar la presencia o ausencia de la
membrana vaginal.

5.2.5 Obtencion de Gteros

La eutanasia de las cobayas se realiz6 posterior a la evaluacion de 4 ciclos estrales. Las cobayas
fueron anestesiadas en una camara de CO,y posteriormente se realiz6 una perfusion via intracardiaca
con solucion salina isotonica (SSI) y después con paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos (PBS).
Después se realizo la diseccion de uteros.

5.2.6 Técnicas histologicas

Los tejidos obtenidos se almacenaron en paraformaldehido al 4% en PBS para completar la
fijacion. Después se deshidrataron en alcohol a diferentes concentraciones (70%, 96% y 100%), se
sumergieron en Xxilol y se infiltraron en parafina liquida. Se hicieron bloques de parafina para
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posteriormente hacer cortes histologicos con un grosor de Sum en un micrétomo de deslizamiento
Leica SM2010R. Los cortes se colocaron en portaobjetos, 3 cortes en cada portaobjetos. Se
obtuvieron 6 portaobjetos con sus tejidos para finalmente realizar la tincion de Hematoxilina-Eosina,
Tricromica de Masson e Inmunohistoquimica.

5.2.7 Tinciones

En el presente trabajo se usaron dos tinciones histologicas: Hematoxilina-Eosina y Tricromica
de Masson.

5.2.8 Medicion del grosor de capas uterinas, conteo de glandulas endometriales

La tincion de Hematoxilina-Eosina se utiliz6 para la medicion de perimetrio, miometrio,
endometrio, epitelio ciliar uterino y conteo de glandulas endometriales. Se tomaron aleatoriamente 8
campos del cuerno izquierdo, 8 campos del cuerpo uterino y 8 del cuerno derecho de los diferentes
cortes tefiidos con Hematoxilina-Eosina y se realizaron 5 mediciones por campo con el objetivo de
10X con ayuda del software Motic Images plus 3.0.

5.2.9 Medicion del grosor de colageno en las capas uterinas

La tincion Tricromica de Masson se utilizo para medir el grosor de colageno del perimetrio,
miometrio y endometrio. Se tomaron aleatoriamente 8§ campos del cuerno izquierdo, 8 campos del
cuerpo uterino y 8 del cuerno derecho de los diferentes cortes tefiidos con Tricromica de Masson y se
realizaron 5 mediciones por campo con el objetivo de 10X con ayuda del software Motic Images plus
3.0.

5.2.10 Inmunohistoquimica para TRPV1

Los cortes histologicos se desparafinaron, hidrataron y lavaron con solucion de PBS,
posteriormente, la recuperacién antigénica se realizo con buffer de citratos (0.1 mM, pH=6). Los
tejidos se permeabilizaron con PBS-Triton-100X al 2% y las proteinas se bloquearon con albumina
bovina libre de IgG al 0.5% en PBS-T. A continuacion, los cortes histologicos se incubaron por 18
horas con el anticuerpo monoclonal de raton anti receptor a capsaicina (Millipore®) (1:50) a 4°C,
posteriormente por 2 horas 30 minutos con el anticuerpo secundario goat anti-mouse igG-FITC (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.) (1:200). Los nucleos de las células se marcaron con ioduro de propidio
(Millipore®) (1:1000) por 3 minutos. Finalmente, los cortes fueron lavados, montados con
Vectashield y sellados con barniz para ufias. Las muestras se mantuvieron a 4 °C en oscuridad hasta
la toma de fotografias. La fluorescencia se detectdé con un microscopio Leica DM100 que tiene
acoplada una camara con la que se tomaron fotografias con el programa ProgRes.

5.2.11 Conteo de células positivas a TRPV1

Por cada grupo se realizaron 4 ensayos y se contaron las células positivas al receptor TRPV1
en 12 campos representativos a 20X usando la herramienta “cell counter” del software ImagelJ. Se
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consideraron células positivas a TRPV1 cuando se observo el nucleo color rojo con un punto o mas
en la periferia color verde. Las areas seleccionadas para el conteo celular fueron perimetrio,
miometrio, endometrio, epitelio ciliar uterino y glandulas endometriales.

5.2.12 Pruebas estadisticas

Los datos se expresaron como las medias =EEM. Los datos fueron sometidos a una prueba U
de Mann-Whitney, donde dos grupos se consideraron diferentes cuando la probabilidad entre ellos
fue *p<0.05.
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6. RESULTADOS
6.1 Inicio de la Primera Apertura Vaginal (PAV)

La PAV para el grupo Control fue a los 29.3+2.5 dias, para el grupo Vehiculo fue a los 30.5+1.9
dias. En el grupo Letrozole la PAV tuvo un retraso significativo a 40.34+2.2 dias* en comparacion al
grupo Control y para el grupo de Letrozole/Capsaicina hubo un adelanto de la PAV a 27.3+1.5 dias*
en comparacion con el grupo Letrozole. * <p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.

INICIO DE LA PRIMERA APERTURA VAGINAL (PAV)
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Fig.7 Inicio de la Primera Apertura Vaginal (PAV)[dControl, EVehiculo, CLetrozole y Il
Letrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio £ EEM * < p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.

6.2 Medicidn del grosor de capas uterinas y namero de glandulas uterinas en
cobayas Hartley con SOP.

Para el analisis morfométrico se tomaron fotografias a 10x y se realiz6 la medicion como se
describe en la parte metodoldgica, a continuacion, se encuentran las graficas de los promedios de
cada capa uterina y posteriormente un panel de microfotografias representativas del grosor de cada
capa.

Perimetrio

El analisis morfométrico de la capa del perimetrio indicé para el grupo Control un grosor de
161.2+7.7um, para el grupo Vehiculo fue de 146.5+6.6y, para el grupo Letrozole fue de 164.3+7.9um.
Para el grupo de Letrozole/Capsaicina hubo una disminucion significativa a 89.3+4.8um* en
comparacion con el grupo Control y con el grupo Letrozole. * <p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig.8 Grosor de la capa uterina del perimetrio (um) de cobayas Hartley de los grupos C1Control,
Evehiculo, Letrozole y M| etrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM * < p
0.05, prueba U-Mann-Whitney.

Miometrio

El grosor de la capa del miometrio para el grupo Control fue de 337.9422.2um. En los grupos
Vehiculo, Letrozole y Capsaicina se observa una disminucion significativa en el grosor de la capa en
comparacion al grupo Control. Para el grupo Vehiculo fue de 202.2+8.5um*, para el grupo Letrozole
fue de 228.5+7.3um* y para el grupo de Letrozole/Capsaicina hubo una disminucion significativa a
170.7+7.6um* en comparacion tanto al grupo Control como al grupo Letrozole. * < p 0.05, prueba
U-Mann-Whitney.
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Fig.9 Grosor de la capa uterina del miometrio (um) de cobayas Hartley de los grupos1Control,
Evehiculo, CLetrozole y-Letrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM * < p
0.05, prueba U-Mann-Whitney.

Endometrio

El grosor de la capa del endometrio para el grupo Control fue de 813.1+£35.2um, para el grupo
Vehiculo fue de 786.7+22.3um. Para el grupo Letrozole hubo un incremento significativo a
1113.2441.2pum* en comparacion con el grupo Control. Para el grupo de Letrozole/Capsaicina hubo
una disminucion significativa a 697.2+19.0um* en comparacion con el grupo Letrozole. * <p 0.05,
prueba U-Mann-Whitney.
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Fig.10 Grosor de la capa uterina del endometrio (um) de cobayas Hartley de los grupos (1Control,
Evehiculo, CLetrozole y Ml Letrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM * < p
0.05, prueba U-Mann-Whitney.

Epitelio ciliar uterino

El grosor del epitelio ciliar uterino para el grupo Control fue de 35.13%1.25, para el grupo
Vehiculo fue de 34.01+1.01. Para el grupo Letrozole hubo un incremento significativo a 70.21+1.02*
en comparacion al grupo Control. Para el grupo de Letrozole/Capsaicina hubo una disminucion a
20.97+1.22* en comparaciéon con el grupo Control y con el grupo Letrozole. * < p 0.05, prueba U-
Mann-Whitney.
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Fig.11 Grosor del epitelio ciliar uterino (um) de cobayas Hartley de los grupos (dControl, 3
Vehiculo, ClLetrozole y Bl etrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM * < p 0.05,
prueba U-Mann-Whitney.
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Fig.12 Microfotografias de cortes histoldgicos de las capas uterinas de cobayas Hartley a 5um
teflidas con Hematoxilina-Eosina a 40X. A, E, | y M muestran las capas uterinas del grupo control, B, F,
Jy N muestran las del grupo Vehiculo, C, G, Ky O muestran las del grupo administrado con Letrozole
y, por ultimo, D, H, L y P muestran las del grupo administrado con Letrozole/Capsaicina. Las lineas
amarillas representan el grosor de cada capa uterina indicada.

Conteo de glandulas endometriales

El nimero de glandulas endometriales para el grupo Control fue de 77+£10.6um, para el grupo
Vehiculo fue de 100£3.0um. Para el grupo Letrozole hubo un incremento significativo a
298+64.2um* en comparacion al grupo Control. Para el grupo de Letrozole/Capsaicina fue de
180+8.1um. * <p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig.13 NUmero de glandulas endometriales de los grupos L1Control, EVehiculo, CLetrozole y
-Letrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM * < p 0.05, prueba U-Mann-
Whitney.
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Fig. 14 Microfotografias de Uteros de cobayas Hartley a 10X de los grupos Control (A), Vehiculo
(B), Letrozole (C) y Letrozole/Capsaicina (D). Las puntas de flecha sefialan a las glandulas
endometriales.
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6.3 Medicion del grosor de colageno de las capas uterinas de cobayas Hartley con
SOP.

Para la medicion del grosor de colageno en cada capa uterina se tomaron fotografias a 10x y se
realizé la medicion como se describe en la parte metodoldgica, a continuacion, se encuentran las
graficas de los promedios de cada capa uterina y posteriormente un panel de microfotografias
representativas del grosor de colageno de cada capa uterina.

Perimetrio

El grosor de colageno en la capa del perimetrio de para el grupo Control fue de 113.9+£5.5um,
para el grupo Vehiculo hubo una disminucion significativa a 104.8+6.2um* en comparacion con el
grupo Control. Para el grupo Letrozole fue de 126.2+7.1um. Para el grupo de Letrozole/Capsaicina
hubo una disminucion significativa a 80.5+7.7um* en comparacion con el grupo Control y con el
grupo Letrozole. * <p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig.15 Grosor de colageno en la capa del perimetrio de los gruposDControl,|:|Vehiculo,|:|
Letrozole y Bl | etrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM * < p 0.05, prueba U-
Mann-Whitney.

Miometrio

El grosor de colageno en la capa del miometrio para el grupo Control fue de 105.2+5.1um, para
el grupo Vehiculo hubo una disminucién significativa a 86.5+4.6um* en comparacion con el grupo
Control. Para el grupo Letrozole hubo un incremento significativo a 132.6+£5.8um* en comparacion
con el grupo Control. Para el grupo de Letrozole/Capsaicina hubo una disminucion a 55.9+3.5um#*
en comparacion con el grupo Control y con el grupo Letrozole. * <p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig.16 Grosor de colageno en la capa del miometrio de los grupos CIcontrol, Evehiculo, 1
Letrozole y Bl etrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM * < p 0.05, prueba U-
Mann-Whitney.

Endometrio

El grosor de colageno en la capa del endometrio para el grupo Control fue de 451.4+22.6um,
para el grupo Vehiculo hubo un incremento significativo a 580+£17.2um* en comparaciéon con el
grupo Control. Para el grupo Letrozole hubo una disminucion significativa a 342.4+11.5pum* en
comparacion con el grupo Control. Para el grupo de Letrozole/Capsaicina hubo una disminucion
significativa a 297+15.9um* en comparacion con el grupo Control y con el grupo Letrozole. * <p
0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig.17 Grosor de colageno en la capa del endometrio de los grupos 1Control, EVehiculo, (1
Letrozole y Bl | etrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM * < p 0.05, prueba U-
Mann-Whitney.
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Fig. 18 Microfotografias de cortes histolégicos de las capas uterinas de cobayas Hartley a 5um
tefiidas con Tricromica de Masson a 10X. A, E e | muestran las capas uterinas del grupo control, B, F y
J muestran las del grupo Vehiculo, C, G y K muestran las del grupo administrado con Letrozole y, por
altimo, D, H y L muestran las del grupo administrado con Letrozole/Capsaicina. Las lineas amarillas
representan el grosor de coladgeno de cada capa uterina indicada.

6.4 Conteo de células positivas a TRPV1 en las capas uterinas y glandulas
endometriales de cobayas Hartley con SOP.

Células positivas a TRPV1 en perimetrio

El niimero de células positivas a TRPV1 en la capa uterina del perimetrio para el grupo Control
fue de 20.57+4.72, para el grupo Vehiculo fue de 24.9+21.4, para el grupo de Letrozole hubo una
disminucién significativa a 12.7£12.2* con respecto al grupo Control y para el grupo de
Letrozole/Capsaicina hubo un incremento significativo a 23.8+11.3* en comparacion con el grupo
Letrozole. * <p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig. 19 NUmero de células positivas a TRPV1 en la capa uterina del perimetrio para los grupos
LI control, Evehiculo, CdLetrozole y Bl L etrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio +

EEM * < p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig. 20 Inmunohistoquimica para TRPV1 en la capa uterina del perimetrio de cobayas Hartley de
los grupos Control, Vehiculo, Letrozole, Letrozole/Capsaicina. B, E, H y K: Células positivas a TRPV1
marcadas con FITC se encuentran en verde. A, D, G y J: Nucleos en rojo marcados con ioduro de
propidio. C, F, I y L: Co-localizacion entre la marca FITC y ioduro de propidio.

Células positivas a TRPV1 en miometrio

El nimero de células positivas a TRPV1 en la capa uterina del miometrio para el grupo control
fue de 26.7+£12.3, para el grupo Vehiculo hubo una disminucion significativa a 13.3£7.7* con
respecto al grupo Control, para el grupo de Letrozole hubo una disminucion significativa a 14.5+9.3*
con respecto al grupo Control. Para el grupo de Letrozole/Capsaicina fue de 17.7+6.4. * <p 0.05,
prueba U-Mann-Whitney.
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Fig. 21 Ntmero de células positivas a TRPV1 en la capa uterina del miometrio para los grupos [
Control, EVehiculo, Letrozole y-LetrozoIe/Capsaicina. Las barras representan el promedio £ EEM
* < p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig. 22 Inmunohistoquimica para TRPV1 en la capa uterina del miometrio de cobayas Hartley de
los grupos Control, Vehiculo, Letrozole, Letrozole/Capsaicina. B, E, H y K: Células positivas a TRPV1
marcadas con FITC se encuentran en verde. A, D, G y J: Nucleos en rojo marcados con ioduro de
propidio. C, F, 1 y L: Co-localizacién entre la marca FITC y ioduro de propidio.

Células positivas a TRPV1 en endometrio

El nimero de células positivas a TRPV1 en la capa uterina del endometrio para el grupo control
fue de 42.84+20.7, para el grupo Vehiculo hubo una disminucion significativa a 22+15.7* con respecto
al grupo Control, para el grupo de Letrozole hubo una disminucion significativa a 22.6+15.7* con
respecto al grupo Control. Para el grupo de Letrozole/Capsaicina hubo una disminucion significativa
con respecto al grupo Control, pero un aumento significativo con respecto al grupo Letrozole a
28.3£11.4. * <p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig. 23 Namero de células positivas a TRPV1 en la capa uterina del endometrio para los grupos
LI control, Evehiculo, CdLetrozole y Bl L etrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio +
EEM * < p 0.05, prueba U-Mann-Whitney.
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Fig. 24 Inmunohistoquimica para TRPV1 en la capa uterina del endometrio de cobayas Hartley
de los grupos Control, Vehiculo, Letrozole, Letrozole/Capsaicina. B, E, H y K: Células positivas a TRPV1
marcadas con FITC se encuentran en verde. A, D, G y J: Nucleos en rojo marcados con ioduro de
propidio. C, F, 1 y L: Co-localizacién entre la marca FITC y ioduro de propidio.
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Células positivas a TRPV1 en epitelio ciliar uterino

El nimero de células positivas a TRPV1 en el epitelio ciliar uterino para el grupo control fue
de 27.1£15.7, para el grupo Vehiculo fue de 46.7+8.9, para el grupo de Letrozole fue de 25.8+19.5 y
para el grupo de Letrozole/Capsaicina fue de 68.2+32.4.
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Fig. 25 NUmero de células positivas a TRPV1 en el epitelio ciliar uterino para los grupos [
Control, EVehiculo, Letrozole y- Letrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM.
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Fig. 26 Inmunohistoquimica para TRPV1 en el epitelio ciliar uterino de cobayas Hartley de los
grupos Control, Vehiculo, Letrozole, Letrozole/Capsaicina. B, E, H y K: Células positivas a TRPV1
marcadas con FITC se encuentran en verde. A, D, G y J: Nucleos en rojo marcados con ioduro de
propidio. C, F, 1 y L: Co-localizacién entre la marca FITC y ioduro de propidio.
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Células positivas a TRPV1 en glandulas uterinas

El nimero de células positivas a TRPV1 en glandulas uterinas para el grupo control fue de
66+48.1, para el grupo Vehiculo fue de 57.5+26, para el grupo de Letrozole fue de 71.8+73.1 y para
el grupo de Letrozole/Capsaicina fue de 44.7+32.1.
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Fig. 27 Nimero de células positivas a TRPV1 en glandulas uterinas para los grupos1Control,
Evehiculo, CLetrozole y-Letrozole/Capsaicina. Las barras representan el promedio + EEM.

CONTROL VEHICULO LETROZOLE L/c

C

NUCLEOS

TRPV1

CO-LOCALIZACION

Fig. 28 Inmunohistoquimica para TRPV1 en glandulas uterinas de cobayas Hartley de los grupos
Control, Vehiculo, Letrozole, Letrozole/Capsaicina. B, E, H y K: Células positivas a TRPV1 marcadas con
FITC se encuentran en verde. A, D, G y J: Ndcleos en rojo marcados con ioduro de propidio. C, F, l y L:
Co-localizacion entre la marca FITC y ioduro de propidio.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

En esta tesis probamos el efecto de la administracion de Capsaicina sobre los receptores
TRPV1 presentes en el utero de cobayas Hartley inducidas a sindrome de ovario poliquistico con
Letrozole. El Letrozole es un inhibidor de la aromatasa p450, la cual se encarga de la conversion de
testosterona y androstenediona en estradiol. La inhibicién de la enzima resulta en un aumento de
andrégenos ovaricos y desarrollo del SOP (Corbin et al., 1999). La PAV en los roedores marca el
inicio de la pubertad, en las cobayas ocurre aproximadamente a los 33 dias (Alatriste et al., 2009). En
las cobayas del grupo Letrozole la PAV se retrasé de forma significativa en comparacion con las
cobayas del grupo Control, asi como también se observd un aumento de peso, estas evidencias
concuerdan con los datos reportados en pacientes con SOP (Teede et al., 2010). En el grupo
Letrozole/Capsaicinala PAV disminuyo¢ significativamente y ocurri6 en dias similares a lo reportado.
El retraso de la PAV del grupo Letrozole puede explicarse debido a que multiples lineas de evidencia
sugieren que los androgenos via union al receptor a androgenos (AR) juegan un papel importante en
el desarrollo de la patogénesis del SOP: 1) Los AR se encuentran a lo largo del eje hipotdlamo-
hipéfisis-gonada (Brock et al., 2015). 2) El tratamiento de pacientes con SOP con flutamida
antiandrogénica han reportado restaurar la regularidad de la menstruacion y la ovulacién, asi como
mejorar la sensibilidad reducida de la liberacion pulsatii de GnRH por la inhibicion de la
retroalimentacion por estradiol y progesterona (Paradisi et al., 2013). 3) La hiperactividad de los AR
en hipotalamo, ovario y adipocitos ha sido propuesto como una conexion crucial en el circulo de
patogénesis del SOP (Walters et al., 2018). 4) En modelos animales inducidos a SOP usando un
exceso de andréogenos muestran una disminucidén en la inervacion de neuronas kisspeptinérgicas
(neuronas excitadoras de la secrecion de GnRH) sobre las neuronas GnRH (Cernea et al., 2015). Por
lo cual, se propone que el exceso de androgenos produce una disminucidn en la inervacion de las
neuronas kisspeptinérgicas sobre las neuronas GnRH, provocando un desbalance en la liberacion
pulsatil de GnRH, que a su desencadena un incremento de secrecion de LH sobre FSH, provocando
una disfuncion ovarica y causando el retraso de la pubertad.

Estudios previos realizados en el Laboratorio de neuroendocrinologia por De la Rosa Priego
en el 2018 demostraron la presencia de receptores a Kisspeptina en el Gtero de Ratas Wistar y como
la administracion de un antagonista del receptor a kisspeptina (Kiss1R) retrasa el inicio de la pubertad.
Se ha mostrado que Kiss-Kiss1R participan en la regulacion de la sensibilidad al dolor, puesto que la
administracion de Kiss provoca hiperalgesia y activa la fosforilacion en la Ser800 del TRPV1, evento
clave en los mecanismos de sensibilizacion nociceptiva periférica (Spampinato, et al., 2011). Debido
a estos antecedentes proponemos que la administracion de Capsaicina provoca un sinergismo en la
activacion de ambos receptores (TRPV1 Y Kiss1R) los cuales, al ser activados permiten la liberacion
de SP, CGRP y Glutamato por medio de las fibras sensoriales al SNC para la estimulacion de las
neuronas kisspeptinérgicas y el correcto funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisis-gonada
permitiendo asi el inicio de la pubertad.

El presente trabajo se centrd en los cambios morfologicos del utero durante el SOP, para
resaltar estos cambios también se detallan a continuacion cambios cualitativos observados durante la
evaluacion microscopica del niicleo. La tincion hematoxilina-eosina es la mas usada en histologia. Es
una coloracion topografica que sirve para el estudio de la estructura general de los tejidos, en especial
de la estructura nuclear ya que permite la observacion de su tamafio, forma de la cromatina y nucléolos
(Garcia Bermejo, 2006). En la Fig. 29 se muestran los tipos de estructura nuclear observados con la
tincion hematoxilina-eosina.
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Fig. 29 Microfotografias de distintos tipos de estructura nuclear observados tefiidos con Hematoxilina-
Eosina a 40X. La imagen A corresponde al endometrio de una cobaya Hartley perteneciente al grupo
Control, las flechas verdes muestran la estructura nuclear “normal” y la imagen B corresponde al
endometrio de una cobaya Hartley perteneciente al grupo Letrozole, las flechas rojas muestran nucleos
“picnoticos” en donde hay condensacion de cromatina; las flechas rojas muestran nucleos
“cariorréxicos” en donde hay fragmentacién nuclear.

Un nucleo celular contiene cromatina moderadamente condensada o cromatina descondensada
en caso de cé¢lulas altamente activas en transcripcion de genes. Un niicleo picnoético tiene un estado
de alta condensacion de cromatina por lo que los nucleosomas se encuentran totalmente compactados
y no se permite la mitosis celular ni la sintesis de proteinas. Este estado es encontrado en células con
muerte programada o en células muertas. Un nucleo cariorréxico es aquel con fragmentacion del
DNA, este estado ocurre después del estado de picnésis (Burgoyne, 1999). Los nticleos celulares del
tejido del grupo Control muestran cromatina condensada, asi como la presencia de un nucléolo
grande, por lo cual esta morfologia nuclear fue denominada como “nucleos sanos” y fueron usados
como referencia de comparacion de los otros grupos a estudiar. Los nucleos celulares del grupo
Letrozole mostraron ser de menor tamafio en comparacion con los niicleos del grupo Control, asi
como cromatina altamente condensada sin observacion de nucléolos, estas caracteristicas
corresponden a un nucleo pincoético, también se observaron pocos nucleos fragmentados
correspondientes a la morfologia de nucleos cariorréxicos. Los nucleos del grupo
Letrozole/Capsaicina muestran un aumento de tamafio y llegan a ser similar a los nucleos del grupo
Control, asi como muestran la presencia de cromatina laxa y nucléolos, los nucleos picnéticos son
muy escasos.

Las técnicas histologicas para la tincion de fibras de colagenas se agrupan en las coloraciones
tricrdmicas, que tifien el colageno de tipo I que forma las gruesas fibras de coldgena existentes en los
espacios extracelulares y estromas organicos. La tincion tricromica de Masson es un método
diferencial, policromico y empirico. Las fibras de colagena se tifien de un tono azul-verdoso,
diferenciandose de los nucleos que se tifien de negro y las fibras elasticas ya que estas se tifien de rojo
(Garcia Bermejo, 2006). El tejido conjuntivo se encarga principalmente de dar sostén a los tejidos.
Esta formado por células grandes separadas entre si por materiales segregados por las propias células
como nutrientes celulares, glicoproteinas estructurales y fluido, contiene gran cantidad de fibroblastos
los cuales tienen una funcion secretora, fibras de colageno, elasticas y reticulares las cuales dan
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funcionalidad y soporte al tejido. Por lo tanto, esta tincion fue utilizada para medir la funcionalidad
del tejido en cuanto a estiramiento, secrecion y nutricion.

Efecto del SOP y el tratamiento con Capsaicina en el perimetrio

En la capa uterina del perimetrio del grupo Letrozole no se observo ninguna diferencia
significativa en el grosor de la capa en comparacion con el grupo Control, sin embargo, analizando
los nucleos celulares se observa un aumento de células observandose células compactadas entre si,
asi como nucleos picnoéticos, sin embargo, el grosor de colageno del grupo Letrozole no presentd un
cambio significativo comparado con el Control, por lo cual no se puede deducir algiin cambio
significativo de la funcion celular del tejido. El nimero de células positivas al receptor TRPV1 del
grupo Letrozole tuvo una disminucion significativa en comparacion con el grupo Control. Esta
disminucion de células positivas al receptor demuestra que durante el SOP se disminuye la presencia
del receptor TRPV 1, esta disminucion puede estar relacionada con la falta de regulacion celular.

En el grupo Letrozole/Capsaicina se observé una disminucion significativa en el grosor de la
capa uterina en comparacion con los grupos Control y Letrozole. Aunque la capa es mas delgada, se
observa una mejoria celular, ya que hay una disminuciéon de nticleos picnoéticos, asi como mayor
espacio entre células comparado con la compactacion celular observada en el grupo Letrozole. Sin
embargo, se observa una disminucion significativa en el grosor de coldgeno, lo cual implicaria en
problemas de sostén del tejido, ya que esta capa es la encargada de dar sostén y proteccion al utero
(Ross, 2008). El nimero de células positivas al receptor TRPV1 es favorable, ya que aumenta en
comparacion de la disminucion observada en el grupo Letrozole y este aumento llega a ser igual al
numero de células positivas del grupo Control. Este aumento esta relacionado con la mejoria de la
diferenciacion celular observada.

Efecto del SOP y el tratamiento con Capsaicina en el miometrio

El tutero es suplido por nervios simpaticos, parasimpaticos y sensoriales que inervan
principalmente los vasos sanguineos y el musculo liso miometral (Brauer & Smith, 2015).

En el grupo Letrozole se observo una disminucion significativa en el grosor del miometrio,
agregado a esto, se observa compactacion celular y nucleos cariorréxicos. En cuanto al grosor de
colageno de la capa también se observa una aumento, sin embargo, esta capa presenta varios huecos,
lo cual es grave ya que esta capa es la principal fuente de irrigacion como de inervacion del ttero
(Brauer & Smith, 2015), por lo que su compactaciéon y falta de colageno pueden estar involucrados
en el mal funcionamiento del tejido durante el SOP, como lo es por ejemplo la disminucién de la
peristalsis en pacientes con SOP (Henrik et al., 2012), asi como de la falta de regulacion celular
observada en todas las capas, principalmente en el endometrio. Esto también concuerda con la
disminucion de células positivas al receptor TRPV1 observadas con respecto al grupo Control, esto
demuestra la falta de inervacion en el tejido ya que no se da la sefializacion para promover la expresion
del receptor TRPV1.

En el grupo Letrozole/Capsaicina se observo una disminucion aiin mas notable en el grosor de
la capa uterina, sin embargo, el analisis celular demuestra nticleos con cromatina laxa, asi como una
disminucion de la proliferacion celular desenfrenada en el grupo Letrozole, permitiendo mayor
espacio entre célula y célula, lo cual parece prometedor para recuperar la irrigacion e inervacion del
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tejido. A pesar de estas caracteristicas positivas, el grosor de colageno permanece siendo
significativamente menor al compararlo con el grupo Control. Al realizar el conteo de células
positivas al receptor TRPV1 no se observa diferencia significativa con el grupo Control, pero si se
muestra un amento en comparacion con el grupo Letrozole, aunque no llega a ser significativo. El
aumento del espacio entre célula y célula permite un aumento en la deficiente inervacion mostrada
durante el SOP, esto se sugiere podria deberse a la estimulacion de los receptores TRPV1 de las fibras
sensoriales, lo cual promueve procesos de neuroangiogénesis a través del factor NGF, importante
para el desarrollo de fibras nerviosas, y a su vez permitiendo la sefializacion para promover la
expresion del receptor TRPV1 en células del miometrio (Ricu et al, 2008). Ademas, los receptores
TRP integran informacion sobre el estado de vascularizacion de 6rganos periféricos y perciben
estiramiento y presion (Aguado, 2002), lo cual supone procesos de angiogénesis en el miometrio,
ayudando al utero a mejorar su estado de vascularizacion. La mejoria del estado de inervacion e
irrigacion del tejido permite el correcto desarrollo celular y funcionamiento del endometrio.

Efecto del SOP y el tratamiento con Capsaicina en el endometrio y epitelio ciliar

El endometrio es una capa uterina que regula su crecimiento por esteroides, principalmente el
E2, estimula la proliferacion celular y la progesterona que la inhibe (Li et al., 2014). Durante el SOP,
el exceso de estrogenos y la falta de progesterona da como resultado el crecimiento descontrolado del
endometrio y es la principal causa del carcinoma endometrial (Chittenden et al., 2009). La hiperplasia
ocurre por la proliferacion de las glandulas endometriales con tamafio y forma irregular, aumenta la
razon glandula/estroma (Usandizaga-Pombo, 1966). En mujeres con SOP, el grosor endometrial ha
sido sugerido como factor determinante clinico junto con edad e IMC para una biopsia endometrial.
Por lo tanto, el examen de ultrasonido con biopsia endometrial en un endometrio espesor de 0.9 mm
en pacientes obesas con SOP ha sido sugerido (McCormick et al., 2011).

En el grupo Letrozole se observé un aumento significativo a en el grosor del endometrio. Al
analizar la morfologia celular se observa una hiperplasia endometrial y glandular, ya que las células
muestran un mayor tamafio que las comparadas al grupo Control, asi como también nucleos
picndticos con aumento de basofilia nuclear, a diferencia de los nticleos del grupo Control, los cuales
se ven con cromatina mas laxa. Las glandulas endometriales sintetizan, transportan y secretan
sustancias esenciales para la supervivencia y el desarrollo del embridn, se localizan en el estrato
superior funcional del endometrio rodeadas por estroma y por el estrato inferior basal enrolladas,
ramificadas y rodeadas de estroma denso (Nanjappa et al., 2015). En el grupo Letrozole aumentan en
nimero a mas del triple y presentan formas irregulares comparadas con las del grupo Control aparte
de un aumento en celularidad de nticleos pincoticos altamente basofilos. Todo esto correlaciona con
las investigaciones realizadas anteriormente sobre el endometrio durante el SOP (Usandizaga-Pombo,
1966). En cuanto al grosor del colageno se observa una disminucion significativa muy notable, esto
se sugiere esta involucrado con la pérdida de funcionalidad del utero y problemas de implantacion
reportados durante el SOP (Wang et al., 2001; Giudice et al., 2006), ya que al haber una reduccion en
la cantidad de colageno hay pérdida de la funcionalidad en el estiramiento y compactacion del utero
durante la gestacion. Estas alteraciones celulares, asi como la falta de coldgeno pueden verse
relacionadas con las anormalidades encontradas en el miometrio, ya que al haber compactacion
celular no permite la correcta inervacion e irrigacion del tejido, impidiendo la correcta sefializacion
en procesos de proliferacion y diferenciacion celular, asi como la vascularizacion correcta del estroma
endometrial (Nishikori, 2005). Todo esto correlaciona con la disminucion de células positivas al
receptor TRPV1 en las células del endometrio.
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El grupo Letrozole/Capsaicina muestra una disminucion significativa en el grosor del
endometrio mostrado durante el SOP, y no muestra diferencia significativa con el grupo Control, lo
cual demuestra que el tratamiento con capsaicina reduce el estado de hiperplasia endometrial durante
el SOP. El analisis celular valida estos hechos demostrando una disminucion en el tamario celular, asi
como nucleos con cromatina laxa con similitud a los nucleos normales. El nimero de glandulas
disminuye significativamente a casi la mitad del nimero de glandulas del grupo Letrozole, sin
embargo, no llega a disminuir al nivel del grupo Control. Las formas irregulares mostradas durante
el SOP disminuyen en el grupo administrado con Capsaicina y se muestra una morfologia muy
similar al grupo Control. El nimero de células positivas a TRPV1 aumenta de forma significativa, lo
cual refuerza que la estimulacion de los receptores TRPV1 de las fibras sensoriales con Capsaicina
promueve la neuroangiogénesis en el SOP por medio del factor NGF y a su vez, este factor también,
al unirse al receptor TrkA activa a los promotores P1 y P2 del receptor TRPV1 y con ello aumenta la
transcripcion del gen trpvl (Xin et al, 2011) y promueve el trafico de los receptores TRPV1 del
reticulo endoplasmico a la membrana celular en células del utero, asi como sucede el SNC (Ricu et
al, 2008). Estudios anteriores demuestran la expresion de marcadores neuronales como con el NGF y
el TRPV1 en el endometrio, por lo tanto, se sugiere que la estimulacion de neuroangiogénesis también
suceda de forma similar en el utero (Newman et al., 2013). En el 2003, Alatriste propuso el siguiente
mecanismo sobre la participacion del NGF en el trafico de los receptores TRPV1 del RE a la
membrana celular: 1 NGF a través de su receptor TrkA, permite la activacion de la PI3K, PKC
(Morenilla-Palao et al, 2004) y la proteina SRC, las dos primeras tienen sitios de fosforilacion en los
dominios C terminal (Vlachova et al, 2003) y la SRC en el dominio N-terminal de los receptores
TRPV1 (Van Buren et al, 2005; Zhu y Oxford, 2009). La fosforilacion de estos sitios permite que los
receptores TRPV1 sean transportados a la membrana celular y capten estimulos extracelulares. La
activacion del TRPV 1 activa la corriente de Ca*" que a la vez activa a las proteinas calcio calmodulina
quinasa II (CAMKII), a la PKC y a la PKA dependientes de Ca", estas proteinas activan al factor de
transcripcion NFkB, el cual promueve la transcripcion de genes involucrados en los procesos de
diferenciacion y proliferacion celular (Jara-Oseguera, et al, 2008; Vennekins, et al, 2008; Taylor, et
al, 2009).

El epitelio ciliar uterino juega un rol importante en la secrecion de fluidos endometriales que
son importantes para la sobrevivencia y transporte del 6vulo. El ritmo direccional de los cilios sugiere
que la accion de los cilios es para facilitar la distribucion de la secrecion endometrial y para impulsar
corrientes de fluidos dentro del utero. En el endometrio humano el porcentaje de células ciliadas
aumenta durante la fase proliferativa del endometrio. En casos de hiperplasia endometrial con altos
niveles de estrogenos se ha reportado un incremento significativo en el porcentaje de células ciliadas
(Tachi et al., 1969).

En el epitelio ciliar del grupo Letrozole se observo un aumento significativo en el grosor de la
capa, asi como una semi-bicapa de células hiperplasicas con ausencia de microvellosidades y ntcleos
picnoticos. Sin embargo, no se muestra una disminucion en las células positivas al receptor TRPV1.
Este cambio morfoldgico del epitelio se sugiere esta relacionados con los problemas de implantacion
reportados en pacientes con SOP, ya que en la ausencia de microvellosidades no hay corrientes de
fluidos dentro del ttero que puedan ayudar a la motilidad del espermatozoide ni a la implantacion del
ovulo si llegase a ser fecundado (Giudice et al., 2006). En el grupo Letrozole/Capsaicina se observa
una disminucion significativa en el grosor de la capa comparado al grosor del grupo Letrozole, sin
embargo, la disminucion fue tal que es mas delgada que el grupo Control. Del analisis celular
podemos observar una reorganizacion de las células en una monocapa de células cuboidales con
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nucleos con cromatina laxa y presencia de microvellosidades, esta morfologia celular es muy parecida
a la de un epitelio sano. El nimero de células positivas al receptor TRPV1 se vio aumentado en
comparacion al Control y Letrozole, sin embargo, este aumento no llegd a ser significativo. La
presencia de microvellosidades sugiere que el epitelio ciliar ha recobrado su funcionalidad para
distribuir la secrecion endometrial, sin embargo, para demostrar su funcionalidad correcta es
necesario realizar mas estudios como lo es probar la capacidad de implantacion del utero.
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8.

CONCLUSIONES

El tratamiento con Capsaicina mostré ser benéfico ya que:

Disminuy¢ el grosor del utero, en especial del endometrio y epitelio ciliar.

Disminuy6 la hiperplasia endometrial, asi como disminuyd el nimero de glandulas
endometriales y modificé su tamafio y la forma irregular de las estructuras durante el SOP,
indicadores de mejoria y factor positivo para la prevencion del cancer endometrial.
Aument?6 el nimero de células positivas al receptor TRPV1 en el perimetrio, endometrio y
epitelio ciliar.

Las células del epitelio ciliar mostraron una monocapa de células ciliadas lo cual sugiere
devolver la funcionalidad del epitelio.

PERSPECTIVAS

Se sugiere probar varias dosis del tratamiento con Capsaicina, asi como tiempo de
exposicion en cobayas Hartley o ratas Wistar.
Se sugiere probar la capacidad de implantacion del utero de los animales a tratar.
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