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ABREVIATURAS

Bcl-2: Familia de proteinas que regulan procesos de apoptosis celular.
BDGF: Factor de crecimiento derivado del cerebro
CaMKII: Calmodulina quinasa dos dependiente de calcio
CGRP: Péptido relacionado con el gen de la calcitonina
DRG: Ganglios de la raiz dorsal

FAS: Foliculos antrales sanos

FAA: Foliculos antrales atrésicos

FPS: Foliculos preantrales sanos

FPA: Foliculos preantrales atrésicos

FSH: Hormona estimulante del foliculo

GABA: Acido amino- y-butirico

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas

GDNF: factor neurotrofico derivado de la glia

IGF-1: Factor de crecimiento derivado de la insulina tipo 1
LH: Hormona luteinizante

L2-5: Segmentos lumbares 2-5

NGF: Factor de crecimiento nervioso

NOS: Nervio ovarico superior

PAV: Primera apertura vaginal

PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa

PKA: Proteina quinasa A

PKC: Proteina quinasa B

PLC: Proteina lipasa C



PIP2: Fosfatidilinositol difosfato

P53: Proteina supresora tumoral

SNC: Sistema nervioso central

SP: Sustancia P

TrKA: Receptor del factor de crecimiento nervioso de alta afinidad
TrkB: Receptor del factor de crecimiento derivado del cerebro
TNF: factor de necrosis tumoral

TRPV1: Receptor a vanilloides de potencial transitorio tipo 1
VIP: Péptido intestinal vasoactivo

Src: proteina quinasa Src



Resumen

La capsaicina modula al receptor a vanilloides de potencial transitorio tipo 1 (TRPV1), este
receptor se encuentra en varios tipos de células y se ha visto involucrado en la proliferacion
celular de diversos 6rganos. En los ovarios de las cobayas Hartley la capsaicina administrada
por via subcutanea a dosis altas 0.03 M retrasa la edad de la primera apertura vaginal (PAV)
y disminuye el desarrollo folicular. La administracion de capsaicina en la bolsa ovarica a
concentraciones (1nM, 10 nM y 1 uM) no afecta al sistema de regulacion hipotalamo-
hipofisis-ovario, es decir no modifica la edad de la PAV, las concentraciones 1nM y 10 nM
estimulan el desarrollo folicular ovarico disminuyendo la atresia folicular, mientras que la
concentracion 1 uM produce atresia folicular provocando disminucion de la proliferacion
celular ovérica. Los efectos evaluados provocados por la administracion local de capsaicina,
muestran que la modulacion de TRPV1 y su respuesta hacia la maduraciéon sexual y el
desarrollo folicular, depende de la via de administracion y la concentracion administrada.



1. INTRODUCCION
1.1 Caracteristicas fisiologicas del sistema reproductor de la cobaya

Los cobayos, conejillos de indias o “guinea pig” son considerados como buenos
modelos de experimentacion en comparacion con las ratas y ratones debido a que sus
sistemas funcionan de manera similar a los sistemas humanos. Especificamente, el sistema
reproductor de las cobayas se caracteriza por ser un ciclo estral largo, dura 16-17 dias en
promedio, el cuerpo lateo funciona por 12 dias, hay ovulacién espontanea. Ademas, los
animales al memento de nacer ya tiene alto desarrollo del sistema nervioso y muscular. Estas
caracteristicas son similares a los mamiferos de mayor talla como los cerdos, las cabras, los
primates no humanos y los humanos (Sadeu et al., 2007; Alatriste et al., 2009; Sun et al.,
2014). Afadiendo a esto, la PAV ocurre a los 35-38 dias de edad, alcanzado su madurez
sexual plena a los 90 dias de edad, después de 3 ciclos estrales. Durante el periodo infantil,
juvenil y prepuberal, el canal vaginal de las cobayas permanece cerrado por la membrana
vaginal y el rompimiento de ella marca el inicio del primer estro, posteriormente solo se abre
en el periodo del estro (3 dias) y durante el parto. Cabe sefialar que durante el ciclo estral, el
periodo de diestro dura 12 dias (Alatriste et al., 2009). En las cobayas, la prefiez dura 70 dias,
y el nimero de crias es 3 en promedio (Wang et al, 2010). Al nacer, las crias tienen excelente
control motor, incluso ingieren alimento solido de los adultos. Estas caracteristicas

anatomicas y de conducta sugieren alto nivel de desarrollo en sus sistemas fisioldgicos.

1.2 Pubertad en los mamiferos

La pubertad es el periodo de la vida de los mamiferos que ocurre entre la infancia y la
edad adulta para alcanzar la madurez sexual. Esta etapa del desarrollo se caracteriza por
aumento de las hormonas sexuales, por cambios corporales y cambios conductuales. En el
periodo prepuberal inicia la maduracion del eje hipotdlamo-hipofisis-gonadas, este suceso es
marcado por el cambio en el patron de secrecion de la hormona GnRH como consecuencia
de la activacion de diversos neurotransmisores como glutamato, noradrenalina, acido gamma
amino butirico (GABA) dopamina y péptidos como neuropéptido Y (NPY), entre otros.
Ademas, participan células gliales que favorecen la secrecion de GnRH por medio de
diversos factores de crecimiento y prostaglandinas que disminuyen el tono inhibitorio del

GABA (Ojeda, 2000). La secrecion de GnRH es en forma de pulsos y su duracion e



intensidad dependen la secrecion del estradiol y de la interaccion de los diversos
neurotransmisores. Cuando las células de la hip&fisis son estimuladas por la GnRH producen
la secrecion pulsatil de la FSH y de la LH, hormonas que acttan sobre las células de los
ovarios a través de receptores especificos y estimulan la secrecion de estradiol y
progesterona. El incremento del estradiol circulante en el plasma es responsable de la
apertura vaginal que ocurre en la pubertad de los roedores. Ademas, el estradiol contribuye
al desarrollo de los caracteres sexuales secundarios, especificamente, al crecimiento de los
organos como los ovarios, Gtero y glandulas mamarias. Otros reguladores de la funcion de
los ovarios son los nervios simpaticos, nervios parasimpaticos y fibras peptidérgicas. Los
primeros llegan a través del NOS, mientras que los segundos lo hacen a través del plexo
ovarico (Morales-Ledesma et al., 2015). Los nervios sensoriales del ovario contienen varios
trasmisores como la SP, VIP y CGRP (Morales-Ledesma et al., 2015). El VIP y la
noradrenalina, a través de receptores 32 en las células de los foliculos estimulan la produccion
de andrdgenos, de estradiol y de progesterona y éstas en el desarrollo de los foliculos (Figura
1). En el cerebro, influyen en la secrecion de GnRH por el asa de regulacion positiva y
facilitan la conducta sexual (Sisk y Foster, 2004). También se ha reportado que la produccion
de GnRH depende de las condiciones fisioldgicas en las que se encuentre el individuo, es
decir, en animales ovariectomizados al nacimiento se mantiene concentracion baja de
esteroides, sin embargo al llegar la pubertad, los niveles de esteroides incrementan de la
misma manera que en los animales intactos (Sisk y Foster, 2004), lo que ha sugerido que el
inicio de la pubertad no depende Unicamente de los picos de esteroides producidos por el

ovario, sino de la regulacion de del sistema nervioso central.
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Figura 1. Esquema de la regulacién de la pubertad por el eje hipotalamo-hipofisis-gonadas. La
secrecion de GnRH por el hipotdlamo dependiente de estradiol da la sefializacion a la hip6fisis para
secretar FSH y LH, las cuales ejercen su accion en las células del ovario. El incremento del estradiol
circulante es el responsable de la primera apertura vaginal (PAV) en los roedores. Ademas, la
secrecion de esteroides se regula por los nervios a través de VIP y noradrenalina que a su vez producen
la liberacién de andrégenos, de estradiol y de progesterona (Modificado de Ojeda, 2000).



1.3 Microambiente del ovario en los mamiferos

En los mamiferos, los ovarios estan cubiertos por una membrana delgada que se fusiona
con el oviducto llamada bolsa ovarica. La bolsa ovérica protege al ovario del entorno
peritoneal y proporciona una cdmara llena de fluido que forma un microambiente especifico
de los ovarios. La bolsa ovérica contiene liquido extracelular que aumenta sustancialmente
al acercarse la ovulacion, ademas desempefia un papel activo en la homeostasis de los fluidos
locales alrededor del ovario. Esta estructura es dindmica habiendo absorcion y drenaje de
fluidos que ingresan a ella para el desarrollo de los ovocitos y la produccién de hormonas,

también drena liquido del sistema linfatico (Figura 2), (Luna et al., 2003; Zhang et al., 2013).

Bolsa
ovarica

Figura 2. Fotografia del ovario de ratdn con su bolsa ovérica. La bolsa ovérica protege al ovario del
entorno peritoneal y proporciona una camara que contiene fluido constituyendo un microambiente de
los ovarios. La bolsa ovéarica regula la absorcién y drenaje de fluidos que ingresan a ella para el
desarrollo de los ovocitos y la produccion de hormonas. Escala 1 mm. (Tomada de Zhang et al., 2013).

El ovario tiene dos zonas; la médula y la corteza, en la corteza se encuentran los
foliculos primordiales y foliculos en desarrollo. ElI nimero y tamafio de ellos varia
dependiendo de la edad y del estado reproductivo de la hembra. La presencia de foliculos de
diferente tamafio refleja cambios internos, asociados a su crecimiento y desarrollo. Es
importante sefialar que los nervios simpaticos, colinérgicos y sensoriales estan en contacto

con los ovarios y estan involucrados en la foliculogénesis, en el desarrollo folicular y en la



atresia. Las fibras sensoriales son fibras C y Ad y regulan el crecimiento de los foliculos,
incluso algunas de ellas estan en la teca de los foliculos (Luna y Martinez, 2005), También
se encuentran entre las células del tejido intersticial y cercanas a los vasos sanguineos (Zik
et al, 2010).

Durante el desarrollo de los foliculos hay proliferacion de las células de la teca, de las
células de la granulosa y ocurre la formacion del antro, es espacio lleno de liquido que se
forma entre las células de la granulosa. El liquido del antro contiene hormonas esteroides,
diversas proteinas con diferentes funciones, proteoglicanos y electrolitos, las proteinas del
plasma y las gonadotropinas llegan al liquido del antro por difusion de liquidos vasculares
(Lunay Martinez, 2005). En el foliculo ovarico, no hay drenaje del fluido folicular, por tanto,
el liquido se acumula conforme aumenta el volumen del antro. La formacion de liquido
folicular comienza al aumentar la vascularizacion de la teca, con aumentos en la presion de
la sangre y con aumento del flujo en los capilares cercanos a la teca. El liquido folicular pasa
al antro cruzando el endotelio capilar, la lamina basal y el intersticio de la granulosa folicular
(Figura 3) (Rodgers e Irving, 2010).
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Figura 3. Esquema del ovario. En los foliculos desarrollados, el liquido antral puede viajar a él
cruzando el endotelio, la lamina basal subendotelial, intersticio, lamina basal folicular y la granulosa.
Las rutas 1 y 3 muestran el movimiento de liquido entre las células (flechas continuas), mientras que
las rutas 2 y 4 muestran rutas transcelulares (flechas discontinuas) (Modificado de Rodgers e Irving,
2010).



1.4 Desarrollo folicular en los ovarios

El desarrollo folicular inicia con la transformacién del foliculo primordial a foliculo
primario, a foliculo secundario, a foliculo terciario y finalmente a foliculo preovulatorio
(Erickson, 1995; Loffler y Koopman, 2002). La primera fase, se denomina preantral, es
independiente de las gonadotropinas y se caracteriza por el crecimiento y la diferenciacion
del ovocito. La segunda etapa del desarrollo es denominada antral, es dependiente de
gonadotropinas y hay enorme aumento del tamafio del foliculo (Erickson, 1995). Los
foliculos primordiales tienen una capa de células planas que rodean al ovocito. Después, las
células planas se transforman a cubicas y el ovocito adquiere su tamafio final dando estructura
al foliculo primario. De este estadio se diferencian a foliculos secundarios, formados por
varias capas de células de la granulosa, algunas de ellas empiezan a diferenciarse en células
de la teca interna y teca externa. El foliculo terciario incrementa drasticamente de volumen
por la formacién del antro, espacio que contiene al liquido folicular que esta entre las células
de la granulosa (Figura 4). Durante el desarrollo folicular es crucial la division de las células
de la granulosa y la expansién del antro, fendmenos que contribuyen a la formacion de los
foliculos preovulatorios (Erickson, 1995; Van den Hurk y Zhao, 2005).

Durante la maduracion de los foliculos también ocurre la seleccion folicular. En ella
aumenta la sintesis de estradiol y la transcripcion del receptor de LH en las células de la
granulosa. La dominancia de los foliculos se adquiere por el tamafio, por la mayor produccién
de estradiol y por el crecimiento continuo del foliculo a pesar de bajas concentraciones
sistémicas de FSH. El foliculo dominante también adquiere la capacidad para suprimir el
crecimiento de otros foliculos, se trata de una dominancia funcional. Por el contrario, los
foliculos que sufriran atresia no producen estradiol (Austin et al., 2001). La apoptosis de las
células de la granulosa puede ser un evento tardio y fallido del desarrollo folicular, ocurre al
cesar el crecimiento del foliculo y de la produccion de estradiol. La produccion de estradiol
y progesterona en el ovario ocurre en las células de la granulosa y en las células tecales de
los foliculos en desarrollo. El estradiol se sintetiza de forma creciente hasta el momento de
la ovulacion, después disminuye su concentracion plasmatica. Cabe sefialar que los niveles
bajos de estradiol se acompafian del incremento de progesterona. Las células de la teca de los
foliculos producen alta cantidad de androgenos y la aromatizacion de ellos se da en las células
de la granulosa convirtiendose a estradiol (Baker y Spears, 1999). Otros promotores del


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Austin%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11207199

desarrollo folicular son la FSH y la LH. La primera estimula la produccion de estrogenos en
las células de la granulosa a través de sus receptores especificos, mientras que la segunda
(LH) actta sobre las células de la teca induciendo la ovulacién y la luteinizacion de los
foliculos. Cuando se altera el equilibrio entre estas dos hormonas (LH y FSH) aumenta la
produccion de andrégenos, aumenta la atresia folicular y la infertilidad de los animales.
Existen dos tipos de atresia; atresia tipo A y atresia tipo B. En la atresia tipo A, el ovocito
degenera por apoptosis, mientras que en la atresia tipo B degeneran las células de la
granulosa. La atresia A es comun en los foliculos preantrales mientras que la atresia B afecta
a los foliculos antrales (Luna y Martinez, 2005). La apoptosis de las células foliculares del
ovario se activa por las caspasas 3 y 9, p53, ciclinas y Bcl-2, entre otros. Es importante
mencionar que el destino de la mayoria de los foliculos es la atresia (Flores et al, 2005), sin
embargo existen factores de crecimiento involucrados en la sobrevivencia folicular como el
factor de crecimiento nervioso (NGF), un factor que también modula a los receptores TRPV1
(Luna et al, 2015).
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Figura 4. Esquema de foliculos en diferentes estados del desarrollo. Los foliculos primordiales tienen una capa
de células planas que rodean al ovocito. Posteriormente, las células planas se transforman a esféricas formando
al foliculo primario. La diferenciacion continGia a foliculos secundarios con varias capas de células de la
granulosa y células tecales alargadas. El foliculo terciario incrementa de volumen por la presencia del antro,
espacio que contiene al liquido folicular que esta entre las células de la granulosa. Los foliculos secundario y
terciario dependen de las gonadotropinas y sintetizan estradiol en cantidades cada vez mayores, el estradiol es
esencial para la supervivencia del foliculo.



1.5 Caracteristicas moleculares de los receptores TRPV1

Los receptores TRPV1 estdn conformados por 6 subunidades transmembranales, una
proteina con grupos amino y carboxilo terminal en el espacio intracelular. La proteina existe
como monomero o tetrdmero y responde tanto a estimulos fisicos de temperatura mayor a 43
grados Celsius y a estimulos quimicos como la acidez con pH de 5.5 (Holzer, 2008). Las
subunidades del receptor forman un canal cationico no selectivo con alta permeabilidad al

calcio (Figura 5). Los receptores TRPV1 se expresan tanto en las terminales nerviosas

periféricas como en las terminales centrales de la las fibras C y Ad (Venkatachalam y
Montell, 2007; Gunthorpe y Chizh, 2009; Xia et al., 2011).

Figura 5. Esquema de los monémeros o tetrameros del receptor TRPV1. El receptor TRPV1 posee 6
subunidades transmembrana con grupos amino y carboxilo terminales en el citoplasma. Entre la
subunidad 5 y 6 se forma el canal de calcio, mientras que los sitios de unién a vanilloides se
encuentran entre la segunda y tercera subunidad del receptor en el segmento carboxilo terminal.



La capsaicina (8-metil-N-vainillil-6-nonenamida) es el vanilloide més abundante y
potente de la especie de Capsicum (Figura 6) (Cases et al., 2011) que activa la corriente de
calcio de los receptores TRPV1 (Surowy et al., 2010). Se ha reportado que el receptor
TRPV1 tiene dos sitios de unién a vanilloides (Pingle et al., 2007; Xia et al., 2011), uno se
encuentra entre la subunidad 2 y 3, especificamente, en los residuos tirosina 511 y serina 512

y el otro en el dominio C-terminal de la proteina (Pingle et al., 2007).

NH

0 \
H3C/ CH,
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Figura 6. Molécula de capsaicina (IUPAC, 8-Metil-N-vanillil-6-nonenamida). Es una molécula con
propiedades lipofilicas.

Se he reportado que las células CHO en cultivo expresan los receptores TRPV1 y que
la actividad del canal depende de la concentracidn de capsaicina probada. Con 1 nanomolar
de capsaicina ya hay activacion de la corriente de calcio, la cual aumenta con 10 nanomolar
Ilegando a un méximo de respuesta con 1 micromolar, por tanto la activacion de la corriente
del receptor TRPV1 es dependiente de la concentracion de capsaicina (Figura 7) (Cases et
al., 2011).
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Figura 7. Activacion de corrientes del canal TRPV1 moduladas por la capsaicina. Las corrientes
eléctricas (A) aumentan segln la concentracion de capsaicina (Cases et al., 2011).
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1.6 Vias de sefializacion activadas por los receptores TRPV1

En el espacio intracelular, la funcion de los receptores TRPV1 se modula por PKA,
PKC, CaMKIly Src (Pingle et al., 2007; Surowy et al., 2010; Xia et al., 2011). Las respuestas
provocadas por la activacion de los receptores TRPV1 pueden ser la sensibilizacion, la
desensibilizacion y la taquifilaxia, todas estas respuestas celulares son dependientes de
calcio. La sensibilizacion ocurre cuando el receptor TRPV1 estd en reposo en donde la
proteina esta fosforilada. Mientras que, la desensibilizacion ocurre con la activacion del canal
por la estimulacién de un agonista a alta concentracion y la taquifilaxia se presenta cuando
la respuesta disminuye y los receptores TRPV1 se someten a aplicaciones repetidas y breves
de un estimulo. La capsaicina interactta con los receptores TRPV1 en los sitios de union a
vanilloides intracelulares. La calcineurina, una fosfatasa activada por Ca?*, media la
desfosforilacion y produce desensibilizacion de los receptores TRPV1. También, la
fosforilacion de la PKA reduce la desensibilizacion de los receptores TRPV1, mientras que
la respuesta de los receptores TRPV1 que se obtiene por la aplicacion de capsaicina también
activa a la PKA (Pingle et al., 2007; Xia et al., 2011).

Otra via de regulacién es mediada por el PIP2 en la membrana que activa a los
receptores TRPV1. A baja concentracion de capsaicina, el PIP2 inhibe parcialmente a los
receptores TRPV1, mientras que la hidrolisis de ellas por la PLC los activa. A concentracion
mas alta de agonista, el PIP2 activa a los receptores TRPV1, mecanismo importante para
mantener la actividad del canal. El equilibrio entre los efectos inhibidores y excitadores del
PIP2 depende de la estimulacién al receptor (Surowy et al., 2010; Cases et al., 2011; Xia et
al., 2011). La activacion de los receptores TRPV1 se debe a la fosforilacion de las quinasas,
un fendbmeno mediado por la PKC. Ademas, la PKC modifica directamente el canal y
sensibiliza la respuesta ante los agonistas. La PKC a su vez activa a la proteina Src quinasa,
quien regula positivamente la actividad del canal idnico del receptor TRPV1 por via de la
fosforilacion de tirosina (Pingle et al., 2007; Xia et al., 2011).

También se ha reportado que el NGF aumenta la expresion de los receptores TRPV1
aumentando su transporte desde las membranas intracelulares del reticulo endoplasmico y
las vesiculas hasta la membrana celular (Surowy et al., 2010). Se sugiere que el NGF se une
a los receptores TrkA/p75 lo que conduce a la activacion de la PLC y a la hidrolisis de PIP2

activando a la PKC y el consiguiente translocacion de los receptores TRPV1 a la membrana
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celular (Pingle et al., 2007; Cases et al., 2011). EI NGF también activa a la PI3K, a la PKC
y a la CaMKII provocando cascadas de sefializacion intracelular que incrementan la apertura
del canal de los receptores TRPV1. La sefializacion mediada por PI3K activa a la quinasa
Src que a su vez fosforila a los receptores TRPV1 e induce su translocacion a la membrana
celular. Al igual que el NGF, el IGF-1 aumenta la translocacion de los receptores TRPV1 a
la membrana celular a través de la via de sefializacion PI3K y PKC aumentando la actividad
del canal y la translocacion del receptor a la membrana celular (Cases et al., 2011). Ademas,
el NGF y el IGF-1 tienen diferentes actividades biologicas como la diferenciacion de células
y actividad anti-apoptdtica (Flores et al, 2005; Harada et al., 2007). En las neuronas del DRG,
la activacién de los receptores TRPV1 por la capsaicina aumenta la liberacién de CGRP que
tiene actividad vasodilatadora produciendo hiperemia. Se ha reportado que el CGRP y la SP
aumentan el flujo sanguineo vascular de los ovarios teniendo efectos tréficos en la glandula
(Luna et al, 2015), ademas, el CGRP inhibe la produccion del TNF, un regulador del
desarrollo folicular (Harada y Okajima, 2007; Harada et al., 2007).

1.7 El desarrollo folicular y la pubertad mediados por los receptores TRPV1

En el desarrollo folicular intervienen factores intraovaricos como el NGF, el GDNF y
BDGF, lo hacen a través de sus receptores TrkA y TrkB respectivamente. Otros receptores
que participan en el mismo proceso son los receptores TRPV1 (Alatriste et al., 2013). Los
receptores TRPV1 se expresan en muchos tipos de células en proliferacién, en neuronas
relacionadas con el aprendizaje o en el adulto cuando hay actividad relacionada con el
aprendizaje (Stock et al., 2014). Cabe mencionar que con la activacion de los receptores
TRPV1 por capsaicina aumenta la liberacién de glutamato, un aminoacido que actia como
regulador positivo para iniciar la pubertad (Stock et al., 2014). En la cobaya infantil, los
foliculos ovaricos tienen bajo nivel de transcripcion de los receptores TRPV1, nivel que
aumenta al llegar la pubertad (Figura 8) (Alatriste et al., 2013). Se ha mostrado que la PAV
se retrasa en cobayas tratadas con capsaicina, lo que sugiere que las fibras sensoriales
participan en el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y contribuyen a la aparicion de la pubertad
de las cobayas (Alatriste et al., 2013). En las terminales de los nervios periféricos, los
receptores TRPV1 modulan la transmision sinéptica sensorial, 1o hacen a través de los DRG
y del ganglio trigémino (Jeffry et al., 2009; Premkumar et al., 2013). Las terminales aferentes
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centrales liberan péptidos como el CGRP con potente actividad vasodilatadora. Ademas, los
receptores TRPV1 y NGF se co-expresan en las fibras sensoriales y estan interrelacionados
funcionalmente al modular el desarrollo de las neuronas, la liberacion de péptidos (CGRP y
SP) y la actividad de las fibras aferentes primarias (Obreja et al., 2011; Szallasi et al., 2007).
Previamente, se ha postulado que las fibras sensoriales a traves de los receptores TRPV1
modulan el desarrollo folicular y la pubertad siendo sensores que integran la transmision
sensorial del ovario al SNC (Alatriste et al., 2013). La degeneracidn producida por capsaicina
a alta dosis produce desensibilizacion dado que depende de la integridad fisica de las
neuronas expuestas al neurotoxico (Malagarie-Cazenave et al., 2009).

En los humanos, la capsaicina disminuye el desarrollo del cancer al inducir apoptosis
de las células implicadas (Malagarie-Cazenave et al., 2009). Hasta ahora, se han postulado
varios mecanismos de accion de la capsaicina; incluyen al estrés oxidativo, la regulacion
positiva de proteinas pro-apoptoticas y la activacién de caspasas (Zhang et al., 2008). El
efecto de la capsaicina es a través de la mitocondria, la cual libera citocromo C y este permite
la activacion de las caspasas-3 y 9, un efecto que depende de la dosis y del tiempo (Maity et
al., 2010). Sin embargo el efecto farmacoldgico de la capsaicina esta en funcion de las
células, de la dosis y de la duracion del tratamiento. En estudios anteriores se ha mostrado
que, en las cobayas tratadas con capsaicina (0.03 M) por via subcutanea se atraso la PAV de
44+1,8 dias vs 36 £3 dias en los animales tratados con vehiculo (Figura 8). También, el
namero de foliculos FPS, FPA, FAS y FAA disminuy6 50, 66, 27 y 52 % respectivamente
con la administracion de capsaicina (0.03 M) en comparacion con los animales administrados
con vehiculo (Figura 9) (Alatriste et al., 2013).
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Figura 8. Primera apertura vaginal de cobayas tratadas con capsaicina a los 10 dias de edad. En las
cobayas tratadas con capsaicina (0.03 M) por via subcutanea, la PAV fue 44+1,8 dias vs 36 +3 dias
en los animales control administradas con el vehiculo (Alatriste et al., 2013).
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Figura 9. Desarrollo folicular en los ovarios de las cobayas tratadas con capsaicina a los 10 dias de
edad. En cobayas tratadas con capsaicina (0.03 M) via subcutanea, el nimero de FPS, FPA, FAS y
FAA disminuy6 50, 66, 27 y 52% respectivamente en comparacion con los animales administrados
con el vehiculo. Los foliculos atrésicos disminuyeron 37 y 57 % respectivamente (Alatriste et al.,
2013).
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2.0 JUSTIFICACION

Los receptores TRPV1 se expresan en diversos tejidos; los DRG, el ganglio trigémino,
el ganglio nodoso, fibras nerviosas aferentes C y Ad, en neuronas del hipotdlamo, cerebelo,
corteza cerebral, nucleo estriado, mesencéfalo, bulbo olfatorio e hipocampo. También en
tejidos no neuronales como los queratinocitos de la epidermis, epitelio de la vejiga, musculo
liso vascular, células del higado y macrofagos (Pingle et al., 2007). En algunos 6rganos su
expresion ha sido mejor caracterizada, sin embargo en el sistema reproductor, y
especificamente en los ovarios, los datos aun son escasos. Estudios previos de nuestro
laboratorio muestran que en la cobaya, la capsaicina administrada por via subcutanea a alta
concentracion (0.03 M) atrasa la pubertad y disminuye el nimero de células TRPV1-positivas
en los foliculos ovaricos, en los DRG y en la médula espinal (L2-5). Como consecuencia de
la degeneracion de las fibras sensoriales disminuye la liberacién de sustancia P y CGRP y
atrasa la pubertad de los animales. En esta tesis estudiamos el efecto de la capsaicina por
administracion local (bolsa ovérica) a concentracion baja (nanomolar y micromolar) y su
relacién con el desarrollo folicular y la pubertad. Los resultados de este proyecto aumentaran
nuestro conocimiento sobre la participacion de los receptores TRPV1 en el desarrollo
folicular y la maduracion sexual considerando que la via de administracion y las
concentraciones de capsaicina utilizadas son diferentes con respecto a las utilizadas por

Alatriste (Alatriste et al, 2013) y por consecuencia los efectos pueden ser diferentes.
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3.0 HIPOTESIS
La capsaicina a dosis baja administrada en la bolsa ovéarica aumenta el desarrollo folicular y

adelanta la pubertad de la cobaya.

4.0 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la administracion de capsaicina (1 nM, 10 nM y 1 uM) en la bolsa ovérica

sobre el desarrollo folicular y la pubertad de la cobaya.

4.1 Objetivos particulares
4.1.1 Evaluar la pubertad después de administrar la capsaicina en la bolsa ovarica a los
10 dias de edad.
4.1.2 Evaluar el desarrollo folicular después de administrar la capsaicina en la bolsa
ovarica a los 10 dias de edad.
4.1.3 Evaluar las células TRPV1-positivas en los foliculos ovéaricos después de

administrar la capsaicina en la bolsa ovarica a los 10 dias de edad.
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5.0 MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales de experimentacion

Las cobayas Hartley usadas en este trabajo fueron reproducidas y mantenidas en el
bioterio “Claude Bernard” de la BUAP y se usaron siguiendo los criterios que estipula la
norma oficial mexicana (NOM-062-Z0O0-1999) para el cuidado y uso de animales de
laboratorio. Esta norma esta en concordancia con los criterios internacionales del NIH, USA.

Utilizamos 24 cobayas Hartley de 10 dias de edad que se asignaron de forma aleatoria
a cuatro grupos experimentales (n=6). Los animales se mantuvieron con ciclos de luz-
obscuridad de 12-12 horas, temperatura de 22+2 °C, alimento y agua a libre acceso. La dieta
fue suplementada con alfalfa que tiene proteinas, minerales y vitamina C, esto considerando
que las cobayas no pueden sintetizar vitamina C y la deficiencia de ella puede provocar
escorbuto (Frikke-Schmidt et al, 2015).

5.2 Grupos experimentales

Grupo 1: Cobayas administradas en la bolsa ovarica con el vehiculo.

Grupo 2: Cobayas administradas en la bolsa ovarica con capsaicina a concentracion 1 nM.
Grupo 3: Cobayas administradas en la bolsa ovérica con capsaicina a concentracién 10 nM.
Grupo 4: Cobayas administradas en la bolsa ovarica con capsaicina a concentracion de 1 uM.

5.3 Administracion de la capsaicina en la bolsa ovarica

La administracion de capsaicina o del vehiculo (solucién salina isotonica, pH 7.4.) se
hizo a los 10 dias de edad por cirugia en la regién dorsal lumbar L2-5. Las cobayas fueron
anestesiadas con ketamina (im, 35 mg/kg), 2.5 min después la xilacina (im, 5mg/kg), 2.5 min
la cloropiramida (ip, 10mg/kg) y 2.5 min después el salbutamol (ip, 1mg/Kg).
Posteriormente, por medio de una incision de la piel y separacién de los musculos por
diseccion roma (musculo de los lomos y musculo psoas) Ilegamos cuidadosamente a la bolsa
ovérica y colocamos un cubo de gelatina hidrolizada estéril (5 mm?) (Hemospon) que
previamente fue impregnada con la solucién de capsaicina o con el vehiculo (100 ul) (figura
10). Una vez hecho esto procedimiento se prosiguio a suturar por capas, primero los masculos
y luego la piel. Finalmente se aplicd azul de metileno de uso veterinario. Después de la

cirugia, los animales se tuvieron en observacidon hasta recuperarse completamente de la

18



anestesia y posteriormente se regresaron al cubiculo del bioterio. En los dias siguientes,
revisamos todos los dias el progreso de la incision y la alimentacién de los animales hasta el

final del experimento a los 35 dias en promedio.

. . Musculo de los lomos
Ketamina/Xilacina Mdsculo psoas //\7
1mi/1000g :
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I
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Figura 10. Administracion de capsaicina o del vehiculo en la bolsa ovarica. Administracién por
cirugia en la region dorso-lumbar L2-5. Por medio de una incision de la piel y de los musculos
(musculo de los lomos y musculo psoas), en la bolsa ovarica se colocé un cubo de gelatina impregnada
con la solucién de capsaicina o con el vehiculo (100 ul). Se prosigui6 a suturar, finalmente se aplicd
azul de metileno.

5.4 Registro de la primera apertura vaginal

Después de la cirugia, las cobayas estuvieron en cajas colectivas de plastico. A partir
del dia 25 de edad, se observo a simple vista la region ano-genital de los animales para
verificar la presencia o ausencia de su membrana vaginal. Cuando la membrana vaginal

desaparecio se tomo como indicador del inicio de la pubertad.

5.5 Obtencion de las muestras

Cuando las cobayas presentaron la primera apertura vaginal se colocaron en una cdmara
de CO: a baja presion para inducir inconciencia y hacer la perfusion de solucion salina por
via intracardiaca. Se eligio este metodo por su rapida induccion en la pérdida de la
sensibilidad periférica y pérdida de la conciencia de los animales (5 segundos). Lo anterior
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considerando que no existe diferencia para disminuir el dolor y el estrés si se administra otro
anestésico antes de la eutanasia con CO- (Valentine et al., 2012). Posteriormente se perfundio
por via intracardiaca con 150 mililitros de solucion salina isotdnica seguida de 150 mililitros
paraformaldehido-PBS al 4%. Enseguida se hizo la diseccién de los ovarios, se pesaron en
fresco en una balanza analitica de precisién (Ohaus) y se post-fijaron con paraformaldehido-
PBS. A partir de los pesos de los ovarios en fresco (miligramos) y del peso de la cobaya
(gramos) que son los pesos absolutos calculamos el peso relativo de los ovarios sin
diferenciar el ovario derecho u el ovario izquierdo (mg/100g de animal). Calcular el peso
relativo es una manera de estandarizacion considerando que los 6rganos pélvicos pueden
variar su peso independientemente del peso total. La diseccion de los ovarios se llevo a cabo
a la edad de la PAV porque dependiendo del vanilloide, la dosis y la via de administracion,
la refractariedad de los nociceptores puede durar desde minutos hasta varios dias debido a la
desensibilizacion de los receptores o la citotoxicidad producida en las células (Sanz-Salvador
etal., 2012).

5.6 Inclusion de las muestras en parafina

Los ovarios se incluyeron en parafina usando los métodos de deshidratacion con
alcohol a concentraciones crecientes, blanqueamiento con xilol y parafina liquida usando un
histoquinete de banda (Leica). Finalmente los ovarios quedaron inmersos en parafina sélida
para hacer los cortes histoldgicos (Apéndice). Se realizaron cortes histoldgicos seriados de 5
pm de espesor de todo el ovario obteniendo cortes a intervalos de 100 micras, mismos que
fueron tefiidos con hematoxilina-eosina. Estos cortes histologicos se usaron para contar los

foliculos.

5.7 Numero de foliculos ovéricos

Se usaron cortes histoldgicos seriados de 5 um de espesor obtenidos a intervalos de
100 micras de todo el ovario, mismos que fueron desparafinados, hidratados y tefiidos con
hematoxilina-eosina (Apéndice) (Wang et al, 2010). Los cortes se analizaron con un
microscopio optico de campo claro y los foliculos fueron clasificados con base en las
caracteristicas morfologicas de las celulas de la teca, células de la granulosa y el ovocito.

Con base en estos criterios identificamos 4 grupos de foliculos; foliculos preantrales sanos
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(FPS), foliculos preantrales atrésicos (FPA), foliculos antrales sanos (FAS) y foliculos

antrales atrésicos (FAA).

5.8 Inmunohistoquimica para los receptores TRPV1

Los cortes histologicos se desparafinaron, hidrataron y lavaron con solucién PBS. La
recuperacion antigénica se realiz6 con buffer de citratos (0.1 mM, pH=6), se permeabilizaron
con PBS-Triton-100X al 2%, y las proteinas inespecificas se bloquearon con albumina bovina
libre de IgG al 0.5% en PBS-T. Posteriormente, los cortes histolégicos se incubaron por 18
horas con el anticuerpo monoclonal ratén anti-receptor a capsaicina (Millipore) (1:50) a 4
grados Celsius, y por 2 horas con el anticuerpo secundario 1gG de cabra (H&L) conjugado
con fenil-isotiocianato (FITC) (Santa Cruz Biotechnology) (1:250) a temperatura ambiente.
Los ndcleos de las células se marcaron con ioduro de propidio por 2 minutos (1:1000,
Millipore). Finalmente, las laminillas se protegieron con fluido de montaje (Millipore)
(Apéndice). La fluorescencia se detectd con un microscopio Leica DM100 que tiene una
camara con la que se tomaron fotografias que se procesaron con el programa IM50 para PC.

En la figura 17-20 mostramos las células TRPV1-positivas en los ovarios de la cobaya.

5.9 Namero de células TRPV1-positivas

Por cada ovario, se realizaron 5 ensayos independientes de inmuhistoquimica y
contamos las células TRPV1-positivas en 5 campos usando la herramienta “cell counter” del
software NIH, ImageJ (NCBI, USA). El resultado cualitativo final fue medido usando la
herramienta “measure” del mismo programa (NIH, ImageJ) y las células fueron positivas
cuando la medicion de color fue > a 50 unidades arbitrarias (AU) y negativas cuando tuvieron
<a49 AU.
5.10 Pruebas estadisticas

El namero foliculos y de células TRPV1-positivas se compararon con los valores del
grupo control con la prueba de ANOVA de dos vias por haber multiples variables de
afectacion del experimento seguida de la prueba de U de Mann-Whitney. Para la edad de la
primera apertura vaginal usamos la prueba de U de Mann-Whitney por ser una variable con
distribucion no paramétrica. En esta prueba, los valores obtenidos de clasifican en funcién

de su valor y no en funcion de grupo experimental al que pertenecen. El anélisis estadistico
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se realiz6 en el programa GraphPad Prism 5 y las gréficas fueron realizadas en Microsoft
Office Excel 2013. Los resultados se tomaron como diferentes cuando la probabilidad fue

menor al 5%.
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6.0 DIAGRAMA DE TRABAJO
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Figura 11. Resumen de la administracién de capsaicina o el vehiculo en las cobayas, observacién de
ausencia o presencia de membrana vaginal y sacrificio de los animales para obtencion de muestras.
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7. RESULTADOS
7.1 Foliculos en los ovarios de las cobayas Hartley

Con base en sus caracteristicas morfoldgicas identificamos 4 grupos de foliculos;
FPS, FPA, FAS y FAA. Las micrografias corresponden a ovarios de cobayas administradas
con el vehiculo (Figura 12), la clasificacion de los foliculos como sanos o atrésicos se realizo

en base a los criterios establecidos por Wang (Wang et al, 2010).

Figura 12. Foliculos ovaricos de cobayas administradas con el vehiculo. A. Foliculo preantral sano
(FPS), B. Foliculo preantral atrésico (FPA), C. Foliculo antral sano (FAS) y D. Foliculo antral
atrésico (FAA). o =ovocito, g =granulosa y t = teca. Fotografias tomadas con microscopio éptico de
campo claro, tincion de hematoxilina-eosina. Escala, 25 pm.
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7.2 Primera apertura vaginal, peso corporal y peso de los ovarios de las cobayas
administradas con capsaicina a los 10 dias de edad

Con la administracion de capsaicina (1 nM, 10 nM o 1 uM) en la bolsa ovarica a los
10 dias de edad de las cobayas, la edad de la PAV, el peso corporal y el peso de los ovarios

no se modificaron en comparacion con las cobayas administradas con el vehiculo (Tabla 1).

Tablal. Edad de la primera apertura vaginal (PAV), peso corporal y peso de los ovarios de

cobayas administradas con capsaicina o con el vehiculo a los 10 dias de edad.

PAV (dias) Peso corporal (g) Ovarios (mg/100 g)
Veh (n=7) 36+3 345+19 1743
Cap 1 nM (n=7) 39+2 321+08 16+2
Cap 10 nM (n=6) 3412 314+23 161
Cap 1 uM (n=6) 401 37320 13+1
p<0.05, U de Mann-Whitney

7.3 Foliculos ovaricos de las cobayas administradas con capsaicina en la bolsa ovarica
a los 10 dias de edad

Con 1 y 10 nM de capsaicina, el namero de FPS y FAS no se modificé en
comparacion con las cobayas administradas con el vehiculo (Figura 13). Sin embargo, con 1
UM de capsaicina, el nimero de FPA y los FAA aumentd 243 y 114.2 % respectivamente.
En contraste con 1nM y 10 nM, el nimero de FPA disminuyé 67 y 53 % y con 1 uM de
capsaicina aumentdé 110 % (Figura 13). Finalmente, con 1nM y 10 nM, los FAA
disminuyeron 44 y 39 %, mientras que con 1 UM aumentaron 84 % (Figura 13).
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Figura 13. Foliculos ovéricos en las cobayas administradas con capsaicina o con el vehiculo en la
bolsa ovérica a los 10 dias de edad. Foliculos preantrales sanos (FPS), foliculos antrales sanos (FAS),
foliculos preantrales atrésicos (FPA) y foliculos antrales atrésicos (FAA). Las barras representan el
promedio y el EEM. *< 0.5 ANOVA seguida de U de Mann-Withney.
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Si Unicamente consideramos las categorias de foliculos sanos y foliculos atrésicos,
encontramos que con 1 y 10 nM de capsaicina, los foliculos atrésicos disminuyen 56 y 50 %
en comparacion con las cobayas que recibieron el vehiculo (Figura 14). En contraste, con 1
KM de capsaicina, el numero de foliculos atrésicos aumento6 136 % (Figura 14). Sin embargo,
el namero de foliculos ovaricos sanos fue similar en todos los grupos experimentales (Figura
14). En todos los grupos experimentales, la baja cantidad de foliculos sanos en relacion a los
foliculos atrésicos se debe a que son diferentes estados fisiologicos de los foliculos donde la

atresia es altamente probable (Flores et al, 2005; Wang et al., 2010).
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Figura 14. Foliculos ovéricos sanos y atrésicos en las cobayas administradas con capsaicina o con el
vehiculo en la bolsa ovarica a los 10 dias de edad. Las barras representan el promedio y el EEM. *<
0.5 ANOVA seguida de U de Mann-Withney.
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7.4 Localizacion por inmunohistoquimica de las células TRPV1-positivas en los
foliculos ovéricos

En todas las categorias de foliculos (FPS, FPA, FAS y FAA) encontramos células
TRPV1-positivas, sin embargo, el nimero de ellas cambia dependiendo de la concentracion
de capsaicina administrada. En los foliculos preantrales sanos con 1 y 10 nM, el nimero de
células TRPV1-positivas aumentd en comparacion con el vehiculo, sin embargo, con 1 uM
de capsaicina disminuy6 su numero (Figura 15). Cabe mencionar que los FPA tuvieron pocas
células TRPV1-positivas en comparacion con los foliculos sanos, sin embargo, con 1y 10
nM de capsaicina, las células TRPV1-positivas aumentan en comparacién con el vehiculo
(Figura 16). En los FAS, las células TRPV1-positivas fueron tanto de la granulosa como de
la teca y hay mayor reactividad al anticuerpo con 1y 10 nM en comparacion con el vehiculo
(Figura 17). Finalmente, en los FAA, hay menos células TRPV1-positivas en comparacion
con los foliculos ovéricos de los animales administrados con el vehiculo, sin embargo, con 1
UM de capsaicina la inmuno-reactividad es menor en comparacion con los animales
administrados con 1 y 10 nM de capsaicina o con los animales administrados con el vehiculo
(Figura 18).
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Capsalcina

FOLICULO PREANTRALES SANOS
Nucleos TRPV1 Co-IoaIiza cion
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Figura 15. Células TRPV1-positivas en los foliculos preantrales sanos localizadas por
inmunohistoquimica a la edad de la PAV. En rojo se muestran los nucleos tefiidos con yoduro
de propidio (A, D, G y J), en verde las células-TRPV1 marcados con FITC (B, E, Hy K) y en
amarillo la co-localizacion (C, F, 1 y L). Las células de la granulosa estan sefializadas con flecha
blancay las de la teca con flecha amarilla. Escala, 100 pm.
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FOLICULO PREANTRALES ATRESICOS
Nucleos TRPV1 Co-localizacion

Figura 16. Células TRPV1-positivas en los foliculos antrales atrésicos localizadas por
inmunohistoquimica a la edad de la PAV. En rojo se muestran los ndcleos teflidos con yoduro
de propidio (A, D, G y J), en verde las células TRPV1-positvas marcados con FITC (B, E,Hy
K) y en amarillo la co-localizacion (C, F, I y L). Las células de la granulosa estan sefializadas
con flecha blanca y las de la teca con flecha amarilla. Escala, 100 pm.
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Figura 17. Células TRPV1-positivas en los foliculos antrales sanos localizadas por
inmunohistoquimica a la edad de la PAV. En rojo se muestran los ndcleos teflidos con yoduro de
propidio (A, D, G y J), en verde las células TRPV1-positivas marcados con FITC (B, E, Hy K) y
en amarillo la co-localizacion (C, F, 1y L). Las células de la granulosa estan marcadas con flecha
blancay las células de la teca con flecha amarilla. Escala, 100 pum.
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Figura 18. Células TRPV1-positivas en los foliculos antrales atrésicos localizadas por
inmunohistoquimica a la edad de la PAV. En rojo se muestran los nucleos tefiidos con yoduro de
propidio (A, D, G y J), en verde las células TRPV1-positivas marcadas con FITC (B, E, Hy K) y en
amarillo la co-localizacion (C, F, 1 y L). Las células de la granulosa estan sefializadas con flecha
blancay las células de la teca con flecha amarilla. Escala, 100 pum.
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7.5 Células TRPV1-positivas en los foliculos ovaricos de las cobayas administradas con
capsaicina en la bolsa ovérica a los 10 dias de edad

En las cobayas administradas con 1 nM o 1 UM de capsaicina y en comparacion con
los animales administrados con el vehiculo, en los FPS, el numero de células TRPV1-
positivas disminuy6 35 y 49 % respectivamente (Figura 19), mientras que con 10 nM, las
células TRPV1-positivas aumentaron 54 % (Figura 19), sin embargo esta diferencia no fue
estadisticamente significativa, ANOVA y U de Mann-Withney. Un resultado similar no
significativo estadisticamente se obtuvo en los FPA que aumentaron 57 y 45% con 1nM y 10
nM respectivamente, ANOVA y U de Mann-Withney (Figura 19). En contraste, con 1 uM
de capsaicina, el niamero de células TRPV1-positivas disminuy6 75 % (Figura 19). En los
FAS, aumentaron 252, 408 y 102 % con 1nM, 10 nM y 1 uM respectivamente (Figura 19).
En los FAA, las células TRPV1-positivas fueron escasas con cantidades similares en todos

los grupos experimentales (Figura 19).
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Figura 19. Células TRPV1 positivas en los foliculos ovéricos de las cobayas administradas con
capsaicina o con el vehiculo en la bolsa ovérica a los 10 dias de edad. Foliculos preantrales sanos
(FPS), foliculos preantrales atrésicos (FPA), foliculos antrales sanos (FAS) y foliculos antrales
atrésicos (FAA). Las barras representan el promedio y el EEM. *< 0.5 ANOVA y U de Mann-
Withney.
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Considerando las categorias de foliculos ovaricos sanos y atrésicos obtuvimos que con
1 nM, 10 nM de capsaicina, el nimero de células TRPV1-positivas aumentd 46 y 153 %
respectivamente en comparacion con los animales del grupo administrado con el vehiculo
(Figura 20). En contraste, con 1 UM de capsaicina, en los foliculos atrésicos, el niUmero de
células TRPV1-positivas fue bajo y similar a los animales del grupo control administrado
con el vehiculo (Figura 20).
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Figura 20. Células TRPV1-positivas en los foliculos ovéricos sanos y atrésicos de las cobayas
administradas con capsaicina o con el vehiculo en la bolsa ovarica a los 10 dias de edad. Las barras
representan el promedio y el EEM, *< 0.5 ANOVA y U de Mann-Withney.
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8. DISCUSION

La capsaicina a diferentes concentraciones (1 nM, 10 nM y 1 uM) administradas en la
bolsa ovérica de las cobayas no modifico el peso corporal ni el peso de los ovarios en
comparacion con los animales administrados con el vehiculo. Estos resultados sugieren que
la administracion local de capsaicina no altera la fisiologia de los animales, también sugiere
que no se afecta el metabolismo general. Estos resultados son similares a los obtenidos en
cobayas por administracion subcutanea de capsaicina (Alatriste et al., 2013; Morales-
Ledesma et al., 2015). La respuesta al tratamiento con capsaicina es depende de la dosis y de
la especie dado que en las ratas, dosis de 50 mg/kg de capsaicina administrada al nacimiento
y a los 3 dias de edad por via subcutanea, el peso corporal y el peso de los ovarios aumentd,
los autores postularon que fue debido a cambios en el sistema linfatico localizados en la bolsa
ovarica, resultado del aumento de la circulacion de la sangre y de los fluidos hacia la cavidad
ovarica tomando en cuenta que son estructuras estrechamente relacionadas y reguladas por
las hormonas del ovario (Morén et al., 2003; Zhang et al., 2013). Por otro lado, de nuestro
experimento, la edad de la primera apertura vaginal de las cobayas no cambi6 con la
administracion local de capsaicina (1 nM, 10 nM y 1 uM), un resultado contrario a lo
obtenido por la administracion subcutanea de la misma sustancia a concentracion mayor
(0.03 M) (Alatriste et al., 2013). Se ha reportado que a dosis alta de capsaicina ocurre
degeneracion de los nervios afectados reflejandose en la regulacion del eje hipotalamo-
hipdfisis-ovarios y atrasando la maduracién sexual de las cobayas (PAV) (Alatriste et al.,
2013).

En este estudio y en relacion a los foliculos de los ovarios, la capsaicina tuvo efecto
doble; a baja concentracién (1 nMy 10 nM) aumenté el nimero de células TRPV1-positivas
y disminuyo la atresia de los foliculos de los ovarios, mientras que a alta dosis (1 pM)
aumento la atresia. Este resultado es congruente considerando que se ha reportado que la
capsaicina a baja dosis estimula la sobrevivencia y proliferacion celular (Stock et al., 2014)
mientras que a alta concentracion inhibe el crecimiento de las células cancerigenas
(Caprodossi et al, 2011). También se ha reportado que la aplicacion de capsaicina a baja dosis
estimula el desarrollo de los foliculos pilosos (Harada et al., 2007) y el desarrollo de las
células de la piel (Harada y Okajima, 2007), incluso en los ratones hay neurogénesis en los
cerebros (Stock et al., 2014), también estimula el desarrollo de las células musculares lisas

36



de las via respiratorias (Zhao et al., 2014) y reduce la inflamacion y el estrés oxidativo
pulmonar inducido por la isquemia (Wang et al., 2012). En contraste a alta dosis (1 uM) de
capsaicina induce atresia y disminuye las células TRPV1-positivas en los foliculos del ovario,
resultado que estan en concordancia con el efecto de la alta concentracion de capsaicina en
los ovarios (Alatriste et al., 2013). Ademas se ha reportado que la desfosforilacion de los
receptores TRPV1 produce desensibilizacidn, nuestros resultados sugieren que la capsaicina
a dosis de 1 uM provoca desensibilizacion de los receptores TRPV1 y los hace insensible a
los estimulos. Sin embargo, el canal desensibilizado sigue siendo funcional (Cases et al.,
2011). Otra posibilidad es que haya ocurrido estimulacion masiva de los receptores TRPV1
lo que produce muerte celular por apoptosis (Sanz-Salvador et al., 2012; Cho et al, 2013).
En los foliculos ovaricos sanos, con 1 y 10 nM de capsaicina obtuvimos diferente
respuesta, el nimero de células TRPV1-positivas aumentd, lo que sugiere que el nimero de
canales de calcio también aumenté en relacién a la concentracion de capsaicina administrada
como se ha sugerido en los experimentos en la linea celular CHO (Lopshire y Nicol, 1998).
Este resultado es posible considerando que el nimero de células TRPV1-positivas en los
foliculos sanos disminuyd con 1 uM de capsaicina. Es bien establecido que baja dosis de
capsaicina estimula la funcion del receptor TRPV1 en las células, mientras que a dosis altas
lo inhibe. Se trata de un agonista especifico que al abrir el canal de calcio de los receptores
TRPV1 reduce el umbral de activacion al calor (<44°C) provocando regulacién positiva de
las quinasas, de la fosforilacion de los receptores TRPV1 y la sensibilizacion del mismo. Sin
embargo, la estimulacion masiva induce apoptosis de las células (Zik et al., 2010). La
administracion de capsaicina a concentraciones crecientes estimula al receptor TRPV1, de
esta forma cambia el microambiente de los foliculos ovéricos, obteniendo resultados
opuestos, resultando atresia folicular por la activacién de la corriente de calcio. No
encontramos células de la granulosa TRPV1-positivas, probablemente se deba a que las
células de la granulosa no cuentan con fibras Ad y C en las cuales esta presente TRPV1.
Aunque la disminucion de los foliculos preantrales sanos con 1 y 10 nM en
comparacion con 1 uM no fue significativa, se puede atribuir a que las células en proceso de
mitosis tienen baja expresion de los receptores TRPV1 (Stock et al., 2014). Otra posibilidad
es gque la capsaicina se una a los receptores CB1 de las células del ovario resultando un efecto

alterno de regulacion a través del mismo agonista (Stock et al., 2014). La disminucion de
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células TRPV1-positivas con 1 uM de capsaicina sugiere mayor internalizacién de los
receptores en la membrana plasmaética para su posterior degradacion en los lisosomas (Sanz-
Salvador et al., 2012), fendmeno de regulacion que lleva a la atresia de los foliculos ovaricos.
En condiciones fisioldgicas, este fendmeno podria ser un mecanismo de seleccion folicular
debido a que la mayoria de los foliculos se degeneran por atresia, resultando que solo tres
foliculos llegan a ser preovulatorios (Hutz et al., 1990; Tutiincti y Ozfiliz, 2010).

La administracion local de capsaicina, activa a los receptores TRPV1 pero no modifica
la pubertad. Este resultado sugiere que no afecta al eje hipotalamo-hipofisis-ovario y no
modificé la concentracion de estradiol responsable de activar la secrecion de gonadotropinas
en el cerebro (Roth et al., 2000). Un resultado opuesto al que se obtiene con alta
concentracion de capsaicina administrada por via subcutanea (0.03 M) (Alatriste et al., 2013).
Las concentraciones (1 nM, 10 nM y 1 pM) administradas por via local en las cobayas,
activan a TRPV1 (figura 21) sin modificar la edad de la pubertad, este resultado sugiere que
no se afecta al eje hipotdlamo-hipofisis-ovario, probablemente no se modifiquen las
concentraciones de estradiol que son responsables de activar la secrecion de gonadotropinas
en el cerebro (Roth et al., 2000). Un resultado opuesto al que se obtiene con alta dosis de
capsaicina por via subcutanea (Alatriste et al., 2013). En la figura 19 resumimos las vias de
regulacion de los receptores TRPV1 que proponemos para el desarrollo o a la atresia folicular

en el ovario.
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Figura 21. Esquema de la interaccion del receptor TRPV1. Union con los ligandos endogenos y
exogenos (anandamida, estradiol, NGF y capsaicina), las moléculas de sefializacion intracelular
(PKC, PKA, SRC, CaMKIl, PLC, DAG, Ca2+y NF-kB) y los transmisores periféricos (SP, CGRP y
glutamato) (Tomado de Luna et al., 2015).
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9. CONCLUSION

1. La capsaicina administrada en la bolsa ovarica no modificé la edad de la primera apertura
vaginal de las cobayas.

2. Con 1y 10 nM aument6 el nimero de células tecales TRPV1-positivas y el desarrollo
folicular de los ovarios.

3. Con 1 puM de capsaicina disminuyo el numero de células tecales TRPV1-positivas y

aumento la atresia de los foliculos ovaricos.
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11. APENDICE

1. Reactivos utilizados en los experimentos

Anticuerpo primario: Mouse anti-capsaicin receptor monoclonal antibody

Proveedor: Millipore
NUmero de catdlogo: MAB5568
Aplicacion: Este anticuerpo esta validado para su uso en Western blot e inmunohistoquimica.

Reactividad de las especies: rata, raton y cobayo.

Anticuerpo secundario: anti-goat 1gG conjugado con FITC

Proveedor: Santa Cruz Biotechnology
Numero de catalogo: sc-2356

Aplicacion: Este anticuerpo esté validado para su uso en Western blot e inmunohistoquimica.

Yoduro de propidio

Proveedor: Millipore
Numero de catalogo: S7109

Aplicacion: Es un fluorocromo nuclear utilizado para contratincion.

Liguido de montaje: Mounting fluid (non-permanent)

Proveedor: Millipore
NUmero de catdlogo: Chemicon’s 5013

Aplicacion: diagnostico, inmunohistoquimica.

Triton X -100 para biologia molecular

Proveedor: Sigma Aldrich
Numero de catalogo: T8787
Capsaicina

Proveedor: Sigma Aldrich

Numero de catalogo: M2028
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2. Técnica de hematoxilina y eosina

1.

N o o a A Wb

©o

10.
11.
12.
13.

Desparafinacion con xilol; dos lavados de 10 minutos cada uno.

Bario de alcohol al 96 % por 10 minutos.

Hidratar con agua destilada por 3 minutos.

Tefir con hematoxilina por tres minutos.

Lavar en agua de la llave, cambiar hasta que el agua quede limpia.

Diferenciar en alcohol acido 2 veces e inmediatamente lavar con agua de la llave.
Lavar en bafio con solucion saturada de carbonato de litio hasta cambio de color a
azul brillante. Inmediatamente lavar con agua de la llave.

Tefiir con Eosina por 2 minutos.

Alcohol al 96% por 2 minutos.

Deshidratar con alcohol absoluto por 2 minutos.

Sumergir las laminillas en alcohol-xilol por 3 minutos.

Sumergir en xilol por 15 minutos.

Montar con resina sintética para microscopia en xilol al 60%

3. Técnica de inmunohistoquimica
o Desparafinado e hidratacion de los tejidos

O N o a s~ wDdE

Sumergir en xilol por 20 minutos.

Sumergir en alcohol-xilol por 10 minutos.
Sumergir en alcohol absoluto por 10 minutos.
Sumergir en alcohol absoluto por 3 minutos.
Sumergir en alcohol al 96 % por 10 minutos.
Sumergir en alcohol 70 % por 10 minutos.
Lavar con agua destilada por 5 minutos.

Enjuagar con buffer de fosfatos (PBS) a pH 7.4 por 5 minutos.
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Recuperacion antigénica

9.

10.

Incubar con el buffer de citratos por 30 minutos a 55 grados Celsius

Incubar con PBS-T al 2% por 10 minutos

Bloqueo de marcaje inespecifico

11.
12.

Incubar con albumina libre de 1gG al 0.5% por 30 minutos.

Lavar con PBS-T 2 % por 10 minutos.

Incubacion con el anticuerpo primario

13.

14.

Incubar con el anticuerpo primario (Mouse anti-capsaicin receptor monoclonal
antibody) diluido en PBS-T (1:50). La incubacion es en cdmara himeda cerrada por
20 horas a 4 grados Celsius

Lavar 15 minutos con PBS-T

Incubacion con el anticuerpo secundario

15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Incubar con el anticuerpo secundario (anti-goat 1gG conjugado con FITC) (1:250)
diluido en PBS-T, colocar las laminillas en cdmara humeda a temperatura ambiente
protegidas de la luz.

Lavar 15 minutos con PBS-T.

Lavar 3 minutos con PBS.

Tefir ndcleos con yoduro de propidio (1:1000) por 3 minutos.

Lavar 10 minutos con PBS agitando suavemente.

Lavar 10 minutos con agua bidestilada.

Lavar 5 minutos con PBS-T.

Montar los cubreobjetos con liquido de montaje

Observar al microscopio de fluorescencia.
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Efecto dualistico de capsaicina sobre el desarrollo folicular ovéarico de la cobaya
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Daniel®, Oscar Gonzalez-Flores? y Luna Félix*

1Departamento de Farmacia, FCQ-BUAP, Puebla CP 72570, México
2CIRA, CINVESTAV-UAT, Tlaxcala CP90140, México.

Los foliculos ovaricos de la cobaya infantil tienen baja expresion de los receptores TRPV1y
aumenta al llegar a la pubertad. Por otro lado, la capsaicina es un agonista de alta afinidad a
los receptoresTRPV1 que a dosis alta provoca denervacion sensorial. El objetivo del presente
trabajo fue probar el efecto de diferentes concentraciones de capsaicina sobre el desarrollo
folicular y la pubertad de la cobaya. Usamos veinticuatro cobayas Hartley de 10 dias de edad
divididas en 4 grupos; los animales recibieron en la bolsa ovarica 100 ul de InM, 10 nM o 1
uM de capsaicina, los controles recibieron el vehiculo (SSI). Los animales fueron
sacrificados a la edad de la primera apertura vaginal (PAV). Por andlisis histolégico
contamos los foliculos ovaricos y por inmunohistoquimica (IHC) evaluamos las células
TRPV1-positivas de los foliculos. La capsaicina no modifico la edad de la PAV (1 nM, 39+2
dias; 10 nM, 3442 dias y 1 uM, 40«1 vs 3643 dias del grupo control). El peso de los ovarios
no cambi6 con 1 y 10nM (1642, 16x1 vs 17+3 mg/100g) pero disminuyé con 1uM
(13+1mg/100g vs 16+3 dias del control). Los foliculos atrésicos disminuyeron con 1y 10
nM de capsaicina, mientras que con 1 UM lo aumentaron. Ademas, las células TRPV1-
positivas incrementaron en los foliculos sanos con 1 y 10 nM y disminuyeron con 1uM de
capsaicina. Nuestros resultados muestran que la capsaicina, a concentraciones bajas (1 nM y
10 nM) aumenta el desarrollo folicular, mientras que concentraciones mayores (1puM)
aumenta la atresia. Este efecto dualistico de la capsaicina es similar al que se ha reportado en
la médula espinal, el Utero o la vejiga urinaria, por lo que podemos concluir que el uso de
este compuesto es una excelente herramienta farmacolégica, ya que al modular
diferencialmente a los receptores TRPV1 dependiendo de la dosis, puede estimular o inhibir
el desarrollo folicular ovarico.
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