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RESUMEN

La gestacion es un proceso mediante el cual ocurre la fusién de un gameto femenino y uno
masculino, siendo de vital importancia para la perpetuacion de los mamiferos. Después de la
fecundacion ocurre la gestacion, este es un periodo de tiempo en donde suceden diferentes
cambios fisioldgicos que permitiran el desarrollo del feto en el Gtero, durante este proceso estan
involucradas diferentes hormonas que controlan y coordinan la fisiologia materna y fetal,
también estan involucrados diferentes neurotransmisores que participan de manera importante
para que este proceso sea exitoso. Estudios previos en el laboratorio ha propuesto que
capsaicina a dosis bajas puede funcionar como un modulador positivo de los receptores TRPV1
siendo de vital importancia para la proliferacion celular y desarrollo folicular. El receptor
TRPV1 es un receptor de potencial transitorio vanilloide tipo 1, es un canal catiénico no
selectivo dependiente de Ca*? Este receptor se ha encontrado en 6rganos reproductores como
ovario y Utero, asi como en las fibras sensoriales que lo inervan, por lo cual el objetivo del
trabajo fue conocer el efecto del receptor cuando se administra capsaicina 1nM y AMG9810
en la fertilizacion y desarrollo gestacional de la rata Wistar. Para este trabajo se utilizaron 16
ratas Wistar de las cuales eran ratas adultas jovenes. Se clasificaron en 4 grupos
experimentales, el grupo control (n=4), el grupo vehiculo (administrados con solucion salina
isotonica, n=4), grupo capsaicina (capsaicina a 1nM/kg, n=4) y AMG9810 (AMG9810 1nM/kg,
n=4) . Las administraciones fueron por via subcuténea y realizadas en el ciclo estro y diestro
de las ratas. Al finalizar las administraciones se llevaron a cépula las ratas para que estas
pudieran prefiarse, posterior a esto se esperd a que se formara el tapon vaginal o pudiera
visualizarse espermatozoides a traves de un frotis vaginal. Se tomé el tiempo de gestacion, y
después del parto se realizé el sacrificio por medio de CO2 y se perfundieron los tejidos con
SSI y PBS-paraformaldehido (PBS-PF) al 4% por via intracardiaca. Se obtuvieron los ovarios
y Utero los cuales se incluyeron en parafina para asi realizar cortes histologicos y finalmente
poder tefiirlos con la tincion Hematoxilina-Eosina y otros con la tincién Tricrémica de Masson.
Como resultados obtuvimos que capsaicina 1 nM ayuda a que el tiempo de prefiez sea mas
rapido a diferencia de AMG9810 que el tiempo de prefiez fue mayor. En el tiempo de gestacion
no hubo diferencias significativas. En los ovarios, capsaicina y AMG9810 disminuyeron la
atresia folicular. En el Gtero la administracién con capsaicina 1 nM disminuy6 el perimetrio,
miometrio y aumentd el grosor del endometrio. En el caso de AMG9810 no modifica el
perimetrio, pero si disminuye el grosor del miometrio y endometrio. Finalmente, la
administracion con AMG9810 1 nM aumenta el porcentaje de colageno en el Utero. Concluimos
que la administracion con capsaicina 1 nM puede ayudar a que el tiempo de prefiez sea mas
rapido y tenga una correcta implantacion ademas de que ayude a disminuir la atresia folicular.
La administracion con AMG9810 1 nM retrasa el tiempo de prefiez y aumenta el porcentaje de
colageno en el Utero, ademas de ayudar a disminuir la atresia folicular en las ratas.

vii



1 INTRODUCCION

La fecundacidn es el proceso mediante el cual ocurre la fusion de un gameto femenino
y uno masculino; siendo de especial importancia para la perpetuacién de los mamiferos. La
fecundacidn varia entre cada especie de mamiferos, y es un proceso que ocurre en el Utero
(Herreros, 2016).

Después de la fecundacion ocurre la gestacion que es el periodo de tiempo en donde
suceden diferentes cambios fisioldgicos que permitiran el desarrollo del feto en el Utero,
ademas de que durante este proceso se producen diferentes hormonas que controlan y
coordinan la fisiologia materna y fetal. Algunas de las hormonas méas importantes en la etapa
de la gestacion son: los estrogenos, la progesterona, la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), hormona Gonadotropina coriénica humana (hCG), la oxitocina, la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) (Herreros, 2016). El periodo de
tiempo de gestacion varia entre cada especie mamifera, en la mujer, es de aproximadamente
40 semanas, mientras que las ratas el tiempo es de 21-23 dias, otros ejemplos son: el de las
ovejas de 152 dias y el de las vacas 253 dias (Herreros, 2016).

En nuestro laboratorio (Neuroendocrinologia) se ha estudiado el papel de moléculas
como la capsaicina en la biologia de la reproduccién. La capsaicina es un agonista del
Receptor de Potencial a Transitorio a Vanilloide tipo 1 (TRPV1). El receptor TRPV1
participa en diferentes procesos, como la transmision y modulacién del dolor, ademés de
promover la maduracion de los 6rganos sexuales como el ovario y el Utero (Gonzalez-Flores,
2015; Alatriste et. al., 2013).

La capsaicina a través del receptor TRPV1 se ha utilizado en el tratamiento del dolor y
de procesos inflamatorios, problemas del sistema nervioso como neuropatias diabéticas,
problemas articulares como la osteoporosis y artritis reumatoide. (Pingle et. al., 2007).

Por otro lado, el uso de la capsaicina como tratamiento en la fertilizacion y el desarrollo
gestacional en animales aun no ha sido estudiada a profundidad. Por lo que el uso de la
capsaicina en el estudio de procesos reproductivos como la fecundacion y la gestacion nos
ayudara a entender la participacion del receptor TRPV1 en estos, ademas de ampliar nuestro
conocimiento en los mismos.

1.1 Fecundacién

La fecundacion es la union del gameto femenino (6vulo) y el gameto masculino
(espermatozoide) y se lleva a cabo en la ampolla de la trompa de Falopio (Serna, 2012).

Empecemos describiendo al 6vulo maduro que se forma en el ovario y esta conformado
por un ndcleo que contiene el material genético; un saco vitelino que es el citoplasma del
ovulo, una zona peltcida que rodea la membrana plasmatica y esta se endurece cuando ocurre
la fecundacion, y finalmente una corona radiada formada por numerosas celulas foliculares
que tienen la funcion de proteger al 6vulo e intervienen en la formacién de la placenta
(Richards et. al., 2010).



Por otro lado, los espermatozoides se desarrollan en los testiculos y estan formados por
una cabeza ovalada que contiene el material genético, un cuerpo corto que da soporte a la
cabeza y la membrana plasmaética; y un flagelo o cola alargada que ayuda a que puedan
desplazarse (Olivera, 2006).

Previo a la fecundacién, el espermatozoide modifica la permeabilidad de su membrana
plasmatica para poder recorrer la cavidad uterina y penetrar la zona peltcida del dvulo, a este
cambio se le denomina capacitacion. (Serna,2012).

Durante la fecundacidn, los espermatozoides atraviesan la corona radiada por medio
del movimiento flagelado de sus colas. Posteriormente alcanzan la zona pelucida, donde se
inicia la reaccion acrosémica permitiendo la liberacion de enzimas como la hialuronidasa, la
acrosina y colagenasa la cual ayuda a que el espermatozoide penetre y rompa el colageno
proteico de la zona pelGcida (Serna, 2012).

1.2 Gestacion en mamiferos

La gestacion en mamiferos es un periodo de tiempo comprendido entre la fecundacion
y el nacimiento. Durante la gestacion ocurre el desarrollo y crecimiento del feto en el interior
del Gtero. En el Utero, ocurren diversos cambios fisiolégicos como la formacion de la placenta
que funcionara como una glandula temporal encargada de la producciéon de diferentes
hormonas que controlaran y coordinaran la fisiologia materna y fetal (Herreros, 2016).

El tiempo de gestacion es diferente para cada ser vivo, depende de la especie y de
algunos factores como el climay el entorno natural que lo rodea (Herreros, 2016).

Existen diferentes aspectos que ayudan a la modulacién de la gestacion, entre ellos
estan las hormonas y también algunos neurotransmisores, que permitiran el correcto
desarrollo del proceso de gestacion (Noyola et al., 2019; Montvelisky, 2013; Licheri et al.,
2015).

1.3 Hormonas que modulan la gestacion en mamiferos

En este apartado desarrollaré la importancia y funcion de diferentes hormonas y su
importancia en la gestacion.

La secrecion hormonal esta dada por diferentes 6rganos, a nivel hipotalamico se secretan
hormonas como la GnRH, la LH, la FSH y la oxitocina, mientras que en el ovario se produce
el estradiol y la progesterona (Conti, 1978).

Por otro lado, si bien la placenta no es un érgano totalmente endécrino autbnomo
cumple con la funcion de ayudar al crecimiento del feto en formacion, ademas de contribuir
con la biosintesis de hormonas esteroideas como los estrégenos, progesterona vy
corticosteroides durante la gestacion (Petragalia et al., 2010; Figuero et al., 2006;
Montvelisky, H. 2013).

La biosintesis de las hormonas esteroideas se produce mediante dos tipos de enzimas,
los citocromos P450 (CYP) y las hidroxiesteroides deshidrogenasas (HDS) ubicadas en las
mitocondrias donde ocurren los procesos de oxidacion o reduccion para que se lleve a cabo



la biosintesis hormonal. El proceso de biosintesis ocurre principalmente en las glandulas
suprarrenales, ovarios, placenta y el sistema nervioso central. (Noyola et al.,2019, Gomez et
al.,2012).

1.3.1 Progesterona

La progesterona es una hormona esteroidea conformada por 21 4&tomos de carbono que
es secretada por los ovarios luego de un estimulo a travées de las gonadotrofinas hipofisarias
(LH y FSH). En los ovarios la progesterona es producida por las células de la teca, en su
mayoria en la fase del cuerpo Iuteo. Principalmente esta se ve aumentada durante la segunda
mitad del ciclo menstrual en los ciclos ovulatorios y durante el embarazo, es sintetizada por
la placenta a partir del tercer mes (Noyola et al., 2019).

La funcion de la progesterona durante la gestacion es estimular el engrosamiento de las
paredes del Gtero a fin de prepararlo para la implantacion del 6vulo fertilizado, ademas ayuda
a que el embrién recién implantado encuentre la nutricién adecuada. La presencia de la
progesterona durante la gestacion es esencial puesto que inhibe y bloquea la respuesta
inmunitaria a los antigenos extrafios, asimismo, favorece la decidualizacion del endometrio
y aumenta la expresion del gen HOXA10 que esta involucrado con la embriogénesis del Utero
y laimplantacion del embrion, y finalmente incrementa la actividad de la 6xido nitrico sintasa
que induce la relajacion de la vascularizacion del cordén umbilical humano de las células del
musculo liso (Noyola et al., 2019; Montvelisky, 2013).

1.3.2 Estrogenos

Los estrogenos son esteroides formados por tres anillos ciclo hexanos y un anillo de
ciclopentano, consta de 18 atomos de carbono y es un derivado quimico del
ciclopentanoperhidrofenantreno. Los estrégenos incluyen a hormonas como la estrona, el
estradiol, el estriol y el 17 beta estradiol, este Gltimo es el principal producto de la secrecion
enddcrina del ovario. Durante la biosintesis de los estrdgenos, el estradiol ayuda a la
formacion de la placenta que proviene de la zona fetal. Ademas, promueve el crecimiento de
las arterias espirales aumentando asi el riego sanguineo, ademas, de promover la
estimulacidn, el crecimiento y la pigmentacion de los pezones y aréolas (Montvelisky, 2013).

Los estrogenos tienen la funcién de producir en el endometrio una fase de proliferacion.
Durante esta fase el endometrio incrementa su vascularizacion, aumenta el espesor y las
glandulas se hipertrofian. Mientras que en el miometrio los estrogenos aumentan la
motilidad, contractilidad e incrementa la sensibilidad del musculo (Valsecia, 2000).

1.3.3 Gonadotropina corionica humana (hCG)

Durante el embarazo, la placenta produce una glicoproteina llamada Gonadotropina
corionica humana, también conocida como hCG. La hCG es una proteina sintetizada
principalmente por los tejidos embrionarios, esta constituida por 2 cadenas de aminoacidos
denominados a y . Estas dos cadenas estan unidas por un enlace no covalente y tienen un



puente sulfidrilo en su estructura. La funcion de hCG es fundamental ya que mantiene al
cuerpo lateo y evita la ovulacion, reemplazando a la LH alrededor del octavo dia después
de la ovulacidn, es decir, un dia después de que ha ocurrido la implantacién. También ayuda
a mantener los niveles de la progesterona y los estrogenos por medio de las células de la
granulosa (Velazquez, 2014).

El punto maximo de produccion de hCG esta entre la octava y decima semana de
gestacion, estabilizandose a un nivel mas bajo durante el resto del embarazo (Manuales
MSD. 2019; Magon, & Kumar, 2012).

1.3.4 Hormona liberadora de Gonadotropinas (GnRH)

La GnRH es un decapéptido producido por las neuronas del nicleo arqueado y area
predptica del hipotdlamo. La GnRH regula la produccion y secrecion de la FSH y LH. La
GnRH tiene la funcion de ayudar a liberar la produccion de estrégeno y progesterona en 1os
ovarios. La GnRH estimula la secrecion de hCG por el sincitiotrofoblasto; el
sincitiotrofoblasto es la capa mas externa del trofoblasto la cual tiene la funcién de crear
anticuerpos en el endometrio materno. Se sabe que los analogos de GnRH como gonadorelina
tiene un efecto negativo sobre la prefiez temprana de la rata y puede causar abortos por su
accion sobre el cuerpo luteo (Gohar et al., 1996).

1.3.5 Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

La FSH es una glucoproteina heterodimérica que consta de dos subunidades distintas,
o y B; la subunidad o es comun en la glandula pituitaria y placentaria, mientras que la
subunidad B es especifica de la hormona, en conjunto el heterodimero confiere actividad
bioldgica. La FSH es producida en la hipofisis y placenta. Tiene la funcién de regular los
estrégenos, controlar la produccién de estradiol y ovocitos. El papel esencial de FSH es ser
un regulador del proceso ovarico (Das, & Kumar, 2018; Aittomaki & Huhtaniemi,1999).

La FSH activa la produccion de estrogeno en las células de la granulosa a través de la
aromatizacion de andrégenos producidos por las células de la teca. (Das & Kumar, 2018;
Aittomaéki, & Huhtaniemi, 1999).

1 .3.6 Hormona Luteinizante (LH)

La LH es una glicoproteina producida en la hipofisis que al ser liberada a la circulacion
sanguinea y llegar a los ovarios estimula la ovulacion; esto se debe a que los receptores de
LH se encuentran en las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios. La activacion
de los receptores a LH en las células de la teca estimula la sintesis de androgenos que
posteriormente se convierten en estrogenos por las células de la granulosa. (Andersson, 2008;
Richards & Ascoli, 2018).



1.3.7 Oxitocina (OT)

La oxitocina (OT) es una neurohormona constituida por nueve aminoacidos, tiene un
grupo amino terminal y un puente de azufre entre dos cisteinas, se expresa en las neuronas
hipotaldamicas y es secretada por la hipéfisis posterior. La principal funcion de la OT en el
embarazo es la contractilidad uterina la cual ayuda a la expulsion del feto fuera del Gtero,
eyeccion de leche y la placenta que representa una fuente novedosa y que contribuye a los
mecanismos del parto (Felice et al., 2010).

La OT se libera en la neurohipdfisis y terminaciones nerviosas, se sintetiza
periféricamente en el ovario, los testiculos, las gldndulas suprarrenales, el timo y el pancreas.
Los valores de OT durante la gestacion se incrementan lentamente hasta el parto y luego
disminuye hasta 8 semanas después del parto. Se ha visto que la oxitocina también juega un
papel clave en el vinculo madre-hijo y las interacciones sociales (L6pez et al.,2014).

1.3.8 Relaxina

La relaxina es un péptido constituido por dos cadenas, una de 23 y otra de 26
aminoacidos unidas por dos puentes de cisteina. La relaxina se produce en el cuerpo lGteo y
posteriormente en la decidua y la placenta, aumenta en el primer trimestre. Tiene un fuerte
efecto vasodilatador, un efecto hemodinamico y afecta la funcion renal. Otra de las funciones
de la relaxina es la relajacion de los musculos del suelo pélvico facilitando el parto, también
produce una mayor elasticidad muscular en el Gtero que ayuda a relajar las contracciones
espontaneas e inhibe la formacion y depdsito de colageno. Esta hormona se incrementa
cuando el parto esté cerca. (Kohlhepp et al., 2018, Botella et al., 1993).

1.4 Neurotransmisores involucrados en la gestacién de mamiferos

La gestacion y el posparto son periodos cruciales para la vida de la mujer ya que se
presentan diferentes cambios fisioldgicos. Como ya se ha mencionado el estado gestacional
en mamiferos es una etapa que involucra diferentes cambios fisiol0gicos, si bien la regulacién
hormonal es vital en esta etapa, también es necesario mencionar la participacion de diferentes
neurotransmisores que participan de manera importante para que este proceso sea exitoso
(Licheri et al., 2015).
A continuacion, se describen algunos de ellos.

1.4.1 Acido p~aminobutirico (GABA)

El neurotransmisor acido y-aminobutirico (GABA) actla en el receptor GABAAa
(GABAAR) vy tiene un efecto sinaptico inhibitorio “rapido” en el sistema nervioso central
(SNC) de los mamiferos. Deriva del &cido glutamico, mediante la descarboxilacion realizada
por el glutamato descarboxilasa (Licheri et al., 2015).

GABA tiene una gran influencia en el estado de animo y en el comportamiento, ademas
junto con la progesterona pueden regular la ansiedad, suefio, depresion y convulsiones
Algunas de las funciones relevantes de GABA son la modulacion de la contractilidad uterina



bajo la influencia de estrdgenos y el ciclo ovérico. Durante el embarazo se puede presentar
una des regulacion de este neurotransmisor lo cual puede provocar ansiedad, falta de cuidado
por parte de la madre y por lo consiguiente descuidar su alimentacién. (Licheri et al.,2015).
Los niveles de GABA durante el embarazo se mantienen bajos, esta disminucion puede
deberse a un aumento catabdlico de las GABA-transaminasas, los niveles bajos de GABA
puede provocar convulsiones de manera espontanea (Erdo et al., 1989; Smolen, et al., 1993).

1.4.2Dopamina

La dopamina forma parte de la familia de las catecolaminas, se sintetiza a partir del
aminoacido L-tirosina ademas de ser un precursor de la norepinefrina y epinefrina. La
dopamina se libera principalmente en el nGcleo accumbens, la substancia nigra y el estriado.
Participa en la regulacion de diversas funciones como la conducta motora, la emotividad y la
afectividad, asi como en la comunicacion neuroendocrina y es un inhibidor neuroendocrino
de la prolactina (Bahena-Trujillo et al., 2000; Castro-Sierra et al., 2005).

Niveles bajos o altos de dopamina puede influir en tener poca concentracion y falta de
orientacion, esto puede verse reflejado en el bebé a largo plazo, la dopamina también tiene
influencia en la regulacion de la prolactina, y puede haber una descoordinacion del
movimiento motriz o de accion retardada (Bahena-Trujillo et al., 2000; Castro-Sierra et al.,
2005).

La liberacion de prolactina se inhibe por las neuronas dopaminérgicas
tuberoinfundibulares, esto se debe a que en el lactotrofo la dopamina se une a los receptores
de dopamina D2 e inhibe su liberacion, sin embargo, cuando llega el parto los niveles de
prolactina aumentan (Andrews, & Grattan, 2004).

Algunos estudios muestran que durante el embarazo la dopamina no tiene efectos sobre
la presion arterial media y el hematocrito, la tasa de filtracion glomerular y el flujo de tasa
renal también se mantienen con valores normales, a diferencia del sodio que se ve aumentado
por la resistencia a los agentes natriuréticos (Sasser, & Baylis, 2008).

1.4.3 Serotonina

La 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina es un neurotransmisor que se sintetiza a
partir de la transformacion del aminoacido triptofano. Algunas de las funciones de la
serotonina son la modulacion de procesos conductuales y neuropsicolédgicos que incluyen el
estado de animo, la percepcion, la recompensa, la ira, la agresion, el apetito, la memoria, y
la sexualidad (Céceres, et al., 2017; Berger, et al., 2009).

La serotonina participa en diferentes etapas de la reproduccion, durante la fase de
fertilizacion se ha sugerido que tiene un papel en el transporte del espermatozoide hacia el
oviducto mediante la regulacion de la contraccion uterina a través de los receptores 5-TH
(Pawluski, et al., 2019; Rosenfeld, 2020).

Durante la gestacion los niveles altos de serotonina pueden alterar la fisiologia vascular
y pueden surgir problemas relacionados con la preclamsia. Algunas enfermedades pueden



estar ligadas al incremento de la serotonina. La serotonina guarda una estrecha relacion con
los estrogenos, y puede causar depresion, migrafia, sindrome del intestino irritable y
trastornos alimenticios. Los trastornos especificos del embarazo como la hiperémesis
gravidica, la diabetes mellitus gestacional y la preeclampsia se asocian con un estado
hiperserotoninérgico y una disminucién de los niveles de estrégeno. La deficiencia de 5-HT
también puede provocar anomalias neuroconductuales ya que esta es uno de los principales
neurotransmisores para el desarrollo del cerebro fetal (Caceres, et al., 2017; Berger, et al.,
2009; Pawluski, et al., 2019; Rosenfeld, 2020).

1.4.4 Noradrenalina

La noradrenalina (NA) es un neurotransmisor que forma parte de las catecolaminas,
contiene un grupo catecol (un anillo de benceno con dos grupos de hidroxilo) unido a un
grupo amina, es sintetizada a partir del aminoacido fenilalanina, el cual por accion de la
fenilalanina hidroxilasa y su cofactor el &cido ascorbico esta es convertida en tirosina (Tellez,
2000).

La NA se libera desde los extremos de las fibras nerviosas simpéticas y actla para
aumentar la fuerza de contraccion del musculo esquelético y fuerza de contraccion del
corazon. Provoca la vasoconstriccion y aumenta la presion arterial, ademas de que tiene la
funcién de mantener el estado de alerta activo (Tellez, 2000; Sugam, & Kakinuma, 2021).

El papel de la NA durante la gestacion es contraer los vasos sanguineos del Gtero y
reducir el flujo sanguineo uterino produciendo anoxia o hipoxia fetal. Otra de las funciones
de la NA es mantener un estado de alerta, puede alterar los niveles de estrogenos y
progesterona, disminuir los niveles de oxitocina y alterar los niveles de glucosa en sangre
(Téllez, 2000, Sugam, & Kakinuma, 2021).

1.4.5 Endorfinas

Las endorfinas son un conjunto de péptidos opioides endégenos que tienen la capacidad
de funcionar como neurotransmisores. Son producidas en el sistema nervioso central por el
hipotalamo, la glandula pituitaria y la placenta. Tiene la funcion de actuar como modulador
del dolor, la regulacion de la temperatura corporal, el apetito y en la reproduccion. Ademas
de estas funciones también ayudan a la estimulacion del aprendizaje de parte de la madre y
el bebé, activan el sistema inmunitario y algunos estudios demuestran que las endorfinas
ayudan a que haya un lazo amoroso fundamental durante la gestacién (Chaudhry et al. 2021;
Abboud, 1988).

Durante la gestacion los niveles de endorfinas no estan elevados hasta que se acerca el
parto que tienden a incrementar durante el trabajo de parto ya que funcionan como una
anestesia de manera natural que segrega el mismo organismo. (Chaudhry et al. 2021;
Abboud,1988; Dabo et al., 2010).



1.5 Anatomia y fisiologia del aparato reproductor de la rata Wistar

El aparato reproductor femenino es uno de los sistemas mas importantes y complejos
que existen, tiene una regulacién neuroendocrina hipotalamo-hipofisis-génada. Comprende
a los ovarios (génadas femeninas), las trompas uterinas (de Falopio) u oviductos, el Gtero, la
vagina y las glandulas mamarias que pueden ser consideradas tanto parte del sistema
tegumentario como del aparato reproductor femenino. Las principales funciones del aparato
reproductor femenino son la produccion de oOvulos por parte de los ovarios para la
fertilizacion por el espermatozoide, que ocurre en las trompas de Falopio, ademas
proporciona condiciones apropiadas para la implantacion del embrion en el Utero en donde
también habra un crecimiento y desarrollo fetal, y el nacimiento (Hershel, 2013, Gerard,
2011).

A continuacion, se hablara del ovario y Utero y cuél su papel en la gestacion.

1.5.1 Ovarios

Los ovarios son glandulas sexuales femeninas, en donde se producen los 6vulos, una
vez que han madurado se expulsa del ovario hacia las trompas uterinas o de Falopio
(Ramirez, 2011).

Los ovarios se encuentran emparejados uno en cada lado del Utero, son estructuras que
tienen forma de uva y varian en apariencia y tamafio dependiendo de la etapa del ciclo estral
en la que se encuentren (Figura 1) (Auersperg et al., 2001, Léw, et al, 2016; Ramirez, 2011).

La anatomia del ovario de roedores consiste en una capa de mesotelio peritoneal
modificado, epitelio de la superficie ovarica (OSE) que es continuo con el ligamento ancho
(mesovario) que sostiene al ovario. En la rata adulta, los ovarios tienen un peso aproximado
de 30 mg cada uno y miden 4.35 mm de ancho aproximadamente, 5.5 mm de largo y un
grosor de 1.6 mm (Auersperg et al., 2001, Loéw, et al., 2016; Ramirez, 2011).
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Figura 1. Anatomia del ovario de la rata (Tomado de Boyd et al., 2018)

1.5.1.1 Funcidn
La funcion de los ovarios estd relacionada con la regulacion del ciclo menstrual
mediante la retroalimentacion con esteroides para ayudar a la secrecion de gonadotropinas.



El ovario contiene una red intraovérica que involucra factores que ayudan a la sintesis de las
hormonas FSH, LH y una modulacién de la actividad de la hCG (Rosen & Cedars 2019).

1.5.1.2 Histologia del ovario

Los ovarios tienen una cubierta compuesta de una sola capa de epitelio cuboidal
Ilamada epitelio germinal, debajo de este epitelio hay una ldmina de colageno que es
homologa a la tunica albuginea de los testiculos. El area interna es divisible en dos partes: la
corteza externa, que contiene los foliculos en desarrollo y los cuerpos lateos (CL), y la
médula interna, que recibe los vasos sanguineos y los nervios del hilio. El estroma est4
formado por tejido conectivo especial (tejido conectivo espino celular) hecho de células
fusiformes parecidas a los fibroblastos dispuestas en espirales caracteristicos (la matriz
extracelular casi ausente) (Auersperg et al., 2001, Léw, et al, 2016; Ramirez, 2011). Cada
ovario se divide en las siguientes regiones: epitelio germinal. tdnica albuginea, corteza y
medula ovaricas (Figura 2), a continuacion, se describe cada una de ellas.

e Epitelio germinal: Es una capa de epitelio simple (cubico bajo o plano) y esta cubre
la superficie del ovario.

e Tunica albuginea: Capa blanguecina de tejido conectivo denso irregular localizada
inmediatamente por debajo del epitelio germinal.

e Corteza ovarica: Es la region por debajo de la tinica albuginea. Estd compuesta por
foliculos ovaricos rodeados de tejido conectivo denso irregular con células musculares
lisas dispersas, forman la teca interna y externa de los foliculos ovaricos que albergan
el ovocito primario.

e Médulaovarica: Se encuentra por debajo de la corteza ovarica y se distingue por tener
un tejido conectivo mas laxo con vasos sanguineos, linfaticos y nervios. En la figura 1
se puede visualizar la médula en una rata (Megias et al., 2019; Gartner, 2011).
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Figura 2. Corte histologico de ovario de rata Wistar posparto con la tincién H&E. En la siguiente
microfotografia se observa un Foliculo preantral sano (FPS) marcado con un asterisco, la flecha amarilla indica
el epitelio superficial, la corteza superficial esta sefialada con linea verde y la médula con la flecha marron.
(Foto a 10x tomada en el Laboratorio de Neuroendocrinologia de la FCQ-BUAP).



1.5.1.3 Foliculos ovaricos
Los foliculos ovaricos (Figura 3) se encuentran en la corteza y estdn compuestos por
los ovocitos en sus diferentes etapas de desarrollo. Para producir ovocitos maduros, los
foliculos se activan desde el conjunto de foliculos primordiales inactivos y se desarrollan a
través de primarios y secundarios antes de adquirir una cavidad antral (Adhikari, & Liu,
2009).

Los foliculos ovaricos estan regulados por diversos factores, como las gonadotropinas,
las hormonas esteroides, citosinas y factores de crecimiento. Los receptores de la hormona
foliculoestimulante (FSH), estrégenos y andrdgenos emergen una vez que las células de la
granulosa se han desarrollado (Adhikari, & Liu, 2009; Richards, & Russel, 1998).

Las células de la teca que se desarrollan durante la etapa del foliculo maduro tienen
receptores a la LH y producen androgenos. La FSH en las células de la granulosa transforma
el andrdgeno en estrdgeno, el estrogeno incrementa el nimero de receptores de FSH y aumenta
la sensibilidad de las células de la granulosa. Las células de la granulosa sufren un proceso de
apoptosis cuando el andrégeno no puede transformarse en estrégeno. Tales cambios son
ciclicos, secuenciales y estan controlados por el eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario (Adhikari &
Liu, 2009).

Los foliculos experimentan las etapas de foliculogénesis, que se refiere principalmente
a que el epitelio folicular se vuelve multicapa y los ovocitos tienen division meiotica (Adhikari
& Liu, 2009). A continuacion, se describen los foliculos ovéricos de acuerdo con su estadio.

e Foliculos Primordiales: Los foliculos primordiales estan compuestos de una pared
folicular sin capas, compuestas de células de granulosa aplanadas. Son pequefios y se
encuentran en la capa mas profunda de la corteza (Adhikari & Liu, 2009).

e Foliculos primarios: Son foliculos méas grandes, las células del estroma que rodean el
foliculo comienzan a diferenciarse en células en forma de uso, que constituyen los
foliculos de la teca la célula de la granulosa se vuelve cuboidal y comienzan a proliferar
para dar paso a los foliculos secundarios (Adhikari & Liu, 2009).

e Foliculos secundarios: Las células de la granulosa proliferan dando como resultado una
pared folicular multicapa, la red folicular se vuelve multicapa y la teca se diferencia en
capas internas y externas, las células internas de teca (IT) sintetizan andrdgenos, y las
células de la granulosa las transforman en estrogenos. Durante esta etapa se forman
cavidades que unen y forman el antro, este esta lleno de liquido que contiene factores de
crecimiento y hormonas secretadas por la capa de la granulosa (Adhikari & Liu, 2009).

e Foliculos terciarios: El foliculo terciario tiene un antro mas grande que se encuentra en
la capa superficial de la corteza y causan una protuberancia en la superficie. Los tejidos
entre el foliculo terciario maduro (foliculo de Graaf) y el epitelio germinativo del ovario
erosionan hasta que el foliculo se rompe (Adhikari & Liu, 2009).
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Figura 3. Foliculos ovaricos. En la siguiente imagen se muestra el desarrollo de los foliculos ovaricos, a)
Foliculo primordial b) Foliculo primario ¢) Foliculo secundario d) foliculo terciario o antral e) Preovulatorio.
(Tomado de Rodrigo. 2018).

1.5.1.4 Ovulacién

La ovulacion en roedores es uno de los eventos dominantes en el ciclo estral y se
presenta durante el estro. Consiste en la ruptura del foliculo preovulatorio que es la expulsion
del ovocito secundario detenido en la etapa de diploteno de la metafase Il de la meiosis,
acompariado de células del cimulo odforo y la corona radiada (Navarrete, 2004).

En la rata, la ovulacion esta determinada por la concentracion de estradiol ovarico y los
pulsos de secrecion de la GnRH y de gonadotropinas, los cuales se producen en determinadas
horas y dias del ciclo estral. La ovulacion espontanea es dependiente de la liberacion de
gonadotropinas, y no del apareamiento como en aquellas especies que ovulan de manera refleja
o inducida. La rata es una especie poliéstrica, es decir que cada 4 a 5 dias tienen un ciclo estral
completo a lo largo del afio, a menos que sea interrumpida por la prefiez (Navarrete, 2004).

1.5.1.5 Irrigacion de los ovarios

El utero y los ovarios comparten arterias y venas comunes. Una rama de la arteria
uterina de la anastomosis y la arteria ovarica forman la rama ovarica de la arteria uterina. En
la drbita, el suministro de sangre ovérica depende en gran medida de la arteria uterina
(Macchiarelli, 2000).

El drenaje venoso de los ovarios se logra mediante las venas ovaricas que estan
emparejadas. La vena ovarica izquierda drena en la vena renal izquierda y la vena ovérica
derecha drena directamente en la vena cava inferior (Macchiarelli, 2000).

1.5.1.6 Inervacion de los ovarios

Los nervios ovaricos en la rata se derivan del plexo celiaco, plexo inter mesentérico y
la parte superior por los nervios esplacnicos lumbares. Los ganglios celiacos son conectados
entre si por asas ganglionares de fibras nerviosas (Navarrete, 2004; Pastelin et al., 2017).

El ovario recibe inervacion simpatica desde los segmentos espinales lumbares
superiores a través de fibras nerviosas esplacnicas e inervacion parasimpatica a través de los
nervios vagos. La inervacion simpatica deriva de cuerpos celulares del ganglio ovarico, con
origen en la arteria ovarica y en cuerpos celulares del plexo renal y celiaco. Los nervios
simpaticos son el nervio plexo ovarico (OPN) y el nervio ovarico superior (SON) que se
originan en el ganglio celiaco mesentérico superior (GCMS) y ambos transportar diversos
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neurotransmisores. EI nervio ovarico superior tiene un trayecto con el ligamento suspensorio
e inerva vasos sanguineos, células de la glandula intersticial y células de la teca (Navarrete,
2004; Pastelin et al., 2017).

La inervacion simpatica juega un papel importante en el desarrollo prepuberal de la
funcidn ovarica. La inervacion ovarica participa en la regulacion del desarrollo folicular y la
esteroidogénesis. En las ratas, los nervios autonomos llegan al ovario por dos vias: el SON
en el ligamento suspensorio y el OPN que se ejecuta juntamente con la arteria y la vena
ovarica. EI OPN inerva el ovario, la Bursa, el oviducto y los cuernos uterinos; los axones
entran por el hilio e inervan la region medular y cortical del ovario. EI OPN est4 compuesto
principalmente por fibras simpaticas y sensoriales, con una pequefia porcion de fibras
parasimpaticas. Las fibras simpaticas preganglionares emergen de la medula espinal en los
segmentos T9 y T10 y el pericarion de las fibras simpéticas posganglionares se encuentran
en los ganglios paravertebrales y prevertebral (Navarrete, 2004; Pastelin et al., 2017).

Los ovarios estan rodeados de axones sensoriales que contienen péptido relacionado
con el gen de la calcitonina (CGRP) asi como otros péptidos que estan involucrados en la
regulacién vasomotora (Brauer & Smith, 2015; Aguado, 2002).

Las neuronas sensoriales se ubican en la parte inferior toracica y ganglios de la raiz
dorsal lumbar superior (DRG) localizadas en los segmentos espinales L2-L5. Las fibras
sensoriales que inervan al ovario se clasifican como nervios aferentes primarios no
mielinizados o de tipo C y Ad. Se ha reportado que las fibras sensoriales expresan receptores
TrkA, TrkB y CGRa y receptores que forman parte de la familia de receptores de potencial
transitorio (TRP) como TRPV1. Los nervios que inervan al ovario contienen
neurotransmisores como la sustancia P (SP), el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y el
CGRP, galanina y neuroquinina. Las fibras parasimpaticas derivan del nervio vago. La
inervacion sensorial ovarica participa junto con la inervacién simpética en la funcion ovarica
regulando la secrecién hormonal y esta participacion varia a lo largo del ciclo estral, también
se ha demostrado que la inervacion sensorial juega un papel fundamental en la pubertad
(Trujillo et al., 2015; Morales et al., 2015; Ernsberger 2009).

1.5.2 Utero

El utero es un 6rgano muscular hueco, en las mujeres tienen forma de pera y constituye
parte del camino que siguen los espermatozoides depositados en la vagina hasta alcanzar las
trompas de Falopio (Hershel, 2013).

El tracto genital femenino en los mamiferos surge de los conductos mullerianos,
comenzando con el ostium del oviducto. En la rata, este ostium forma una capsula completa
Ilamada Bursa ovarica, que envuelve el ovario. Los oviductos son pequefios tubos altamente
enrollados. El Gtero consta de dos cuernos uterinos separados, lo que permite que la rata tenga
multiples crias (Kent & Carr, 2001). Los cuernos convergen hacia una region caudal
formando el cuerpo uterino, el cual continta llegando asi hasta el cuello uterino (Figura 4)
(Mossman, 1977).
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Figura 4. Anatomia del (tero de rata (Tomado y modificado de Walker, Warren F., 1997).

Los ligamentos que sostienen el Utero incluyen el ligamento Utero-ovarico, el
ligamento redondo, el ligamento ancho, el ligamento cardinal y los ligamentos uterosacros.
Ademas, es apoyado (inferiormente) por el diafragma pélvico, el diafragma urogenital y el
cuerpo perineal (Sosa-Stanley & Bhimji, 2011).

1.5.2.1 Funcién

La principal funcion del Gtero es nutrir y albergar al évulo fertilizado, que pasa a
través de las trompas de Falopio. Posteriormente el 6vulo es implantado en el endometrio,
donde recibe nutrientes a través de los vasos sanguineos, a medida que el embrién crece y
madura, el Gtero se expande para acomodar al feto en desarrollo (Sosa-Stanley & Bhimiji,
2011).

1.5.2.2 Histologia del utero de la rata
El dtero comprende 3 tipos de tejidos, en la figura 5 se puede observar una
microfotografia del corte histoldgico de cada tejido.

Endometrio: Tiene dos capas, la capa superficial presenta una lamina epitelial de
la mucosa, esta constituido por epitelio cilindrico simple que reviste el lumen del Utero posee
células cilindricas secretorias con cilios, y una capa basal que contiene glandulas tubulares
simples o ramificadas que se extienden hacia el miometrio. La capa funcional del endometrio
responde a las hormonas reproductivas. Por debajo de este epitelio se lo caliza una capa de
tejido conectivo laxo altamente vascularizado (Sosa-Stanley y Bhimji, 2011; Kuehnel, 2003;
Valdez & Garcia 2017).

Miometrio: Presenta dos capas de musculo liso, una capa circular interna muy
gruesa y la otra se presenta como longitudinal externa. EI nimero y tamarfio de las fibras

13



musculares se relaciona en forma directa con las concentraciones de estrégenos. Cuando se
produce estrégeno en abundancia, como es el caso del embarazo, las fibras musculares son
mas grandes y abundantes (Sosa-Stanley & Bhimji, 2011; Kuehnel, 2003; Valdez & Garcia
2017).

Perimetrio: Es una capa serosa de tejido conjuntivo laxo que proporciona
nutrientes al epitelio a través de vasos sanguineos y contiene ganglios simpaticos y fibras
nerviosas del plexo hipogastrico (Sosa-Stanley & Bhimji, 2011; Kuehnel, 2003; Valdez &
Garcia 2017).

: (2 ‘
N S A
.-,l'"z‘ -

> ’
:_'si’: il

RO = >

4.07 ,'u i 'l. "".“ :

Figura 5. Corte histologico del Gtero de rata Wlstar posparto, se puede observar las tres capas de tejido que lo
conforman. Tincion H&E. El perimetrio estd marcado con la linea roja, es la capa mas externa del Gtero, el
miometrio estd marcada con la linea azul, es una capa compuesta de musculo liso y el endometrio esta marcada
de amarillo la cual es la capa interna que responde a las hormonas productivas (Foto a 10x tomada en el
Laboratorio de Neuroendocrinologia de la FCQ-BUAP).

1.5.2.3 Irrigacion del utero

En la rata, generalmente las arterias segmentadas surgen como ramas de la anastomosis
arterial ovario-uterina y entran al Gtero a lo largo del borde mesometrial, las arterias
segmentarias surgen de bucles o asas arteriales que se ramifican, circulan paralelamente y
luego vuelven a unirse a la arteria ovarica—uterina (Rogers & Gannon, 1981).

Las arterias segmentarias pasan entre las capas del miometrio, estas se ramifican varias
veces antes de alcanzar el musculo circular del mesometrio (Rogers & Gannon, 1981).
Las ramas arteriales pueden encontrarse en la parte dorsal o ventral, justo alrededor del Utero,
formando las ““arterias circunferenciales” o pueden dividirse formando una correa de pequefias
arterias que irrigan el endometrio en la regién del mesometrio; también a esta pequefia area de
tejido se le conoce como triangulo mesometrial (Rogers & Gannon, 1981).
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Las arterias circunferenciales siguen una trayectoria tortuosa alrededor del Gtero entre
las capas musculares longitudinales y circulares. Los capilares musculares longitudinales, se
derivan de las arterias circunferenciales formando pequefios bucles paralelos y regulares
(Rogers & Gannon, 1981).

El endometrio es suministrado por las arterias que surgen de cada arteria
circunferencial, denominadas arterias espirales, su apariencia es similar a la de un sacacorchos.
Algunas arterias espirales se estrechan cuando pasan a traves de la capa muscular circular. En
el endometrio continuaran hacia el lumen sin ramificaciones, antes de dividirse para formar el
plexo capilar subepitelial o a su vez pueden ramificarse varias veces en el endometrio con cada
rama subdividida aun mas antes de unir el plexo capilar luminar. Los capilares del plexo
subepitelial tienen un patron complejo de conexion, con rutas largas, intermedias y cortas entre
cualquier arteriola y vénula (Rogers & Gannon, 1981).

Las glandulas dentro del endometrio tienen un esqueleto vascular, contiene capilares
que suministran por medio de una arteriola en un lado y drenado por una vénula en el otro
lado. Los capilares de las glandulas a menudo estan juntos del plexo subepitelial que rodea las
bocas de las glandulas, el retorno venoso del endometrio consiste en una serie de vénulas cortas
y relativamente gruesas que se unen antes de vaciarse en una vena circunferencial. A diferencia
del suministro arterial, hay venas circunferenciales en dos niveles: entre el endometrio y
miometrio y entre las capas musculares longitudinales y circulares del miometrio (Rogers &
Gannon, 1981).

Las venas circunferenciales de los dos niveles se conectan hacia el lado mesometrial del
utero, donde el vaso interno pasa a través de la capa circular musculo para unirse al vaso
externo. No hay venas equivalentes a las arterias del triingulo mesometrial, lo que sugiere que
la sangre de esta area drena a areas adyacente a través del capilar su epitelial plexo. Los
capilares de la capa muscular longitudinal se conectan a la vena circunferencial externa,
mientras que los de la capa muscular circular se conectan a las venas circunferenciales interna
y externa (Rogers & Gannon, 1981).

Las venas circunferenciales dorsales y ventrales basal al mesometrio donde se unen entre
si y con venas circunferenciales de areas adyacentes del Utero para formar las venas
segmentarias. Al igual que con las arterias segmentarias, se pueden encontrar asas venosas
dentro del mesometrio (Rogers & Gannon, 1981).

1.5.2.4 Inervacion del atero

El Utero esté inervado por nervios simpaticos, parasimpaticos y sensoriales que inervan
principalmente los vasos sanguineos y el masculo liso miometrial. La inervacion uterina regula
la actividad contractil del musculo liso vascular y no vascular, regula secreciones glandulares,
interacciones de las células inmunes y transmiten informacién al sistema nervioso central. La
contractilidad uterina estda mediada por mecanismos hormonales. Los estrogenos, las
prostaglandinas y la oxitocina producen contraccion y la progesterona relajacion (Brauer &
Smith 2015; Gnanamanickam & Llewellyn-Smith 2011).
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En la rata, el 90% de las fibras nerviosas simpaticas que inervan la parte superior del
cuerno uterino se originan a partir de neuronas en los ganglios suprarrenales y de la cadena
simpética T10-L3, mientras que la inervacion del Gtero inferior y el cuello uterino se origina
en los ganglios paravertebrales, principalmente en el L2- Nivel L4 (Brauer & Smith 2015;
Gnanamanickam & Llewellyn-Smith 2011). Nance et al en 1988 demostro que en la rata las
fibras que inervan la region craneal del cuerno uterino surgen de los segmentos vertebrales
T13-L1, mientras que las neuronas en los ganglios L6 y S1 inervan la region caudal del
cuerno uterino. Los ganglios nodosos a través del nervio vago contribuyen a la inervacion
aferente del Utero de la rata (Brauer & Smith 2015; Gnanamanickam & Llewellyn-Smith
2011).

A diferencia de las ratas algunas especies como las cobayas y humanos tienen una
inervacion simpatica en el cuerpo uterino y surge de las neuronas en el plexo pélvico ubicado
en la union utero-vaginal. La densidad total de la inervacion varia entre una especie y otra.
La densidad uterina es mas pesada en el extremo del cuerno uterino y del cuello uterino que
en las partes principales del cuerno (Mowa et al., 2004; Chaban, 2008).

La inervacién sensorial del Utero esta dada por las fibras sensoriales que inervan al
utero y cuello uterino; estdn compuestas por fibras de tipo C y Ad, las cuales provienen de
las DRGs de las regiones espinales L1-L5 y S1-S3. Las fibras sensoriales del Utero tienen
una inervacion que pasa a traves de los nervios simpaticos, va de la T10 a la L1 y del cuello
uterino a través de los nervios parasimpaticos y va desde la S2 a la S4, las fibras sensoriales
simpaticas y para simpaticas también inervan la vejiga urinaria, vagina y el tracto
gastrointestinal distal (Mowa et al., 2004; Tingaker et al., 2010; Chaban, 2008).

Las neuronas sensoriales del DRG sintetizan multiples neurotransmisores incluidos los
neuropéptidos, entre ellos el CGRP, SP, secretoneurina (SN) , neuroquinina A ,
colecistoquinina, somatostatina , factor nervioso derivado del cerebro (BDNF) y polipéptido
activador de adenilato ciclasa entre otros; SP, SN y CGRP son neurotransmisores de interés
de estudio, ya que en el nacimiento se expresan en neuronas sensoriales sensibles a capsaicina
que tienen terminales en los tractos reproductivos (Mowa et al., 2004; Tingaker et al., 2010;
Chaban, 2008).

La inervacién uterina tiene la capacidad de cambiar debido al tipo de estimulo que
tenga, un ejemplo de esto son las fluctuaciones fisioldgicas en los niveles de hormonas
sexuales. El cuerpo uterino durante la gestacidn esta casi desnervado es decir sufre una
remodelacion cervical. Aunque los tejidos del aparato reproductor estan inervados por
nervios de los ganglios autdnomos pélvicos parasimpaticos, la raiz dorsal sensorial y los
ganglios nodosos algunas de sus funciones se han atribuido en gran medida a las hormonas
esteroides sexuales. Una hormona importante durante este proceso son los estrégenos ya que
pueden inducir inflamacion fisiologica durante la remodelacion cervical al promover la
expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular, también puede producir cambio
en la capacidad de respuesta de las neuronas a las neurotrofina y estdn mediadas por dos
receptores como TrkA 'y p75NTR. (Mowa et al., 2004; Tingaker et al., 2010; Chaban, 2008).
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A diferencia de la inervacion uterina, la inervacion cervical permanece durante el
embarazo y parto. En ratas se ha demostrado menos conexiones entre las subdivisiones
sensoriales en los segmentos de la médula espinal y el cuello uterino. El receptor TRPV1 es
clave para la nocicepcion, se ha identificado durante el embarazo y el parto, ayuda a la
vascularizacion de 6rganos periféricos y perciben estiramiento y presion dicha informacion
es transmitida gracias al SNC por medio de las vias nerviosas ascendentes (Aguado, 2002),
sin embargo, el papel de los receptores TRPV1 en la gestacion aun es desconocido.

1.6 Receptor de potencial transitorio vanilloide tipo 1 (TRPV1)

Los receptores TRP son proteinas que se encuentran en diferentes especies de
mamiferos, funcionan como canales cationicos no selectivos (Tominaga & Tominaga 2005).
Se expresan en las neuronas sensoriales y detectan el dolor, estimulos térmicos, cambios en
el entorno, olores y sabores. Los receptores TRP se clasifican en seis subfamilias; TRPC
(canonical), TRPV (vanilloide), TRPM (melastina), TRMPML (mucolipina), TRPP (poli
cistina), TRPA (ankirina) (Tominaga & Tominaga 2005).

De las seis subfamilias se ha va visto que el canal TRPV tiene mayor importancia
farmacoldgica, comprende varias funciones en procesos antiinflamatorios, carcindgenos y se
ha usado como diana para el tratamiento del dolor (Salazar et al., 2009 Haustrate, et al.,
2020). El canal TRPV se divide también en seis familias TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4,
TRPV5, TRPVG6. Los primeros cuatro se expresan en neuronas sensibles al dolor donde
actuan por estimulos térmicos y quimicos, los Gltimos dos estan involucrados en la
absorcion/reabsorcion renal de calcio (Clapham, 2002).

Los receptores TRPV estan presentes en la fibra C sensoriales y en las fibras Ao y tiene
como ligandos los capsaicinoides, los resiniferanoides, cannabinoides, los resiniferanoides y
otros derivados de las plantas (Clapham et al., 2002; Jin et al., 2020). El receptor TRPV1 es
uno de los més estudiados, responde a estimulos por medio de sustancias quimicas nocivas y
térmicas; esta involucrado en la nocicepcion y la inflamacion, este estimulo sucede en las
terminales periféricas de las neuronas aferentes. (Clapham et al., 2002; Jin et al., 2020).

1.6.1 Estructura molecular y funcion de los receptores TRPV1

El receptor potencial transitorio vanilloide tipo 1 también conocido como TRPV1, es
una proteina de 838 aminoacidos, con un peso de 95 kDa, que consta de seis dominios
transmembranales (TM) (Figura 6). La regién de los poros contiene acidos glutdmicos que
intervienen en la activacion del receptor dependiente del pH. El quinto y sexto dominio
forman un poro que permite el paso a cationes divalentes y monovalentes (Ca*?, Mg*?, Na*),
y tiene la caracteristica de ser anfipatico. EI dominio N-terminal y C-terminal son
intracelulares, el dominio N-terminal consta de 3 sitios de ankirina los cuales son importantes
ya que tiene sitios de interaccion proteina-proteina, mientras que el dominio C-terminal tiene
sitios de fosforilacion, los cuales desensibilizan o activan al receptor (Tominaga & Tominaga
2005).
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Una caracteristica del TRPV1 es la formacidn de canales que pueden presentarse como
homo o multimeros siendo el homotetrdmero la forma de expresidon predominante (Pingle et
al., 2007; Xia et al., 2011).

Los receptores TRPV1 pueden ser activados por diversos agentes como el calor
(temperatura >43°), protones (acidificacion), ligandos enddgenos (anandamida, N-oleonil-
dopamina, lipoxigenasa, bradicinina, histamina, interleucinas y neuro cininas) y ligandos
exogenos como la capsaicina. En ratones “knock-out” se probd que los receptores TRPV1
son esenciales para la sensacion del dolor, la hiperalgesia y la inflamacion (Gonzélez Flores,
2015; Tominaga, 2007).
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Figura 6. Modelo que representa la topologia de la membrana, la estructura del dominio y las regiones
involucradas en regulacion de la funcion TRPV1. En el dominio N-terminal se observan los sitios de ankirina'y
en el dominio C terminal los sitios de fosforilacion (Tomado y modificado de Tominaga, 2007).

1.6.2 Permeabilidad, selectividad y sensibilizacion de los receptores TRPV1

El TRPV1 es un canal cationico no selectivo, con una selectividad casi igual a Na*, K*,
Li*, Cs y Rb", tiene una selectividad moderada para cationes divalentes como Mg*? y Ca*2,
El TRPV1 es conocido por ser un canal promiscuo, es decir puede ser activado por calor, es
muy permeable a protones y grandes cationes polivalentes, ademas de ser permeable a
colorantes cationicos y antibidticos aminoglucésidos (Tominaga, 2007).

La sensibilizacion del TRPV1 puede deberse a la activacion directa de metabolitos de
algunos compuestos como la anandamida, N-araquidonoil-dopamina (NADA), N-
oleoildopamina y el &cido 12-hidroperoxieicosatetraenoico (12-HPETE) (Benarroch, 2015).
Existen muchas vias de sefializacion que se activan o inhiben por TRPV1, el receptor
contiene multiples sitios de fosforilacion tales como la proteina quinasa C (PKC), proteina
quinasa A (PKA) y proteina quinasa Il dependiente de calcio (Rosenbaum, 2007).
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Los activadores de la PKC potencian la activacion del receptor TRPV1linducida por
capsaicina, la activacion de PKC intracelular da como resultado una mayor sensibilidad de
TRPV1 a la capsaicina a un pH y calor bajo (6.4 y <43° C), para que se lleve a cabo la
activacion de PKC tiene que ocurrir una fosforilacion directa del TRPV1 e hidrolisis de
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (P1P2), este es un regulador negativo de TRPV1,; la hidrolisis
de PIP2 se da por la fosfolipasa C (PLC), la PLC cataliza la hidrolisis de PIP2 a trifosfato de
inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Cortright, & Szallasi, 2004; Prescott & Julius, 2003).

La proteina quinasa A dependiente de AMP ciclico, fosforila directamente al receptor
TRPV1, causando la desensibilizacion del canal permitiendo una mayor sensibilidad a la
anandamida. El aumento de la actividad de la proteina quinasa, no solo activa el receptor,
sino que también puede desempefiar el papel de activacion/sensibilizacion de las corrientes
de TRPV1 por el factor de crecimiento nervioso y la bradicinina (Cortright, & Szallasi, 2004).
Un determinante estructural de la desensibilizacion de TRPV1 es la interaccion de CaM en
sitios ubicados de las regiones N y C terminal. Esta desensibilizacién ocurre por las
diferencias en el sitio de union de CaM que se encuentran en el extremo C terminal, este sitio
de unién es el segmento de 35 aminoacidos del TRPV1 y la interrupcién del segmento de
union a CaM evita su desensibilizacion.

La desfosforilacion por CaM de TRPV1 en respuesta a la elevacion de la concentracion
de calcio puede inhibir la actividad del canal, por lo tanto, la retroalimentacion negativa
puede ser un mecanismo importante de desensibilizacion inducido por capsaicina (Numazaki
et al., 2003; Cortright, & Szallasi, 2004; Benitez-Angeles et al., 2020).

Otra forma de activar a los receptores es por medio de los cannabinoides que estimulan
al receptor TRPV1 aumentando la liberacion de CGRP e induce la relajacion vascular. Para
el utero, el 55% de las fibras aferentes de los segmentos espinales T12-L2 que lo inervan
expresan receptores TRPV1, P2X3, CGRP y somatostatina, importantes vias sensoriales que
regulan el flujo sanguineo y la nocicepcion en DRG y ganglio trigémino (Benarroch, 2015).

1.6.3 Localizacion de los receptores TRPV1

En los Gltimos afios, diversos estudios han mostrado la expresion y la presencia del

receptor TRPV1 en tejidos periféricos como: sistema nervioso periférico, cerebro,
médula espinal, lengua, piel y vejiga.

El TRPV1 esté presente en los queratinocitos, las células del epitelio de la uretra y del
tubo digestivo en sus diferentes segmentos como en el plexo nervioso submucoso del tracto
intestinal, células parietales. También en células del endotelio vascular, en células del sistema
inmune (células T y mastocitos), células musculares, fibroblastos, en el sistema respiratorio,
parénquima pulmonar y hepatocitos (Tominaga, 2007; Gonzélez Flores, 2015).

En mamiferos, TRPV1 se puede encontrar en las fibras nerviosas tipo C y fibras
nerviosas sensoriales tipo Ad. La mayor expresion del receptor se encuentra en un pequefio
diametro de nociceptores aferentes de la raiz dorsal, nervio trigémino y ganglios nodosos
(NG) (Tominaga, 2007; Gonzalez Flores, 2015). En el sistema nervioso periférico hay una
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alta expresion de los receptores TRPV1 en DRG, ganglios del trigémino (TG) y NG. El
TRPV1 se expresa también en neuronas peptidérgicas, las cuales son importantes en el
desarrollo del dolor y la inflamacion y en neuronas no peptidérgicas, estas desempefian un
papel fundamental en la mediacion del dolor crénico; en el sistema nervioso central los
receptores TRPV1 se expresan en el talamo, el cuerpo estriado y la amigdala (Tominaga,
2007; Gonzélez Flores. 2015).
Como ya se ha mencionado antes, el receptor TRPV1 no s6lo se encuentra en diversos
organos y tejidos periféricos, también existe evidencia de que estd presente en 6rganos del
sistema reproductor femenino como el ovario y el Gtero (Benarroch, 2015).

1.6.3.1 TRPV1 en ovario

En el laboratorio de neuroendocrinologia mediante la técnica de inmunohistoquimica
(Figura 7) se ha observado que la expresion del receptor TRPV1 es baja en las células tecales
de FPS, FPA y FAA en el ovario de cobaya, mientras que, a la edad de la PAV, las células
tecales de los FAS tienen alta expresion deTRPV1. Al evaluar el funcionamiento de los
receptores TRPV1Yy el desarrollo folicular a la edad de la PAV en cobayas administradas con
capsaicina a una concentracion de 30 nM en cobayas al P10, se encontr6 que el nimero de
FPSy FPA Yy FAS disminuy6 y el namero de FAA aumentd (Gonzalez Flores, 2015, Alatriste
etal., 2013).

Vehiculo Capsaicina

Nucleo

TRPV1

~

Figura 7. Inmunohistoquimica de los receptores TRPV1 en ovario de cobayas tratados con capsaicina
en animales a los que se administré vehiculo o capsaicina (30 nM) por administracion subcutanea al P10.
(Alatriste et al., 2013)
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1.6.3.2 TRPV1 en (tero

Los receptores TRPV1 tienen expresion en el endometrio humano, esto receptores se
encuentran ubicados en la region lumbar (L1) y sacra (S2-S3) de la médula espinal.

El receptor esta presente en epitelios luminales y glandulares del endometrio de
humanos, ratas, ratones y cerdos (Gonzalez Flores, 2015). La regulacién e importancia
funcional en el endometrio revela que, en las fibras nerviosas del Utero y el cérvix, TRPV1
estd presente durante el embarazo y trabajo de parto. Los cambios en la inervacion uterina
estan documentados mostrando una disminucion de fibras nerviosas en el embarazo, pero la
inervacion se conserva en el cuello uterino (Tingaker, et al., 2008; Pohdczky, 2016).

En la figura 8 se muestran algunas imégenes de la presencia del receptor TRPV1 por
medio de la tincion inmunohistoquimica.

Figura 8. La figura a) representa una Inmunohistoquimica de los receptores TRPV1 localizado en el
endometrio de ratas Wistar. (Pohoczky et al.,2016), la figura b) inmunohistoquimica de la expresion del
receptor TRPV1 en glandulas endometriales de cobaya. (microfotografia tomada de Zeron 2020)

1.6.4  Capsaicina como agonista selectivo del receptor TRPV1

La capsaicina (8-metil-N-vainillil-6-nonenamida) es el componente picante del chile y
es el vanilloide mas abundante y potente de la especie de capsicum (Figura 9). La capsaicina
es capaz de activar la corriente de calcio de los receptores TRPV1 (Pingle et al., 2007; Mora
Lopez 2015), los nociceptores C y Ad inducen la liberacion de péptidos y otros transmisores
desde sus terminales periféricas y centrales. (Mora, 2015; Welch et al., 2000).

Se ha reportado que el receptor TRPV1 tiene dos sitios de union a vanilloide (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. Son
altamente lipofilicos y comparten similitud estructural con varios &cidos grasos endogenos
que se han identificado como agonistas de TRPV1(Pingle et al., 2007; Mora, 2015).
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Figura 9. Molécula de capsaicina (IUPAC, 8-Metil-N-vanillil-6-nonenamida). Es una molécula con propiedades
lipofilicas (Tomado de Cedron, 2013).

La activacion del TRPV1 mediante capsaicina a altas dosis, tiene la capacidad de
bloquear fibras aferentes primarias C y A, afectan el sistema nervioso periférico sensitivo
(Villoria, 2007). A nivel ovérico se ha observado que una estimulacion constante del TRPV1
por medio de capsaicina, causa un menor desarrollo de los foliculos ovéricos y puede ser
resultado del blogueo de la corriente de Ca?* por los receptores TRPV1, un fenémeno
fisiolégico regulado por el factor de crecimiento nervioso (NGF) (Trujillo et al., 2015).

También se ha demostrado experimentalmente que la administracién con capsaicina en
ovarios da como resultado un aumento significativo en los niveles de noradrenalina
intraovarica. Este aumento se debe a una disminucion de las fibras tipo C, lo cual produce
una mayor concentracion de noradrenalina intraovarica (Trujillo et al., 2015).

1.6.5 AMG9810 como antagonista selectivo de receptor TRPV1

El AMG9810 es una molécula sintética que se ha propuesto como un antagonista
selectivo a los receptores TRPV1 (Figura 10).

AMG9810 es un antagonista competitivo, bloquea la activacién del receptor TRPV1,
bloquea la despolarizacion provocada por la capsaicina y la liberacién de péptidos
relacionados con el gen de la calcitonina.

Se ha observado que en cultivos de neuronas de los DRG administradas previamente
con capsaicina, el AMG9810 es capaz de revertir la respuesta de nocicepcion. Mientras que,
en ratones, el AMG9810 disminuyd la secrecion de lagrimas producidos por la capsaicina.
En otro estudio en ratas y ratones este antagonista revirtié la sensacion térmica y la
hiperalgesia mecéanica. (Gavva et al., 2004).

CH,
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Figura 10. Molécula de AMG9810 (IUPAC, -(4-tert-butylphenyl)-N-(2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-7-yl)prop-2-
enamide). BPS Guide to pharmacology .
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1.6.6 Modelo de estudio: rata Wistar

Las ratas Wistar pertenecen a la especie Rattus norvegicus, son ratas albinas que tienen
una cabeza ancha, orejas largas y una longitud de la cola que es inferior a la longitud de su
cuerpo.

Esta variedad fue desarrollada en el Instituto Wistar en 1906 para su uso en la
investigacion bioldgica y médica. Las ratas tienen un ciclo reproductor poliéstrica continuo
de 4-5 dias. Alcanza la pubertad con la primera apertura vaginal (PAV) a los 39 dias de vida
con un peso de 150 a 180 g aproximadamente. El tiempo de gestacion comprende de 21-22
dias, con camadas de 7-14 crias por parto (Maeda et al., 2000; Gonzales et al., 2011; Zakaria
& Huda, 2012).

Las ratas Wistar son ratas dociles y faciles de manejar, su uso ha incursionado en
investigaciones para pruebas de seguridad y eficacia de medicamentos, oncologia,
toxicologia, enfermedades infecciosas, etc.

Las ratas Wistar son excelentes modelos experimentales para estudios de biologia de la
reproduccion. En los afios noventa se tomé como modelo esta cepa para estudiar la funcién
reproductiva, ciclo estral de la rata, fue estudiada en el instituto de Biologia Experimental de
la Universidad de California Berkeley (Abraham, 1922).
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2

JUSTIFICACION

La gestacion es un periodo que estad comprendido entre la fecundacion y el nacimiento.
Para que se lleve a cabo el proceso, son necesarios diferentes moduladores hormonales,
neurotransmisores y receptores, por lo que el tiempo de gestacion puede variar entre una
especie y otra. El periodo de gestacion en ratas puede ir de 21 a 23 dias, mientras que, en
otras especies es de 3 hasta 9 meses como es el caso de perros, vacas 0 humanos.

Los receptores TRPV1 se expresan en diversos tejidos; como en las neuronas
sensoriales, neuronas del sistema nervioso periférico, amigdala y también en drganos
sexuales como ovario y Utero. El receptor TRPV1 en neuronas sensoriales y sistema nervioso
periférico tiene la funcién de detectar el dolor y estimulos térmicos mientras que en las
amigdalas el receptor tiene relacion con la toma de decisiones, conductas, etc. En la piel estos
receptores estan presentes en las fibras sensoriales C y Ad y son ligando para los
capsaicinoides, los resiniferanoudes, cannabinoides, y otros derivados de las plantas.
Finalmente, en los érganos sexuales estimula el desarrollo celular en 6rganos como en el
ovario y utero (Clapham et al., 2002).

La expresion del receptor TRPV1 no sélo esta presente en DRG, ganglios del trigémino
(TG) y ganglios nodosos (NG); también se expresa en neuronas peptidérgicas, en células del
epitelio de la uretra y del tubo digestivo en sus diferentes segmentos (Tominaga, 2007;
Gonzélez, 2015). En algunos 6rganos o sistemas, estos receptores han sido estudiados de
manera mas extensa, sin embargo, no se ha profundizado en el estudio de la expresion del
receptor en el aparato reproductor femenino. Estudios previos en nuestro laboratorio se ha
comprobado la expresion de los receptores TRPV1 en las células del ovario en cobayas
tratados con capsaicina, dando como resultado que a una alta concentracién exista retraso de
la pubertad y disminucion del namero de células TRPV1-positivas en los foliculos ovaricos,
en DGR y en la médula espinal (Alatriste et al., 2013). Mientras que en el Gtero se ha
demostrado la presencia de receptores TRPV1 en la regién lumbar (Gonzéalez, 2015; Alatriste
et al.,2013).

La administracion con capsaicina es de gran relevancia ya que al ser un agonista de los
receptores TRPV1 tiene una mayor afinidad y se une al canal hacia las neuronas de DGR y
neuronas del tipo sensorial del Utero y ovario.

Es por ello por lo que en la presente tesis se estudia el efecto de la administracion de
capsaicina y AMG9810, por medio de una administracion subcutanea dorsal a una
concentracion de 1nM y cudl es su relacién con la fertilidad y la gestacion. Ya que no hay
estudios que demuestren cual es el papel de la capsaicinay su relacion con el receptor TRPV1
en la gestacion. Por lo que, los resultados obtenidos aumentaran el conocimiento sobre la
participacion de los receptores TRPV1 en la fertilidad y la gestacion.
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3  HIPOTESIS
La administracién subcutanea de capsaicina 1nM o0 AMG9810 1nM modula la prefiez y el
periodo de gestacion en ratas Wistar.

4  OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la administracion subcutanea de capsaicina 1nM o0 AMG9810 1nM en
ratas Wistar virgenes y su participacion en la prefiez y gestacion.

Objetivos particulares

1) Evaluar el efecto de la administracion subcutanea de capsaicina 1nM sobre la fertilizacion
de ratas Wistar.

2) Evaluar el efecto de la administracion subcutdnea de AMG9810 1nM sobre la fertilizacion
de ratas Wistar.

3) Evaluar el desarrollo folicular ovérico posparto de ratas Wistar adultas que fueron
administradas con capsaicina 1nM o AMG9810 1nM.

4) Evaluar el grosor de las capas uterinas de ratas Wistar adultas que fueron administradas con
capsaicina 1nM o AMG9810.
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5 METODOLOGIA
En este apartado se describe la metodologia para el desarrollo de la parte experimental
de este trabajo. Todos los procedimientos, mantenimiento y diseccion de los animales estan
especificados en la NOM-062-Z00-1999 y el Comité Institucional para el Cuidado y Uso
de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla (BUAP). Asi mismo, se acreditd el curso de manejo y cuidado de animales de
laboratorio impartido por el Bioterio Claude Bernard.

5.1 Animales

Se trabaj6 con 16 ratas hembra de la cepa Wistar que fueron 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.

Los criterios de inclusion que se tomaron en cuenta en este trabajo fue un peso mayor
o0 igual a 180 g, ademaés de la edad siendo estas adultas jovenes y que cumplan con un ciclo
estral estable. Se dividieron en 4 grupos experimentales, el grupo control (animales sin
administrar; n=4), grupo vehiculo (administradas con solucién salina isoténica; n=4), grupo
Capsaicina (1 nM/kg; n=4) y finalmente el grupo AMG9810 (1 nM/kg; n=4).

5.2 Administracion de Capsaicina 1 nMy AMG9810 1 nM

Antes de las administraciones se realiz6 el monitoreo del ciclo estral de las ratas mediante una
citologia vaginal para determinar que todas tuvieran un ciclo estral regular. La administracion
subcutéanea tanto del vehiculo como de la capsaicina 1 nM y AMG9810 1 nM se realiz6 en la
zona dorsal. Antes de la administracion se realizo la citologia vaginal para comprobar que la
etapa del ciclo estral correspondiera al estro y diestro y asi proceder a la administracién. Las
administraciones fueron realizadas en dos fases del ciclo estral, en el estro y diestro, con un
total de 9 administraciones de las cuales cinco fueron en estro y cuatro en diestro.
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Tabla 1. Ciclo estral de ratas jovenes de la cepa Wistar
5.3 Copula

Al término de las administraciones, las ratas hembra se pusieron a copula con el macho
al dia siguiente, para verificar si la rata estaba prefiada se realizd citologia vaginal para
observar la presencia de esperma en la zona vaginal, tomandolo como indicativo de copula;
otra forma de evaluar la copula fue la observacion de un tapén vaginal.
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5.4 Gestacién y Postparto
El tiempo de gestacion previsto fue de aproximadamente 23 dias, durante este periodo
se llevé un control del tiempo de gestacion y de peso de cada rata hasta el dia del parto.
Para cada rata se hizo un calendario estimando de la fecha de parto para asi separarlas
de las demas y que pudiesen parir sin problemas.
Después del parto se pesé a la rata y se realizo el sexado de todas las crias.

5.5 Eutanasia y obtencién de los tejidos
La eutanasia de los animales se realizd posparto, para este procedimiento los animales
se sometieron a una camara de CO», posteriormente se realizé una perfusion intracardiaca
con solucién salina isoténica y paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos (PBS) para
preservar los tejidos, finalmente se prosiguio a la diseccion del Gtero y los ovarios.

5.6 Tratamiento de los tejidos y analisis histolégico.

Los tejidos obtenidos se almacenaron en paraformaldehido al 4% en PBS para
continuar con la fijacion del tejido. Posterior a esto se deshidrataron y se incluyeron en
bloques de parafina para luego realizar cortes histoldgicos con un grosor de 5umy finalmente
realizar las respectivas tinciones como Hematoxilina & Eosina (H & E), Tricrémica de
Masson para su analisis histoldgico.

La tincion de H & E es una de las tinciones mas utilizadas para el estudio de los tejidos
a nivel histoldgico, la hematoxilina nos ayuda a colorear las estructuras acidas de un color
azul-purpura, principalmente los acidos nucleicos en los nucleos celulares; la eosina por lo
contrario tifie las estructuras proteicas contenidas en los citoplasmas celulares, fibras y
membranas de una tonalidad rosacea. Esta tincién nos permitié medir las capas uterinas,
realizar el conteo folicular y el conteo de las glandulas uterinas (Marbe, 2018)

Para la medicion de las capas uterinas y conteo de glandulas endometriales se tomo
aleatoriamente 10 campos del cuerno izquierdo y 10 del derecho de los diferentes cortes
tefiidos con H & E y se realizaron 5 mediciones utilizando el Software Motic plus 3.0.

En la figura 11 se puede observar el Software Motic plus 3.0 la cual nos muestra como se
puede medir cada una de las capas uterinas. Se tomaron fotografias a 10x y 40x y cada una de
las capas uterinas se midio a 10x con excepcion del epitelio ciliar, que fue a 40x (Figura 11
inciso b), y el conteo de las glandulas uterinas se realizo en las fotografias de 10x.
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Figura 11. Software Motic plus 3.0 Microfotografia de Utero de rata Wistar. La figura a) corresponde a un
Utero donde se pueden observar las tres capas uterinas. La figura b) es una microfotografia tomada a 40x
donde puede observarse el epitelio ciliar y las glandulas tubulares.

Para el conteo de foliculos ovaricos se tomaron microfotografias a 10x de ovarios de rata
Wistar tefiidos con la Hematoxilina & Eosina (H & E),

El conteo se realiz6 de acuerdo con los criterios de Wang, en donde se consideran las
caracteristicas morfoldgicas de las células de la teca (Figura 12), células de la granulosa y el
ovocito. Con base en estos criterios se identificaron 4 foliculos; foliculos pre antrales sanos
(FPS), foliculos preantrales atrésicos (FPA), foliculos antrales sanos (FAS) y foliculos antrales
atrésicos (FAA) (Wang et al., 2010)
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Figura 12. Microfotografia de ovario de rata Wistar a 10x tefiida con-E. Las flechas rojas indican los

foliculos ovaricos en sus diferentes estadios. En el inciso a) Foliculo pre antral atrésico, b) foliculo preantral
sano, c) foliculo antral atrésico.

Finalmente, para la medicion del colageno de las capas uterinas se utiliz6 la tincién
Tricrémica de Masson y se llevo a cabo en el programa de ImageJ.

La tincién Tricromica de Masson nos permitié evaluar la funcionalidad de los tejidos
en cuanto a su flexibilidad, secrecién y nutricion. Esta tincion es utilizada para tefiir fibras de
colageno tipo 1, estas fibras de coldgeno tipo | son fibras gruesas que se encuentra en los
espacios extracelulares y estromas organicos y cumplen con la funcién de dar soporte al tejido.
El tejido conectivo se encarga de dar sostén a los tejidos, contiene grandes cantidades de matriz
extracelular, esta formado por células grandes que contienen glicoproteinas adhesivas que se
organizan como una red de fibras lo cual le confieren la funcion de dar soporte al tejido. En la
tincién Tricrémica de Masson se utilizan tres colorantes, el primero tifien las secciones con un
tinte acido es la escarlata de Biebrich, el &cido fosfotlngtico-fosfomilibdico permite que
difunda el colageno y los ndcleos azules por medio de la hematoxilina de Hierro de Weigert.

Se tomaron 10 campos a 10x para hacer la medicién de colageno de los diferentes
cortes tefiidos.

Con el programa de ImageJ se midio el porcentaje de area de coldgeno que se encuentra
en ambos tejidos. Se us6 la misma imagen dos veces, una nos sirvié para saber el area total
de la imagen, la segunda imagen nos ayudo a saber el area de los nlcleos y fibras musculares
(Ver Figura 13).

Para determinar el % de &rea de colageno se realiz6 una regla de tres.
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Figura 13. Software ImageJ. Medicion de colageno en Utero de rata Wistar

5.7 Anélisis estadistico
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Todos los datos obtenidos nos sirvieron para realizar los analisis estadisticos por medio
de una prueba de ANOVA de una via, seguida de U de Mann Whitney. Se consideraron
diferentes cuando la probabilidad entre ellos fue de *p<0.05.
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6 RESULTADOS
6.1 Tiempo en que se prefian las ratas Wistar posterior a la administracion de
capsaicina 0 AMG9810

El analisis estadistico mostré que para el grupo control el tiempo en el que se prefia fue
de 12.8+4.6 dias, el grupo vehiculo fue de 6.8+3.5 dias y para los grupos administrados con
capsaicina 1 nMy AMG9810 1 nM fueron de 3£2 dias y 16.5£1.6 respectivamente. El analisis
estadistico no muestra diferencias significativas, solo las hay cuando se compara el grupo

capsaicinay AMG9810 (Ver figura 14).
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Figura 14. Tiempo en que se prefian las ratas (dias) de los grupos =acontrol, =vehiculo, ™ capsaicina 1nM y
= AMG9810 1nM. Las barras representan el promedio +EMM *< p.005, prueba ANOVA post U Mann Whitney.
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6.2 Edad gestacional.

En la edad gestacional (Figura 15) el analisis estadistico mostro que para el grupo control
el tiempo de gestacion fue de 22+0.5 dias, el grupo vehiculo 21+1.18 dias, el grupo administrado
con capsaicina 1 nM fue de 23+0.4 dias y AMG9810 1 nM de 22+0.70 dias.

De acuerdo con los analisis estadisticos, no hay diferencias significativas en todos los

grupos.
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Figura 15. Edad gestacional (dias) de los grupos macontrol, =vehiculo, ™ capsaicina 1nM y = AMG9810 1nM.
Las barras representan el promedio +EMM *<p.005, prueba ANOVA post U Mann Whitney.
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6.3 Desarrollo folicular en el Gtero posparto de ratas Wistar

De acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas descritas en el apartado de la metodologia se
llevo a cabo el conteo de foliculos (Wang et al., 2010). Las microfotografias de la figura 16
corresponden a los diferentes foliculos ovaricos.

Figura 16. Microfotografias de cortes histoldgicos tefiidas con H&E a 10x de Foliculos ovaricos de rata Wistar
administrada con el vehiculo. El inciso a) corresponde al Foliculo preantral sano (FPS), b) Foliculo antral
atrésico (FPA), ¢) Foliculo antral sano (FAS), d) Foliculo antral atrésico (FAA).
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Foliculo preantral sano (FPS)

El conteo de FPS (Figura 17) por campo indic6 que para el grupo control se obtuvo un
promedio de 16.6+1.08, el grupo vehiculo fue de 14+2.23, para el grupo capsaicina 1nM el
conteo de foliculos fue de 14+2.07 y para el grupo AMG9810 1nM dio un promedio de 15+2.07.

De acuerdo con los datos obtenidos, el andlisis estadistico no muestra diferencias
significativas.
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Figura 17. Namero de foliculos pre antrales sanos de rata Wistar posparto del grupo macontrol, = vehiculo,
®m capsaicina 1nM y = AMG9810 1nM. Las barras representan el promedio +EMM *<p.005, prueba ANOVA
post U Mann Whitney.
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Foliculo preantral atrésico (FPA)

El

conteo de FPA (Figura 18) por campo indicé que el grupo control tuvo un promedio

de 9.8+0.86, el grupo vehiculo de 9.4+0.49, el promedio para el grupo capsaicina fue de
8.38+£0.67 y el grupo AMG9810 de 8+0.90.

El

analisis estadistico muestra que no hay diferencias significativas con respecto a cada

uno de los grupos.
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capsaicina 1nM y = AMG9810 1nM. Las barras representan el promedio +EMM *<p.005, prueba
ANOVA post U Mann Whitney.
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Foliculo antral sano (FAS)

El conteo de FAS (Figura 19) por campo dio como resultado en el grupo control un
promedio de 5.5+0.5, el grupo vehiculo de 4.1 £0.58, el grupo administrado con capsaicina 1nM
fue de 4+0.56 y finalmente el grupo AMG9810 1nM se obtuvo el promedio de 6.3+1.30.

El anélisis estadistico mostré una disminucion en el conteo de foliculos antrales sanos
en el grupo administrado con capsaicina 1 nM con respecto al grupo control. Con respecto al
grupo capsaicina 1 nM no hay diferencias significativas al compararlo con el grupo vehiculo
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Figura 19. Namero de foliculo antrales sano de rata Wistar posparto del grupo = control, =vehiculo,
B capsaicina 1nM y B8 AMG9810 1nM. Las barras representan el promedio tEMM *<p.005, prueba ANOVA
post U Mann Whitney.

39



Foliculo antral atrésico (FAA)

El conteo de FAA (Figura 20) por campo mostré como resultado que el grupo control
obtuvo un promedio de 5.4+0.77, el grupo vehiculo de 6.9+1.45, para el grupo administrado con
capsaicina 1nM el resultado fue de 6.6£1.03 y el grupo AMG9810 1nM fue de 7+0.84.

El andlisis estadistico no indicé diferencias significativas en los grupos.
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Figura 20. Namero de foliculos antrales atrésicos de rata Wistar posparto del grupo = control, = vehiculo,
= capsaicina 1nM y = AMG9810 1nM. Las barras representan el promedio tEMM *<p.005, prueba ANOVA
post U Mann Whitney.
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Cuerpo Luteo

El conteo de cuerpos luteos (Figura 21) por ovario dio como resultado los siguientes
valores. Para el grupo control se obtuvo un promedio de 6.9+0.71, el grupo vehiculo dio como
resultado un promedio de 7.4+1.33, el grupo administrado con capsaicina 1nM fue de 10.4+1.05
y el grupo administrado con AMG9810 1nM fue de 8.3+0.98.

El andlisis estadistico mostro diferencias significativas unicamente al comparar el grupo
administrado con capsaicina 1 nM con respecto al grupo control, dando como resultado un
aumento de cuerpos luteos en el caso del grupo administrado con capsaicina 1 nM.
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Figura 21. Conteo de cuerpos liteos por ovario de rata Wistar posparto del grupo = control, = vehiculo,
B capsaicina 1nM y B AMG9810 1nM. Las barras representan el promedio +EMM *<p.005, prueba ANOVA
post U Mann Whitney.
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6.4 Medicion del grosor de las capas uterinas y numero de glandulas uterinas en ratas
Wistar.

Para el analisis morfométrico se tomaron fotografias a 10x, la medicién se realiz6 de
acuerdo con la metodologia antes descrita. A continuacion, se muestra la grafica de los
promedios de cada capa uterina y posteriormente el panel de microfotografias representativas
del grosor de cada capa uterina.

Perimetrio

El anélisis morfométrico del perimetrio mostré que para el grupo control el grosor del
perimetrio es de 155.6+ 1.73 um, para el grupo vehiculo de 162.1+2.37 um, el grupo capsaicina
1 nM fue de 142.8+2.4 um y para el grupo AMG9810 1 nM 162.4+2.09 pm.

El analisis estadistico muestra una disminucion significativa en el grosor del perimetrio
del grupo capsaicina 1 nM con respecto al grupo vehiculo y grupo control. (Ver Figura 22)
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Figura 22. Grosor de la capa uterina del perimetrio (um) de rata Wistar posparto del grupo de rata Wistar
posparto del grupo =control, =vehiculo, ™ capsaicina 1nM y = AMG9810 1nM. Las barras representan el
promedio tEMM *<p.005, prueba ANOVA post U Mann Whitney.
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Miometrio
El andlisis morfométrico (Figura 23) mostré que para el grupo control se obtuvo un
promedio de 245.9+3.14 um, para el grupo vehiculo fue de 290.4+3.74 um, para el grupo
capsaicina 1 nM fue de 230.1+3.59 um y para el grupo AMG9810 1 nM fue de 241.5+3.62 um.
El analisis estadistico mostré que al comparar el grupo AMG9810 1nM y capsaicina 1
nM con respecto al grupo vehiculo hay una disminucion en el grosor del miometrio.
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Figura 23. Grosor de la capa uterina del miometrio (um) de rata Wistar posparto del grupo de rata Wistar
posparto del grupo =control, =vehiculo, ™ capsaicina 1nM y = AMG9810 1nM. Las barras representan el
promedio xEMM *<p.005, prueba ANOVA post U Mann Whitney.

43



Endometrio

El andlisis morfométrico (Figura 24) del endometrio dio como resultado para el grupo
control un grosor de 138.1+1.81 um, para el grupo vehiculo fue de 149.2+1.63 um, el grupo
administrado con capsaicina 1nM fue de 160.3+2.22 um y para el grupo AMG9810 1nM
152.4+1.93 pm.

El andlisis estadistico mostrd que en el grupo administrado con AMG9810 1 nM hay un
aumento significativo con respecto al grupo vehiculo y capsaicina.
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Figura 24. Grosor de la capa uterina del endometrio (um) de rata Wistar posparto del grupo de rata Wistar
posparto del grupo macontrol, =vehiculo, ™ capsaicina 1nM y = AMG9810 1nM. Las barras representan el
promedio tEMM *<p.005, prueba ANOVA post U Mann Whitney.
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Epitelio ciliar

El andlisis morfométrico (Figura 25) del epitelio ciliar en el grupo control dio como
resultado un grosor de 43.8+0.62 um, para el grupo vehiculo el epitelio fue de 37.2+0.51 pum,
el grupo administrado con capsaicina 1nM dio como resultado un grosor de 36.1+£0.0.44 pm
finalmente el grupo administrado con AMG9810 1nM fue de 43.4+0.43 um. El analisis
estadistico mostré que el grupo capsaicina 1nM tuvo una disminucion del epitelio ciliar con
respecto al grupo control, mientras que en el grupo administrado con AMG9810 1 nM se observa
un aumento del grosor del epitelio ciliar con respecto al grupo vehiculo.
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Figura 25. Grosor de la capa uterina del epitelio ciliar (um) de rata Wistar posparto del grupo de rata Wistar
posparto del grupo mcontrol, =vehiculo, ™ capsaicina 1nM y = AMG9810 1nM. Las barras representan el
promedio tEMM *<p.005, prueba ANOVA post U Mann Whitney.
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En la Figura 26 se puede observar un panel de microfotografias de cortes histolégicos tefiidas
con Hematoxilina-Eosina que corresponden a las diferentes capas uterinas de cada uno de los
grupos.
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Figura 26. Microfotografias de cortes histologicos de las capas uterinas de rata Wistar posparto tefiidas con
Hematoxilina- Eosina 40x. Las figuras a), b), ¢) muestra las capas uterinas del grupo control, la d), e), f)
muestran las del grupo vehiculo, g), h) i) corresponde al grupo administrado con capsaicina 1nM y por Gltimo la
imagen j),k) y | muestran las del grupo administrado con AMG9810 1nM . La linea roja indica el grosor del
perimetrio, la linea azul indica el grosor del miometrio y la linea amarilla representa el grosor del perimetrio.
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Glandulas

El conteo de glandulas (Figura 27) para el grupo control se obtuvo un promedio de 0.8+
0.07 glandulas, el grupo vehiculo 0.9+ 0.1 glandulas, para el grupo capsaicina 1 nM un promedio
de 0.7+ 0.09 glandulas y para el grupo AMG9810 1 nM 0.6+ 0.09 glandulas.

Para el grupo control y vehiculo hubo diferencia significativa, el grupo control presenta
una disminucién significativa con respecto al grupo vehiculo. De acuerdo con el analisis
estadistico los grupos administrados con capsaicina 1 nM y AMG9810 1 nM no presentan
diferencias significativas.
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Figura 27. Conteo de glandulas endometriales de rata Wistar posparto del grupo mscontrol, =vehiculo, =
capsaicina 1nM y = AMG9810 1nM. Las barras representan el promedio tEMM *<p.005, prueba ANOVA post
U Mann Whitney.
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En la Figura 28 se observa un panel de microfotografias de las glandulas uterinas
ubicadas en el endometrio de la rata Wistar posparto.

Figura 28. Microfotografias del endometrio de ratas Wistar posparto tefiidas con H&E a 40xde los grupos
control (a), vehiculo (b), capsaicina (c), AMG9810 (d). Las flechas amarillas sefialan las glandulas
endometriales.

48



6.5 Medicion del porcentaje de colageno en el Gtero de ratas Wistar.

Para la medicion del coldgeno de las capas uterinas se tomaron fotografias a 10x (Ver
Figura 30) y se realiz6 la medicion como se describio en la parte metodoldgica. A continuacion,
se muestra en una grafica el promedio del grosor de coladgeno de las capas uterinas en porcentaje,
y posteriormente en la figura 29 encontramos un panel de microfotografias representativas del
grosor de colageno.

El porcentaje de coladgeno indico que para el grupo control se obtuvo un promedio de
34.2+£3.82 %, el grupo vehiculo 39.5+ 4.42 %, el grupo capsaicina 1 nM el porcentaje fue de
42.3+ 4.73 %y finalmente el grupo AMG9810 1nM el promedio dio 48.9+5.46 %.

De acuerdo con el analisis estadistico el grupo AMG9810 mostré un aumento en el porcentaje
de colageno con respecto al grupo control y vehiculo.
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Figura 29. Porcentaje de colageno en el Utero de rata Wistar posparto del grupo = control, = vehiculo,
8 capsaicina 1nM y B AMG9810 1nM. Las barras representan el promedio +EMM *<p.005, prueba ANOVA
post U Mann Whitney.
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Tricromica de Masson. La figura a) muestra la capa uterina del grupo control, la figura b) muestra la del grupo
vehiculo, la c) corresponde al grupo administrado con capsaicina 1nM y por Gltimo la imagen d) muestra la del
grupo administrado con AMG9810 1nM.
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7 DISCUSION DE RESULTADOS

En la presente tesis se mostro el efecto de la administracién de capsaicina 1nM y
AMG9810 1nM sobre el receptor TRPV1 y su efecto en la fertilizacion y el desarrollo
gestacional de la rata Wistar. La capsaicina es el componente picante del chile y es el vanilloide
mas abundante capaz de activar la corriente de calcio de los receptores TRPV1 (Pingle et al.,
2007; Mora Lopez 2015), presentes en los nociceptores C y Ad que inducen la liberacion de
péptidos y otros neurotransmisores desde sus terminales periféricas y centrales. (Mora, 2015;
Welch et al., 2000). Por otro lado, el AMG9810 se ha propuesto como un antagonista
competitivo y selectivo a los receptores TRVP1 bloqueando su activacion y evitando la
despolarizacion provocada por la capsaicina (Gavva et al., 2004).

En este trabajo se encontrd que el tiempo en el que se prefia la rata se vio afectado por
la administracion de capsaicina 1nM y AMG9810 1nM. Si bien, existen diferentes factores
involucrados durante la fertilizacidn y gestacion, tales como las hormonas y neurotransmisores.
Al comparar el grupo administrado con capsaicina 1nM y AMG9810 1nM respecto al grupo
vehiculo, no hay diferencias significativas, tampoco las hay cuando se compara con el grupo
control; sélo hay diferencias significativas cuando se compara entre ambos grupos
administrados con el agonista y antagonista tal como lo muestra la figura 14, si bien en el
analisis estadistico no se observan diferencias significativas, podemos apreciar que hay una
tendencia a la baja en el grupo administrado con capsaicina respecto al grupo vehiculo y un
aumento del tiempo en que se prefia con el grupo administrado con AMG9810 1 nM.

El resultado de esta diferencia podria estar relacionado con la administracion del
agonista, posiblemente capsaicina esta activando la corriente de calcio y como resultado de ello
la activacion de los receptores TRPV1. La administracion de capsaicina 1 nM promueve la
activacion de los receptores TRPV1 (Szallasi & Blumberg, 1999), el receptor tiene maltiples
sitios de fosforilacion tales como la PKC, PKA y proteina quinasa que son dependiente de calcio
y pueden provocar un incremento del flujo sanguineo (Rosenbaum,2007; Szallasi & Blumberg,
1999). La activacion de los receptores guarda relacion con las glandulas uterinas, las glandulas
uterinas promueven la secrecion de los estrégenos y progesterona, estos son importantes para
regular la funcién endometrial y la implantacion del blastocisto (Zhang et al, 2013; Filant and
Spencer, 214; Ramirez et al, 2020). No s6lo la administracion estaria activando al receptor sino
también algunas vias de sefializacidn tales como la PKC, PKA y proteina quinasa Il dependiente
de calcio de las cuales podrian estar ayudando a que el tiempo en que se prefia la rata sea mas
rapido. (Cano, 2016, Benarroch, 2015, Rosenbaum, 2007). La administracion del antagonista
retrasé el tiempo en que se prefian las ratas y pudo haber estado bloqueando la entrada de calcio
disminuyendo la liberacion de CGRP, y modificando la secrecion las hormonas como
progesterona, estrégenos y prolactina que son importantes para la formacion del cuerpo del
cuerpo luteo y la implantacion (Gavva et al., 2004; Benarroch,2015;Bazer,2011)

Otro factor importante es la relacion del ciclo estral de las ratas, durante el ciclo estral
hay un aumento de la hormona progesterona y estradiol en los ciclos estro y diestro. En el ciclo
estro hay mayor receptividad del macho hacia la hembra dando como resultado una mayor
probabilidad de fertilizacion; en cuanto al ciclo diestro no hay tanta receptividad del macho sin
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embargo hay maduracion de los cuerpos luteos (Zarate, 2012). En estudios de Ramirez et al.,
2020 y Bernach 2015 demostraron que el receptor TRPV1 puede ser activado por la hormona
17B-estradiol. Su funcion principal es preparar al endometrio para que pueda darse la
implantacion, tiene otras funciones importantes como la supervivencia celular, funcion
mitocontrial, promover la proliferacion celular y brinda neuro proteccion a los tejidos (Ramirez
et al., 2020, Benarroch, 2015).

Es necesario tomar en cuenta que durante cada administracion existe la posibilidad de
causar estrés a los animales. Si bien aun no hay muchos estudios que confirmen como TRPV1
aumenta su expresion en el SNC en relacion con el estrés, sabemos que, al tener multiples vias
de sefializacion, TRPV1 podria modular los niveles de calcio intracelular para movilizar la
respuesta celular al estrés. Un ejemplo de como TRPV1 esta involucrado con el estrés es que en
condiciones de lesion y estrés las células de la glia se hipertrofian, y aumenta la produccion y
secrecion de citoquinas y cambios en la expresion génica (Ho et al., 2012; Wang et al., 2017).

Otro de los datos analizados fue la edad gestacional, la cual se evalué por medio de un
calendario. De acuerdo con los analisis estadisticos mostrados en la figura 15, observamos que
en la edad gestacional no hubo diferencias significativas y en cada grupo, los resultados fueron
muy parecidos. En este caso, a pesar de que la administracion de capsaicina 1 nM y AMG9810
1nM causo que el tiempo de prefiez se viera modificado. no ocasioné que el tiempo de gestacion
fuera mas rapido comparandolo con el grupo control y vehiculo, ya que durante la gestacion el
desarrollo embrionario es autonomo, dependiendo de la carga genética y aporte adecuado de
nutrientes permitiran el desarrollo del embrién durante este periodo (Carrascosa, 2003) ademas
existen diferentes moduladores que ayudan a que la gestacion pueda darse de manera correcta,
entre estos moduladores encontramos a las hormonas como GnRH, LH, FSH y los
neurotransmisores (Licheri et al., 2015; Conti, 1978).

Para este estudio uno de nuestros érganos de interés fue el ovario, en donde se evaluo el
efecto que tuvo la administracion de capsaicina 1nM y AMG9810 1nM en el desarrollo folicular
de las ratas, asi como el cambio morfométrico en los ovarios.

El otro 6rgano de estudio fue el Utero, en este trabajo se muestran algunos de los cambios
morfométricos que se presento en ratas Wistar posparto.

En los siguientes parrafos hablaremos del efecto que tuvo la administracion de
capsaicina 1 nM y AMG9810 1 nM en el ovario y Utero.

7.1 El efecto de la administracion de capsaicina 1 nM y AMG9810 1 nM en el desarrollo
folicular posparto de la rata Wistar
De manera natural el desarrollo folicular es promovido por el sistema nervioso central a
través de la GnRH que, a su vez, esta regulado por las hormonas esteroideas, citocinas y factores
de crecimiento como el NGF, NGF al unirse al receptor TrkA activa promotores como P1y P2
del receptor TRV1 (Adhikari, & Liu, 2009).
Diferentes estudios han demostrado que la capsaicina puede estimular la liberacion de
varios neuropéptidos como la sustancia P, CGRP y el péptido intestinal, mientras que AMG9810
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puede bloguear la activacion del receptor TRPV1 y sus ligandos endégenos naturales (Gller &
Zik, 2018; Gavva et al.,2004). Gracias a los estudios de Guler y Gavva nos permitio saber si la
administracion con capsaicina 1 nM y AMG9810 1 nM ayudaba modular el desarrollo folicular
de las ratas prefiadas.

En este trabajo encontramos en primera instancia que no hubo diferencias significativas
en el conteo de foliculos preantrales sanos, pero si las hay en el conteo de los foliculos antrales
sanos, el andlisis estadistico muestra una disminucion de los foliculos antrales sanos en el grupo
administrado con capsaicina. El desarrollo de estos foliculos esta relacionado con algunos
factores de crecimiento y su receptor de alta afinidad que es TrkA presente en las fibras
sensoriales del ovario que tienen la funcién de ayudar a la proliferacion y sintesis de receptores
de FSH en las células de la granulosa. En este caso la administracion de capsaicina 1 nM no
modificé el desarrollo de los foliculos preantrales sanos, algunos estudios han demostrado que
al administrar capsaicina a dosis bajas (0.5 mg/kg, 1nM) estimula la sobrevivencia y la
proliferacion celular (Stock et al., 2014, Alatriste et al., 2013), y una concentracién mayor (1
M) inhibe el crecimiento de las células cancerigenas (Caprodossi et al, 2011). En cuanto al
grupo administrado con AMG9810 1 nM no hubo diferencias significativas con respecto al
grupo control, esto es similar a otros estudios realizados en el laboratorio por Cano et al., 2016,
en donde demuestra que la administracion de AMG9810 1 nM no afecta el desarrollo de los
foliculos pre antrales sanos. De igual manera, en el trabajo de Alatriste et al., 2013 mostré que
la administracion de AMG9810 1 nM en cobayas no modifica el nimero de foliculos antrales
sanos.

Los foliculos pre antrales atrésicos son foliculos maduros en donde las células de la teca
tienen receptores a la LH y producen androgenos, el aumento de los andrdégenos provoca
sensibilidad de las células de la granulosa. Las células de la granulosa sufren un proceso de
apoptosis cuando los andrégenos no pueden transformarse en estrogeno (Adhikari & Liu, 2009).

En este trabajo el analisis estadistico mostré que en el desarrollo de foliculos antrales
atrésicos no hay diferencias significativas entre cada uno de los grupos, sin embargo, en el
gréfico muestra una tendencia a disminuir, estos resultados podemos comprobarlos con los
resultados de Alatriste et al., 2014 donde menciona que a una administracion de capsaicina 1
nMy AMG9810 1 nM la atresia folicular disminuye. La administraciéon con AMG9810 1 nM
podria estar blogueando los receptores TRPV1 mientras que la administracidn con capsaicina 1
nM dependeria de la dosis esto es de acuerdo con lo que se ha reportado por estudios en el
laboratorio por Alatriste et al., 2014. EIl receptor TRPV1 de manera natural tiene ligandos
enddgenos, entre ellos es la anandamida (AEA) que esta presente en los ovarios (Toth et al 2009;
Vetter et al., 2008), La AEA a través del receptor TRPV1 estaria regulando de cierta forma la
atresia de los foliculos produciendo un aumento de Ca*? intracelular que activa a PKC-PKA y
también al factor de transcripcion NF-kB y TrkA estimulando a Pl y P2 estimulando la
proliferacion de las células (Garrido et al., 2020; Vetter et al., 2008)

En cuanto al cuerpo luteo, su funcion principal es la produccién de progesterona para el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez. En este trabajo no hay diferencias significativas
al comparar el grupo capsaicina 1 nM y AMG9810 1 nM con respecto al grupo vehiculo, sin
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embargo, si hay diferencias significativas al comparar el grupo control con respecto a capsaicina
como se observa en la figura 21. La administracion con capsaicina estaria de cierta forma
estimulando a los receptores TRPV1 de tal forma que los niveles de progesterona y estrégenos
podrian verse en aumento y asi ayudar a que el grosor del endometrio se viera en aumento.
(Bravo et al., 2021; Gutiérrez & Gutiérrez ,2019). En el caso de AMG9810 1 nM a pesar de que
gréficamente se ve un aumento en el conteo de cuerpo l(teo, este aumento no provocd un
engrosamiento del endometrio.

Un aspecto importante del trabajo fue investigar si hay cambios en el desarrollo folicular
al bloquear el canal TRPV1. Como resultado de esto, se obtuvo que la atresia se ve disminuida
al administrar capsaicina 1 nM, parte de estos resultados guarda relaciéon con los estudios
realizados en el laboratorio de Neuroendocrinologia (Alatriste et al., 2013, Mora 2015), en
donde se muestra que en cobayas a una administracion de capsaicina a 1uM puede favorecer la
atresia de los foliculos provocando la disminucion de la proliferacion celular ovérica, la
administracion de capsaicina a una concentracion de 1 y 10 nM hay una baja estimulacion del
desarrollo folicular ovarico por lo tanto disminuye la atresia folicular.

7.2 Efecto de la administracion de capsaicina 1 nM y AMG9810 1 nM en el Gtero

posparto de la rata Wistar

Nuestro otro érgano de interés fue el Utero debido a qué aqui es donde se lleva a cabo la
implantacion y posteriormente el desarrollo del embrién. La capa mas superficial del Utero es el
perimetrio. En este estudio encontramos que hay una disminucion de esta capa celular en el
grupo capsaicina 1 nM respecto al grupo vehiculo (figura 22). Esto puede deberse a que en el
perimetrio encontramos fibras nerviosas que provienen del plexo hipogastrico superior, las
fibras sensoriales del Utero pasan a través de los nervios simpaticos y va desde la S2-S4 (Sosa-
Stanley & Bhimji, 2011). Al hacer una administracién sostenida y después del parto pudo haber
inducido la desensibilizacion de las fibras sensoriales y una disminucion de la capa serosa del
perimetrio.

En cuanto al grupo administrado con AMG9810 1 nM no hay diferencias significativas con
respecto al grupo vehiculo, por lo tanto, el antagonista podria no estar teniendo algin efecto
sobre esta capa, y no estaria afectando a las fibras nerviosas del perimetrio.

El miometrio es la siguiente capa celular que encontramos en el Utero, y se trata de una
capa circular interna gruesa y otra longitudinal. Una de las funciones del miometrio durante el
embarazo, es que esta se extiende y se expande para facilitar el crecimiento del individuo (Owen
& Heitmann 2021). En el presente trabajo, los resultados de muestran que hay diferencias
significativas en todos los grupos. Al comparar el grupo administrado con capsaicina con
respecto al grupo vehiculo y AMG9810 encontramos que hay una disminucion del miometrio.

La disminucion del miometrio estd relacionada con el nimero y tamafio de fibras
musculares ademas guarda una estrecha relacién con las concentraciones de estrogenos; esta
concentracion de estrégenos aumenta durante el embarazo y ayuda al mantenimiento del
individuo (Valsecia, 2000). Los estrogenos ejercen una accion trofica sobre el miometrio,
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aumentando la motilidad y contractilidad del Gtero asociadas con el trabajo de parto, por lo tanto,
no podemos inferir del todo que la accidn de la concentracion de los estrégenos provocaria la
disminucion de esta capa y las fibras musculares (Valdez & Garcia 2017; Condon et al., 2020).

El miometrio también estd inervado por nervios simpaticos, parasimpaticos y
sensoriales. Estos nervios sensoriales contienen fibras del tipo C y Ad que se comunican
mediante neurotransmisores como CGRP, neuroquinina A y SP (Benarroch, 2015). La
administracion con capsaicina 1 nMy AMG9810 1 nM provocaria una disminucion de las fibras
nerviosas sensoriales, en estas fibras se expresan algunos neuropéptidos como la SP y CGRP;
la disminucion del miometrio podria ser porque capsaicina estaria no sélo compitiendo con la
concentracion de estrégenos sino también con los receptores de CGRP y SP ya que estos
neuropéptidos ayudan a la homeostasis del utero. (Klukovits et al., 2004; Sanchez, 2016). En el
caso del grupo control graficamente se logra observar (Figura 23) que hay una disminucion del
grosor con respecto al grupo vehiculo; podria ser que en el grupo control el grosor de la capa
uterina se esté presentando de manera normal, sin embargo, este grupo no se manipuld para
realizar administraciones, la disminucion del grosor del miometrio pudo haberse provocado por
el estrés al realizar las citologias vaginales

Finalmente encontramos al endometrio como Ultima capa uterina. Esta capa es
importante ya que una de las funciones principales del endometrio es permitir que el embrién
se implante de manera correcta y pueda ocurrir el embarazo. En este trabajo, la administracion
con capsaicina 1 nM (Figura 24) mostré que al comparar el grupo vehiculo y grupo control
podemos observar que hay un aumento en el grosor de esta capa cuando se administra capsaicina
1 nM. Por otra parte, el grupo administrado con AMG9810 1 nM se puede observar que hay una
disminucion del endometrio. Estos datos podemos relacionarlo con el tiempo en se prefian las
ratas; anteriormente vimos que el tiempo en el que se prefian las ratas se ve disminuido cuando
se administra capsaicina 1 nM, la administracion con capsaicina 1 nM estaria de cierta forma
promoviendo la activaciéon de los receptores TRPV1 (Szallasi & Blumberg, 1999),
incrementando asi el calcio intracelular y provocando un incremento del flujo sanguineo
(Szallasi & Blumberg, 1999),a su vez estaria promoviendo de cierta forma la transcripcion de
genes involucrados en procesos de diferenciacion y proliferacion celular (Jara-Oseguera et al.,
2008; Taylor et al., 2009).

Otra de las razones por la cual el endometrio pudo haberse engrosado es por el aumento
de la produccion de estrogenos, durante la gestacion estos aumentan y ayudan a una mayor
proliferacion de las células endometriales, incrementa su vascularizacion y las glandulas
endometriales puedan hipertrofiarse (Sanchez et al., 2007, Valsecia, 2000; Valdez & Garcia
2017). Los estrogenos también pueden ayudar a regular el transporte de Ca*? en los receptores
TRPV1, el 17p-estradiol aumenta la expresion de TRPV1 en las neuronas aferentes del cuello
uterino, asi como en neuronas de la raiz dorsal. En el caso de AMG9810 se observa que hay una
disminucion de la capa con respecto al grupo administrado con capsaicina 1 nM, esto tiene
relacién con el tiempo en que se prefia ya que cuando se administra AMG9810 1 nM aumenta
el tiempo en que se prefian las ratas. En el Gtero, el bloqueo de los canales de calcio puede
retrasar el tiempo de prefiez 0 que la implantacién no sea correcta, tal es el caso del grupo
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administrado con AMG9810 1 nM, ya que al ser un antagonista del receptor TRPV1 bloqueando
la activacion del receptor y la liberacion de los péptidos como el gen de la calcitonina, Sustancia
Py de cierta forma retrasa el tiempo en el que se prefian las ratas (Traurig et al 1984; Mowa et
al., 2004; Tingaker et al., 2010,).

La Gltima capa del Gtero contiene el epitelio ciliar, el epitelio esta regulado por hormonas
esteroideas ovaricas que permiten el engrosamiento del epitelio (Tache et al., 1969; Simon,
2009). En este trabajo el epitelio ciliar (Figura 25), nos dice que el grupo administrado con
AMG9810 1 nM al compararla con el grupo vehiculo hay un aumento del epitelio ciliado. En el
caso del grupo vehiculo y capsaicina 1 nM no hay diferencias significativas entre ambos grupos.,
sin embargo, al comparar el grupo control con capsaicina encontramos que hay una disminucion
del epitelio ciliar. La ausencia de las microvellosidades provoca una disminucion de la corriente
de fluidos en el utero y por lo tanto no ayudaria a la motilidad del espermatozoide ni a la
implantacion del 6vulo cuando este es fecundado. En el posparto ocurre un descenso de las
hormonas que permiten el engrosamiento del epitelio ciliar (Simén, 2009).

Por otra parte, se realizo el conteo de las glandulas endometriales (Figura 27), a pesar
de que el analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre cada grupo, estas se
presentan después de la ovulacidn, aumentan de tamafio, secretan moco y sustancias ricas en
glucogeno, tienen la funcion de la produccion, secrecion de hormonas y moléculas tales como
los estrogenos, progesterona y glicolina que ayudan a la nutricion e implantacion del blastocito
(Sim6n,2009). En roedores durante la gestacion, las glandulas endometriales aumentan durante
los primeros dias de la prefiez y de igual manera proporcionan los nutrientes para el embrién,
posterior a los 14 dias estas comienzan a decrecer. (Rojas M, 2008). Una disminucién de las
glandulas uterinas puede provocar un defecto en la implantacién del 6vulo (Filant, 2014;
Cooke,2013). Las glandulas uterinas guardan relacion con el 173- estradiol y esta a su vez esta
relacionada con el receptor TRPV1, ya que tiene sitios de union a receptores de estrogenos que
son inducidos por promotores de genes, cuya expresion puede estar regulada por el ciclo estral
(Kumar et al.,2018; Ramirez et al, 2020).

Finalmente tenemos que el porcentaje de coldgeno aumenta cuando se administra el
antagonista AMG9810 1 nM con respecto al grupo vehiculo, (Figura 29) el colageno en primera
instancia se encuentra en el tejido conectivo y se encarga de dar sostén a los tejidos, contiene
una matriz extracelular que contiene glicoproteinas adhesivas que se organizan para formar una
red de fibras, lo cual le confieren la funcion de dar soporte al tejido (Serrano, 2022).

En el caso del grupo administrado con AMG9810 1 nM podria estar de cierta forma
estimulando al receptor TRPV1 y provocando un aumento en la produccién de colageno en el
utero que tiene relacion con la pérdida de funcionalidad del tejido, como el estiramiento y
compactacion del Gtero durante la gestacion y en el caso de la implantacion el aumento de
colageno podria provocar que la implantacion no se de manera correcta. (Aguado, 2002, Ramos,
2017).
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8 CONCLUSIONES
En el presente trabajo se concluyen los siguientes puntos:

Al evaluar el efecto de la administracion subcutanea de capsaicina 1 nM y AMG9810 1 nM sobre
la fertilizacion de las ratas Wistar, el tiempo en que se prefian las ratas es menor cuando se administra
capsaicina 1 nM que cuando se administra el antagonista AMG9810 1 nM, estos resultados nos ayudan
a justificar que capsaicina 1 nM modula la prefiez.

La administracién con capsaicina disminuye los foliculos antrales sanos y aumenta el nimero de
cuerpos luteos, mientras que al administrar AMG9810 1 nM no afecta el desarrollo de los foliculos.

La administracion con capsaicina 1 nM disminuyad el grosor del perimetrio y miometrio del Gtero,
mientras que en el endometrio aumentd y hay un mayor engrosamiento de esta capa. A diferencia de
capsaicina 1 nM, la administraciéon de AMG9810 1 nM no modifica el grosor del perimetrio, pero si
disminuye el grosor del miometrio y endometrio.

La administracién con AMG9810 1 nM aument6 el colageno en el Gtero a diferencia de la
administracion con capsaicina a 1 nM donde no se encontraron diferencias significativas.

Finalmente podemos concluir que la administracion de capsaicina 1 nM y AMG9810 1 nM

podrian estar modulando la prefiez y la gestacion, sin embargo, se necesitarian de mas estudios para
poder confirmar como estos estarian participando de manera directa en estos procesos fisiologicos.
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ANEXOS

Tincion Hematoxilina-Eosina

1. Desparafinar e hidratar hasta llegar al agua destilada

Xilol 1 e e 10 min
Xilol 2 e R PR PR 3 min
Alcohol-Xilol 1 min
Alcohol-Absoluto------------------ 1 min
Alcohol Absoluto 1 min
Alcohol 96% 1 min
Alcohol 96% -1min
2. Hematoxilina 4 min
3. Agua corriente 5 lavados
4. Alcohol acido 5 lavados
5. Carbonato de litio----------------- 10 lavados
6. Agua destilada 5 lavados
7. [EO0sina-------=--=======m=mmemmee - 3 min
8. Agua destilada 5 lavados
9. Alcohol 96% --1 min
10. Alcohol 96% --1 min
11. Alcohol Absoluto 1 min
12. Alcohol Absoluto--------------------- 1 min
13. Alcohol-Xilol --1 min
14. Xilol 10 min
15. Xilol 3 min
16. Montar con medio resinoso

Tincion Tricromica de Masson
1. Desparafinar e hidratar hasta llegar el agua destilada

agkrwn

Xilol 1-----==—mmm e 10 min
Xilol 2--==-em e 3 min
Alcohol-Xilol 1 min
Alcohol-Absoluto------------------ 1 min

Alcohol Absoluto 1 min
Alcohol 96% 1 min
Alcohol 96% Imin

Tratar con la solucién de Bouin por 1 ha 56° C
Dejar enfriar durante 10 min

Agua corriente
Agua destilada

----5 lavados
----5 lavados
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Hematoxilina de Hierro de Weigert------ 10 min

Agua corriente -5 lavados

Agua destilada ---5 lavados

Fucsina &cida-escarlata de Biebrich------ 15 min
. Agua destilada --10 lavados
. Acido fosfotiingtico-fosfomolibdico------- 18 min
. Verde brillante--------------=-=-omemcmeeme e 1 min
. Agua destilada ---5 lavados
. Acido fosfotlingstico 5% 20 min
. Alcohol 96 2 min
. Alcohol 96 2 min
. Alcohol Absoluto--------------=---==mcmmemuv 2 min
. Alcohol Aboluto ----2 min
. Xilol 2 3 min
. Xilol 1 3 min

. Montar con medio resinoso.
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