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ABREVIATURAS
ADN: acido desoxirribonucleico

AEA: anandamida

AMG9810: antagonista selectivo y especifico del receptor TRPV 1
ATP: adesnosin trifosfato

BCTC: antagonistadel receptor TRPV1

BDNF: factor nerviosos derivado del cerebro

CaMKII: calcio calmodulina quinasa

CGPR: péptido relacionado con el gen de lacalcitonina
CGPRYr: receptor del péptido relacionado con el gen de lacalcitonina
CN: calcineurina

DGR: ganglio delaraiz dorsal

E2: estradiol

EAA: aminoé&cidos excitadores

EGF: factor de crecimiento epidérmico

FAA: foliculo antral atrésico

FAAH: enzimaamida hidrolasa de los &cidos grasos
FAS: foliculo antral sano

FPA: foliculo preantral atrésico

FPS: foliculo preantral sano

FSH: hormona estimul ante de los foliculos

GABA: &cido-y-amino butirico

GDNF: factor nervioso derivado delaglia

GnRH: hormona liberadora de | as gonadotropinas
HHG: gje hipotd amo-hipofisis-gbnadas

LH: hormona leteinizante

NA: noradrenalina

NADA: N-araquidonil-dopamina

NGF: factor de crecimiento nervioso

NKTr: receptor a neuroquinina

NT3: neurotrofina 3



NT4-5: neurotrofina 4/5

NTs: neurotrofinas

OLDA: oleildopamina

OP: plexo ovérico

P10: postnatal diez

P57: receptor de factor de crecimiento nervioso de baja afinidad
PAV': primera aperturavagina

PBS: buffer de fosfatos

PI3K: fosfatidilinositol-3-quinasa

PIP2: fosfatidilinositol bifosfato

PKA: proteina quinasa A

PKC: proteinaquinasaC

PLC: proteinafosfolipasa C

RTX: toxinaresinifera

SON: nervio ovarico superior

SP: sustancia P

Src: proteina quinasa

SSI: solucién salinaisotonica

TrKA: receptor de factor de crecimiento nervioso de alta afinidad
TRPV1: receptor avaniloides de potencia transitorio tipo 1

VIP: péptido intestinal vasoactivo



Resumen

Las células de lateca de los folicul os ovéricos expresan receptores TRPV1y
al administrar 1 0 10nM de capsaicina in situ los foliculos atrésicos disminuyeron,
mientras que con 1uM aument6 e numero de ellos. En esta tesis mostramos que
cuando administramos en la bolsa ovérica 1nM, 10nM o 1uM de AMG9810, un
antagonista de los receptores TRPV 1, el nimero de foliculos atrésicos disminuyo y
la edad de la primera apertura vaginal no se modificd, ademés con 1 nM de
AMG9810, € numero de células TRPV 1-positvas aumento en los foliculos sanos y
no cambio con 10nM o 1uM del mismo antagonista. Estos resultados sugieren que el
AMG9819 protege delaatresiafolicular y que los receptores TRPV 1 son reguladores
locales que modulan € desarrollo de los foliculos ovaricos, pero no la edad para

iniciar la pubertad de las cobayas.



1. INTRODUCCION

La reproduccién es un proceso fisiol6gico fundamental para mantener y propagar las
especies y es regulado por sefia es neuroendocrinas del sistema hipotélamo-hipéfisis-gbnadas
(HHG) (Maffucci et al., 2009, Pinilla et al., 2012). La funcion de este sistema se basa en la
interaccion dinamica de los tres principal es grupos de sefiales que surgen del; el hipotdamo,
donde un grupo de neuronas dispersas sintetizan y liberan la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH); la hipdfisis anterior donde se encuentran las neuronas que secretan
las gonadotropinas; hormona leutinizante (LH) y hormona estimulante de los folicul os (FSH)
y las génadas, que generan los ovocitos y secretan las hormonas esteroides y |as hormonas
peptidicas. El hipotdlamo y lahipdfisis se comunican por los nerviosy lahormonas que vigjan
por los vasos portales, donde la GnRH estimula |a secrecion de gonadotropinas y estos, a su
vez, promueven la maduracion y la funcidn de las gonadas (Maffucci et al., 2009; Pinilla et
al., 2012).

1.1 La pubertad en los mamiferos

Con la pubertad inicia la capacidad reproductiva de los individuos. Es un periodo de
lavida en € que se caracteriza por aumento gradua de la frecuencia'y de la amplitud de la
secrecion de la GnRH, hormona que regula la sintesis y la secrecion de la FSH y LH que
estimulan la produccion de estradiol, progesterona, activina e inhibina para e desarrollo de
los foliculos ovaricos. La sintesis y la secrecion de estas hormonas también se regula por €l
sistema nervioso simpatico, parasimpético y sensorial que se unen alos ovarios, 1o hacen a
través de diferentes neurotransmisores como la noradrenalina, la acetilcolina, la dopaminay
de péptidos como sustancia P (SP) y & péptido relacionado con e gen de la calcitonina
(CGRP) (Lunay Martinez, 2005). En los mamiferos, |os ciclos reproductivos son controlados
por unainteraccion compleja de hormonas y neurotransmisores a diferentes niveles del HHG
(Figural) (Ojeda, 2000).

El hipotdlamo es la region cerebral clave en la regulacion de la pubertad, contiene
neuronas que liberan la GnRH a sistema portal, donde se transporta hacia la glandula
pituitaria anterior localizada en la parte media'y basal del cerebro. En la pituitaria, la GnRH
Se une a sus receptores en las neuronas encargadas de liberar a las gonadotropinas, estas

hormonas se liberan a la sangre y llegan a sus receptores en las células de las génadas.



(Maffucci et al., 2009). LaLH y laFSH son hormonas funcional mente complementarias para
la ovulacion; en los ovarios, la FSH estimula e desarrollo de los foliculos a estimular la
division celular y la esteroidogénesis, pero también favorece el aumento en € nimero de
receptores a LH haciendo sinergia con FSH para mantener e crecimiento de losfoliculos. En
lafasefinal del ciclo ovarico, lasecrecion de LH aumentay es responsable de laovulacion y
la luteinizacién de las células de los cuerpos luteos (Paermo, 2007). El ge hipotaamo-
hipéfisis-ovarios, es un sistema regulados por diversos neurotransmisores que coordinan los
procesos de secrecion de las gonadotropinas y la produccion de ovocitos. En € hipotalamo, €l
glutamato y € GABA son los principales neurotransmisores excitadores e inhibidores
respectivamente que regulan a las neuronas GnRHérgicas e intervienen en el desarrollo y
manteni miento de la funcidn reproductiva de los animales adultos (Figura 1) (Maffucci et al.,
2009).
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Figura 1. Esquema de la regulacion neuroendocrina del g e hipotélamo-hipdéfisis-ovarios. La
secrecion de GnRH del hipotalamo aumenta de forma pulsatil, llega a la hipdfisis por la
circulacién sanguinea donde se estimula la liberacion de LH y FSH, estas viajan hasta los
ovarios provocando la secrecion de esteroides y péptidos que intervienen en e desarrollo
folicular, einiciar la pubertad. Factores externos como la alimentacion también influyen en
el inicio dela pubertad (+)= regulacién positiva, (-)=regulacion negativa. (Ojeda, 2000).



1.2 Factores metabdlicos que regulan la reproduccion de los mamiferos

Se ha establecido que € estado metabdlico del cuerpo esta ligado a la reproduccion, una
funcién que demanda gran cantidad de energia. En €l periodo puberal, | as reservas metabdlicas
del cuerpo gercen fuerte influencia para que los animales acancen la pubertad, siendo €l
hipotalamo, €l centro cerebral pararegular laalimentaci on pero también lareproduccion. Cabe
sefidar que en los humanos, €l estrés metabdlico y las condiciones de desequilibro energético
como la anorexia y la obesidad alteran los procesos de pubertad y la reproduccion de los
individuos (Wahab et al., 2015; Di Yorio €l al., 2008). La leptina es una hormona peptidica
producida en € sistema nervioso central pero también en los adipocitos, los ovarios y la
placenta. La secrecién de leptina tiene un ritmo circadiano asociado con la ingesta de
alimentos, en humanos con habitos diurnos aumenta a lo largo del dia, mientras que en
animales nocturnos como los roedores disminuye (Gonzéles et al., 2013). La produccién y
secrecion de la leptina se relacionan con la masa grasa corpora y son afectados por |os
cambios en & consumo de alimentos. En varias especies como |os humanos, |os roedores y
las vacas, la leptina circulante aumenta durante € desarrollo puberal y juega un papel
importante en €l estado nutricional y facilitae inicio de la pubertad (Zieba et al., 2005). Sin
embargo, en los ovarios, € tratamiento agudo con leptina inhibe la ovulacion, pero e
tratamiento crénico a bajas dosis mejora la ovulacién en ratas (Di Yorio € al., 2008), se ha
reportado que la leptina aumenta la liberacion de GnRH en la hipdéfisis contribuyendo asi a
inicio de la pubertad. En los ultimos 50 afios, en los humanos, la edad en la que inicia la
pubertad ha disminuido aungque no se ha alcanzado la regularidad del ciclo ovarico. Una
interpretacion hasido que laregularidad del ciclo ovérico depende delanutricion y del estado
metabdlico de las mujeres y se ha asociado ala obesidad y alos niveles de leptina alterados

que se presentan en € tejido adiposo (Cortés et al., 2015).

1.3 Localizacion y estructura de los ovarios
En las cobayas, los ovarios tienen forma ovalada y superficie lisa, se encuentran en la

cavidad pélvica de la zona lumbar y estan unidos por € mesovario a la cavidad peritoneal.
Los nervios y los vasos sanguineos ingresan a ovario por € ilio, que es la zona central del
polo anterior. Los ovarios tienen dos regiones; la corteza y la médula, en la superficie de la
corteza hay células cubicas del epitelio germinal y cercanas a ellas estén los foliculos

primordiales (Palmaet al., 2012) y los foliculos en diferente estado de desarrollo. El nimero
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y €l tamafio de ellos dependen de laedad del individuo y del ciclo reproductivo. Por otro lado,
la medula ovérica es la region central de la glandula, contiene células intersticiadles y
abundante tejido conectivo, ademés se encuentran las arterias, venas'y fibras nerviosas (Luna
y Martinez, 2005).

1.4 Desarrollo folicular

En los mamiferos, |os ovarios de las hembras al nacimiento tienen un nimero de foliculos
primordiales que caracteriza a cada especie. Asi en ratas, las oveas y las mujeres tienen
alrededor de 20000, 160000, y 1000000 folicul os primordial es respectivamente, sin embargo,
sb6lo un nimero limitado de €ellos se desarrollara hasta la fase preovulatoria y la mayoria de
ellos (99%) degenerara por atresia (Figura 2) (Jin et al., 2003).

Ovocito apoptotico
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Figura 2. Esquema de los estadios del desarrollo folicular. En las mujeres, delos 7 millones
de ovocitos que se producen en la etapa fetal, |la mayoria muere por apoptosis antes del
nacimiento. Al nacer, solo quedan de uno a dos millones de ovocitos y durante la pubertad
solo hay alrededor de 300000, de los cuales solo ovularan 400 a 500, el resto mueren por
atresia (Tomado y modificado de Jin et al., 2003).



El desarrollo de los foliculos requiere de eventos coordinados que inducen cambios
morfologicos y funcionales que incluyen diferenciacion de las células de la teca, de la
granulosay desarrollo del ovocito (Palmaet al., 2012). Durante el desarrollo folicular aumenta
ladivision delas célulasfolicul ares. Especificamente, latransformacion del foliculo preantral
a foliculo antral depende de las gonadotropinas, en ellos hay crecimiento del foliculo pero
también hay degeneracion por atresia (Palmaet al., 2012). La atresiafolicular se presenta por
la muerte del ovocito o por muerte de las células de la granulosa (Figura 4). Hay atresia tipo
A cuando degenera el ovocito y atresiadetipo B cuando degeneran las células delagranulosa
(Lunay Martinez, 2005; Wang et al., 2010). En las etapas iniciales de desarrollo folicular
suceden lentamente y sin atresia. En contraste, en la etapa antral, € crecimiento folicular es
rapido y los folicul os son seleccionados para continuar su desarrollo y ovular o degenerar por
atresia. Cabe precisar que la mayoria de los folicul os se convierten en atrésicos y solo pocos
de ellos son seleccionados y llegan a ser dominantes (Jin et al., 2003). Los foliculos
primordiales son los menos desarrollados, contienen las células germinaes para todo €
periodo de reproduccién de las hembras, estédn formados por € ovocito y una capa de células
planas (Sanchez et al., 2012; Luna y Martinez, 2015). Al nacimiento, € nimero de los
foliculos primordiales es alto, sin embargo, posteriormente decrecen hasta desaparecer en la
edad senil. A partir de los foliculos primordiales se desarrollan los foliculos primarios en
donde las células aplanadas se transforman a células cubicas (Sanchez et al., 2012), este
cambio morfol égico contribuye a que € foliculo aumente de tamarfio y cambie su forma, esta
etapadel desarrollo esindependiente delaFSH (Sanchez et al., 2012; Lunay Martinez, 2005).
Posteriormente, los foliculos se desarrollan a secundarios, las células de la granulosa
proliferan y el ovocito completa su crecimiento. En esta etapa aparecen las células de lateca
que posteriormente se diferencian en células de la teca interna y teca externa. Los foliculos
secundarios se convierten en terciarios cuando aparece el antro, es un espacio entrelas células
de la granulosa que esta lleno de liquido folicular (Luna y Martinez, 2005), los foliculos
antrales expresan receptores de FSH y LH y su desarrollo responde de la accion de ellas
(Figura 3) (Sanchez et al., 2012).
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Figura 3. Etapasdel desarrollofolicular en los ovarios delos mamiferos. Fase independiente
y fase dependiente de las gonadotropinas (FSH y LH).

1.5 Atresiafolicular
Lamuerte celular por apoptosis es un evento vital en el desarrollo embrionario de diversas

especiesy esesencia en laconservacion y en lahomeostasis de los sistemas vivos. En tejidos
con capacidad de proliferacién limitada como el sistemanervioso, e corazén y losrifiones, la
muerte celular por apoptosis es de baga frecuencia. En contraste, es amplia en e sistema
hematopoyético, en € epitelio intestinal y en las gonadas. Especificamente, en € ovario, la
apoptosis folicular ocurre continuamente durante todo el periodo de reproduccion (Pérez et
al., 2004; Parborell et al., 2008; Rosales et al., 2008).

Laatresiafolicular, es un proceso por € cual los foliculos se degeneran y mueren en una
forma genéticamente programada, |lamada apoptosis. El desarrollo y la atresia folicular son
regulados por sefides de supervivencia 'y de muerte celular que, en los sistemas sanos estan
en equilibrio, incluyen reguladores extra-ovaricos (neuroendocrinos) como FSHy laLH y a
regul adores intra-ovaricos (paracrinos) como € estradiol, |la progesterona, citoquinas, factores
de crecimiento y proteinas pro-apoptoticas y anti-apoptéticas. Otros receptores que participan
en el mismo proceso son los receptores TRPV1 (Alatriste et al., 2013). El estado sano o



atrésico del foliculo depende del equilibrio entre los factores que promueven ladiferenciacion,
laproliferaciény el crecimiento delas célulasy los que inducen apoptosis (Pérez et al., 2004;
Parborell et al., 2008; Rosales et al., 2008). En humanos se calcula que e 99.9% de los
foliculos sufren de atresia durante e funcionamiento regular de los ovarios, evolutivamente
puede ser una ventaja, dado que solo se seleccionan aquellos folicul os que contienen ovocitos
viables (Parborell et al., 2008). La comunicacion paracrina entre células de latecay de la
granulosa es de suma importancia debido que se encargan del control de la esteroidogénesis,
las células de la teca proporcionan |os androgenos que son |os sustratos para la aromatizacion
y laproduccion de estradiol por células delagranulosa (Ojeda, 2000). Inicialmente, el proceso
de apoptosis afectaalas células de la granulosa, por |o cual yano hay produccion de estradiol
y posteriormente alas células de lateca, sin embargo estas aun producen progesterona, para
el mantenimiento de la funcion del tejido ovérico. En la muerte celular por apoptosis hay
disminucion del tamafio de las células, condensacion de la cromatina y fragmentacion del
ADN (Jin et al., 2003). Diversos estudios sugieren gue las hormonas (FSH) y los factores de
crecimiento (NGF) contribuyen a la proliferacion celular, aumentan la sobrevivencia y
disminuyen la apoptosis. Se ha demostrado que los receptores TRPV1 aumentan la
comunicacion paracrina delas células del ovario y se hapropuesto que aumentan el desarrollo
delosfoliculos (Alatriste et al., 2013).
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Figura 4. Foliculos atrésicos en ovarios de cobaya. Atresia tipo A, apoptosis del ovocito (A,
C), atresia tipo B, apoptosis de las cdlulas de la granulosa (B, D. A=antro, G=céulas de la
granulosa, T= células de la teca, O= ovocito, ZP= zona peltcida. (Wang et al., 2010).



1.6 Papel delas neurotréfinas en el desarrollo de las células ovaricas

Entre los factores para la supervivencia de los foliculos se encuentran las hormonas
hipotalamicas (FSH, LH) y hormonas ovaricas (estradiol) siendo para los foliculos antrales,
los factores de supervivencia méas importantes. Por 1o que la atresia de los foliculos ocurre
cuando la produccion de estradiol disminuye, lo cual precede ala muerte de las cdlulas de la
granulosa por apoptosis (Jin et al., 2003). En ovarios de rata, tratados con € factor de
crecimiento nervioso (NGF) disminuye la apoptosis y aumenta la respuesta ala FSH, siendo
un factor de supervivenciaen losfoliculos antrales en desarrollo (Streiter, et al., 2015). Otras
neurotrofinas que participan en e desarrollo de los foliculos son la neurotrofina3 (NT3) y la
neurotréfina 4/5 (NT4/5), el factor neuronal derivado del cerebro (BDNF), el factor neuronal
derivado de la glia (GDNF) y e péptido intestina vasoactivo (VIP). Cada uno de ellos tiene
un rol importante en e proceso normal y patolégico del ovario. Asi, las neurotrofinas
intervienen positivamente en las diferentes etapas de desarrollo de los foliculos y sus
receptores estan expresados en las diferentes células foliculares y en diferente proporcion,
participan en la ovulacion, la esteroidogénesis, la proliferacion y en la diferenciacion de las
células. En contraste, las neurotrofinas, también participan en patologias como; sindrome del
ovario poliquistico, de manera particular, e NGF a través de su receptor TrkA promueve la
proliferacion de células foliculares, se encuentra en las células de los foliculos preantrales y
en lamaduracion posterior de los foliculos; en folicul os antrales se encuentra principal mente
en células de la teca externa y no en la teca interna, ademas de las células intersticiales.

Ademas, el NGF estimulala secrecion de esteroides en los ovarios (Streiter et al., 2015).

1.7 Fibras nerviosas de los ovarios

El ovario de los mamiferos posee fibras nerviosas parasimpaticas, ssmpaticas y fibras
sensoriales, asi como neuronas intrinsecas. Las fibras simpaticas liberan predominantemente
noradrenalina NA y péptido intestinal vasoactivo VIP estimulando la ovulacién (Luna et al
2015), sin embargo otras son peptidérgicas y secretan SP y CGRP, sustancias que modulan €
tono vascular en los ovarios (Figura5). En e ovario, las fibras nerviosas censan estimulos y
los trasmiten ala medula espinal, también modulan el tono vascular, la esteroidogénesisy la
ovulacion (Alatriste et al., 2013). El desarrollo delosfoliculos es mediado por €l NGF através

de sus receptores de dtay baja afinidad, TrKA y p75 respectivamente, mientras que el factor



derivado del cerebro (BDNF) y factor derivado de la glia (GDNF) lo hacen a través de sus
propios receptores. La liberacion de las neurotréfinas de las terminales nerviosas aferentes
depende ddl calcio que proviene de los canales idnicos como € receptor de potencial
transitorio a vaniloide tipol (TRPV1) (Lunaet al., 2013). Cabe mencionar que la expresion
de los receptores TRPV1 aumenta por e NGF, lo hace a unirse a los receptores TrkA
estimulando la traslocacion de los receptores a la membrana plasmatica, y con €llo
aumentando la sensibilidad del sistema sensorial (Zhang et al., 2005).
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Figura 5. Esquema que ilustra los nervios sensoriales del ovario y su conexion con los
ganglios de laraiz dorsal y la médula espinal. Estas fibras liberan a la sustancia P (SP) y al
péptido relacionado con & gen de la calcitonina (CGRP).

1.8 Expresion tisular de los receptores TRPV1

La proteina TRPV1 pertenece a la super familia de receptores de potencial transitorio
(TRP). Es una proteina que tiene seis dominios transmembrana con un poro formado por los
segmentos transmembrana 5 y 6 (Figura 6). El poro es un cana de calcio que se expresa de
forma abundante en las fibras aferentes C y Ad (Szallasi et al., 2007, Wong y Gavva, 2008).
Lalista de los agentes enddgenos que activan a receptor TRPV 1 incluye; la Bradiquinina, €
NGF, la anandamida (AEA), e N-araguidonil-dopamina (NADA), la N-oleoildopamina, las

prostaglandinas y la adenosina. También se activa por calor con temperatura mayor a 43



grados Celsius y por agentes exdgenos como la capsaicina (Moraes-Lazaro et al., 2013;
Szdllas et al., 2007).
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ootfionammaneoco0ns .. -
OO0 Fr: B0E0.00 660800 e
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Figura 6. Modelo del receptor TRPV1 en la membrana celular. La proteina tiene seis
segmentos transmembranales con dominios N y C terminal en €l citoplasma, ademas se
muestran sus sitios de fosforilacion por quinasas (PKA, PKC, CaMKII, SRC) que pueden ser
activados indirectamente por losreceptores TrkA, GPR30, NGF y E2 y directamente por AEA
en el sitio de unién a vaniloides (Oseguera et al., 2008).

La funcion de los receptores TRPV 1 se ha estudiado en diversas situaciones como en la
inflamacion, en e dolor agudo, en € dolor crénico, en la artritis reumatoide y en la
hiperalgesia, entre otros. Inicialmente, laexpresion tisular del receptor TRPV 1 fue descritaen
las neuronas pequerias y medianas de los DGR, posteriormente en neuronas del hipotalamo,
del hipocampo y de la amigdalay después en células no neurales (Oseguera et al., 2008). Se
han localizado en la vejiga urinaria, la uretra, en los intestinos, también en e sistema
respiratorio y e sistema cardiovascular. En estos Organos se ha relacionado con la
inflamacion, € dolor, la secrecién de moco, tos y en la contraccion de los bronquios.
Recientemente la expresion de los receptores TRPV 1 también se ha relacionado con algunos
tipos de cancer (Osegueraet al., 2008; Morales-Lazaro et al., 2013).
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1.9 Transduccion de estimulos por los receptores TRPV1

El cana del receptor TRPV 1 se encuentra en equilibrio entre el estado abierto y cerrado.
En reposo, algunos aminoacidos del canal se encuentran en un estado fosforilado (Szallasi et
al., 2007; Toth et al., 2009) y los estimulos nociceptivos promueven el estado abierto del
canal. En contraste, los agentes antinociceptivo inducen el estado cerrado de los canales
TRPV1 (Figura 7). El fosfatidilinositol (4,5) hifosfato (PIP2), es €l ligando endégeno que
mantiene cerrado el canal del receptor TRPV 1, mientras que la desensibilizacion se activa por
el flujo de calcio a través del cana y activa varias vias de sefiaizacion intracelular. En €
espacio intracelular, la desensibilizacion de los receptores TRPV1 dependen de la
concentracion de PIP2, siendo un control inhibitorio que se facilita por la adenosina, en
contraste, el ATP activa esta via. La sensibilizacion del receptor TRPV1 aumenta por la
fosforilacion de algunos aminoéacidos que ocurre por la accion de las cinasas como la PKC,
PKA y CaMKII. Cabe sefidar que con la desfosforilacion hay un efecto antinociceptivo
(Szdlasi et al., 2007; Rosembuam et al., 2007)

PEA, PEC, CabEN
PROTEINA FOSFATASA 2B

BALA EFICANCIA /-lti’l EFMCANCTA

CALCINEURINA

TEMPERAURA

| O S A A A A A

PIP2

Activadores
Estimulos
nociceptivos

Inhibidores
Estimulos
antinociceptivos

Figura 7. Reguladores del receptor TRPV1. El receptor se encuentra en equilibrio entre el
estado cerrado o abierto. Los inhibidores, son estimulos antinociceptivos y mantienen al
canal en estado cerrado, mientras que los activadores se inducen por los estimulos
nociceptivos y 1o mantienen abierto (Rosembaum et al., 2007; Toth et al., 2009).
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Un ligando enddgeno que activa a los receptores TRPV1 es € NFG, lo hace através
del receptor de ata afinidad TrkA y del receptor de baja afinidad p75 lo cua inducen la
activacion por el PLC e hidrolisisde PI2P, alavez, € NGF activaaPKA y PKC y la cascada
de sefializacion mediada por CaMKII. Por otra parte, la via de sefializacion de PI3K también
activalaquinasa Src que fosforilaaaminoaciados del TRPV 1 e induce su translocacion en las
membranas de la cdlula (Rosembaum et al., 2007). De los ligandos enddgenos, la AEA es un
agonista completo de baja afinidad (Ross, et al, 2003; Téth et al., 2009).

1.10 Importancia farmacoldgica de los antagonistas del receptor TRPV1

En los dltimos 10 afios, € receptor TRPV1 ha sido uno de los mejores para probar y
obtener antagonistas y mejorar |0s procesos patol 6gicos en |os que participan. Los receptores
TRPV 1 juegan un papel clave en la sensacion térmicay en latraduccion del dolor. El ligando
enddgeno es laanandamida, pero también se activa por los protones en medio acido (pH=5.7)
y por las lipoxigenasas activando vias de sefializacién de proteinas acopladas a proteinas G
(Wong et al., 2009). Los receptores TRPV1 se han encontrado implicados en diferentes
patol ogias que cursan con dolor agudo y crénico, tal como la osteoartritis, dolor neuropatico,
migrafia, inflamacion de los intestinos y dolor por cancer de hueso, también se han implicado
en el dolor, termorregulacién, neurogénesisy proliferacion, entre otras funciones (Feng et al.,
2015). En estas patologias, los receptores TRPV1 han sido un blanco terapéutico para
tratamiento del dolor (Szalas et al., 2007; Gomtsyan, 2010). Se han usado agonistas
especificos como la capsaicinaaaltadosis que produce desensibilizacion y analgesia, mientras
el uso de antagonistas representa un nuevo enfogue terapéutico para € tratamiento del dolor
(Feng et al., 2015). Por lo tanto, €l uso de agonistas y antagonistas de |os receptores TRPV 1
resulta interesante para evaluar diversos procesos fisiologicos (Wong y Gavva, 2008). En la

figura 8 se muestra una lista de agonistas y antagonistas del receptor TRPV 1.

12



anandamida Referenca
Agonista enddgeno ECH0 0.7-5 Ross et al., 2003
kA
“ | Aceptor H P https:ffpubche .
| Donador H 2 =L hgR:
- tn'nnnung L2Z1%
5 ¥LozP3 54 22
= Capsalcna Referencla
: i
& « | Aponistaexdzeno FCSO 0.0 Vetter et al., 2011
y 4 1
T e ) | Aceptor H 3 hrtas/fouhchemanr
Ay ) )=
b ; A = bi.nim nin.zev/cem
¥y [ pound/L548943
A L | ¥LogP3 3.6
y . r:ﬂ - T
by _r" l.~
= = Pl
b i
ﬂ_.
. AMGIE10 Referencia
\ © Antzgcrista G50 25nM  Szzllasi et al, 2007
o M BN o Aceptor H 3 https://aubchem.n
: : ;
! ! SonsdocH 1 chi.nlm.nih.gov/co
¢ ) mpound,/6205024s
il XlLogP3 46  ection=lop
Capsazepina Referencia
7 Artaganista IC50 420nM Szallasi et el 2007
o ; Aceptor H 3 httpsy/pubchem.ne
" Donador H 3 y
W e N S ound/2732424%sectl
f ' 1 XLogPR3 3.9 on=Top

Figura 8. Agonista y antagonistas del receptor TRPV1
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111 ElI AMG9810, un antagonista de los receptores TRPV1

El AMG9810 [(E)-3-(4-t-butilfenil)-N-(2,3-dihidrobenzo [b] [1,4] dioxin-6-il) acrilamida]
(Figura 9). Es un antagonista potente (ICso 25 nM) de los receptoresTRPV1 con dta
selectividad y afinidad, es un antagonista competitivo de la capsaicina y bloquea todos los
modos conocidos de activacion de TRPV 1 incluyendo, los protones, €l calor y los ligando
enddégenos como la anandamida, en donde disminuye la liberacién del CGRP y bloquea la
corriente de calcio (Gharat, 2007; Li S, et al., 2011). En vivo, AMG9810 fue efectivo en
revertir la hiperalgesia en ratones y disminuir la inflamacion (Gavva et al., 2005). La
estructura principal se divide en tres secciones. grupo funcional benxodioxano, €l nicleo de
acrilamida y un grupo arilo (Gharat, 2007). AMG9810 y sus and 0gos tienen una estructura
molecular basicasimilar. (Gharat, 2007 Szallasi et al., 2007, Feng et al., 2015).

Grupe funcional
gorilamida
- 0
] s ., - e
H JL ﬂ uncional
Pl e ot bz e % I
e = B e, A 5 g g
3 " 0
Grupo funcional \ | _ i H
arifo oo™ eE
P '\-‘
L

Figura 9. Estructura molecular del AMG9810 [ (E)-3-(4-t-butilfenil)-N-(2,3-dihidrobenzo[ b
[1,4] dioxin6il) acrilamida] (Gawva et al., 2005).

Los residuos que afectan la sensibilidad de TRPV 1 por los ligando vaniloides, como
RTX, lacapsaicina, AMG9810 y capsazepinase han identificado principalmenteen el bolsillo
de union a vaniloides, se encuentra formado por cinco dominios tras membrana de dos
monomeros adyacentes (figura 10) que incluye los dominios S3, $4, € enlazador que une a
dominio 4y S5, y e dominio S5 que se encuentran localizados en € mismo monémeroy S6
del monémero adyacente. Los residuos importantes que intervienen en el bolsillo de union se
incluyen los aminoéacidos Try511(S3), Met514(S3), Leu518 (S3), Leus47 (S4), Thr550 ($4),
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Arg557 (enlazador S4-S5), Glu570 (S5 del primer mondémero), y Leu670 (S6 del segundo
mondmero). Estos residuos se han informado ser criticos parala union de ambos agonistas y
antagonistas, incluyendo AEA, NADA, OLDA, RTX, la capsaicina, BCTC, A-425619,
AMG9810, SB-366791, capsazepina, entre otros.

Enlazador S4-85

Figura 10. Prediccion del bolsillo de union de TRPVL. El bolsillo seforma por cinco dominios
tras-membrana a partir de dos monémeros. El bolsillo se resalta en color rojo, mientras que
los dominios transmembrana de diferentes monémeros se indican con letras en dos colores
diferentes (rojo y azul) los residuos importantes se muestran, incluyendo Try511, Met514,
Leu518, Leu518, Leu547, Thr550, Args57, Glu570y Leu670 (Feng et al., 2015).
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1.12 Losreceptores TRPV1 modulan la pubertad y el desarrollo folicular en la cobaya
La capsaicina es un agonista selectivo de los receptores TRPV1, cuando se une aellos a
altas concentraciones produce la apertura del canal y la entrada masiva de calcio, lo que
produce muerte celular, sin embargo adosis bajas, hay despolarizacién delamembranalo que
produce |aliberacion de péptidos como el CGRPy SP. Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio hechos en cobayas con dosis atas (0.03M, ip) atrasa la pubertad y €l desarrollo
folicular (Figurally 12) (Alatristeet al., 2013). Es aceptado quelasfibras nerviosas af erentes
(C y Ad) tienen cuerpos celularesen los ganglios de laraiz dorsal (Szallasi et at., 2007) delos
segmentos lumbares L2-L5, son fibras que liberan NGF, SP y CGRP gue actlan através de
sus receptores especificos TrKA, NKr o CGRPr, respectivamente, a través de |os receptores
TRPV1 modulan €l desarrollo folicular y la pubertad siendo sensores gue integran la
transmision sensorial del ovario a SNC (Alatriste et a., 2013). En los ovarios, €l NGF se
liberadelascélulasdelatecay delas célulasdelagranulosay estimulael desarrollo folicular
y la esteroidogénesis. En la médula espinal, |as terminales nerviosas regulan la liberacién de
glutamato y la excitabilidad activando las vias ascendentes espinales hacia e tdamo e
hipotalamo, regulando asi, €l inicio de la pubertad (Alatriste, et al. 2013; Luna et al., 2013).
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Figura1l. Edad dela primera apertura vaginal delas cobayastratadas con capsaicina alos
10 dias. Enlas cobayastratadas con capsaicina (0.03 M) por via subcutanea, la PAV fue 44+
1.8 dias vs 3613 dias en los animales administrados con €l vehiculo (Alatriste et al ., 2013).
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Figura 12. Foliculos en los ovarios de cobayas tratadas con capsaicina (0.03M) por via
subcutanea los 10 dias de edad. En nimero de FPS, FPA, FASy FAA disminuyo 50, 66, 27 y
52% respectivamente con respecto al grupo administrado con el vehiculo. Los foliculos
atrésicos disminuyeron 37 y 57% respectivamente (Alatriste et al., 2013).
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2. JUSTIFICACION

La expresion del receptor TRPV1 se ha locdizado en tejidos neurales como no
neural es participando en diferentes procesos, a mismo tiempo modulalatrasmisién del dolor.
Sin embargo su participacion en e sistema reproductor alin no ha sido bien dilucidada.
Estudios previos en nuestro laboratorio han sugerido que la participacion de los receptores
TRPV1 en  desarrollo folicular y proliferacion celular y al mismo tiempo a la modulacion
delapubertad por medio delasfibras af erentes sobre € g e de regulacion de la pubertad. Cabe
mencionar, que la caracterizacion funcional de los receptores puede obtenerse no solo por el
uso de agonistas, sino también por el uso de antagonistas.

En las cobayas, la administraciéon subcuténea de capsaicina a dosis toxica (0.03M),
atrasalapubertad y disminuye e nimero defoliculos (Alatriste, et al 2013). Por otro lado con
dosis bajas de capsaicina administrada en la bolsa ovarica, € efecto fue dependiente de la
dosis; con 1y 10 nM, el desarrollo de los foliculos aumenté y con 1 uM aumenta la atresia
(Mora, 2015).

La capsaicina es un potente neurotoxico que ha sido empleado para estudiar a
receptor TRPV1, sin embargo se desconoce la respuesta en los ovarios por la inhibicién
selectiva de los mismos receptores. Por o cual es pertinente probar el efecto fisiol6gico que
puede presentar por € bloqueo de los receptores, sobre el desarrollo folicular y |a pubertad.
En este trabgjo estudiamos € efecto del AMG9810, un antagonista selectivo de |os receptores
TRPV1 (1Cs0 25nM). Usamos dosis bajas (nano y micromolar) que administramos en labolsa
ovérica. Cabe mencionar que la via de administracion local (bolsa ovérica) se utilizo para
gjercer acciones en el ovario. Tanto agonistas como antagonistas del receptor TRPV1 son
altamente liposolubles y pueden atravesar directamente la membrana interactuando asi con €l

receptor.
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3. HIPOTESIS
La administracion local del AMG9810, un antagonista de los receptores TRPV1 atrasa la
pubertad y el desarrollo folicular en los ovarios de la cobaya.

4. OBJETIVO GENERAL
Estudiar € efecto del AMG9810 administrado en la bolsa ovarica sobre la pubertad y €
desarrollo folicular de la cobaya.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

4.1.1. Evaluar € inicio de la pubertad de las cobayas después de la administraciéon de
AMG9810 en labolsa ovérica

4.1.2 Evaluar las poblaciones de foliculos y € nimero de células TRPV 1-positivas en los

ovarios después de la administracion de AMG9810 en la bolsa ovérica
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6. MATERIALESY METODOS

6.1 Animales

Los animales empleados en este proyecto se usaron siguiendo los criterios para €
cuidado y uso de animales en experimentacion que estipulala norma oficial mexicana NOM-
062-Z00-1999 gue esta norma esta en concordanciacon los criterios internacionalesdel NIH,
USA. Ambos criterios cumplen con los requisitos solicitados en las revistas cientificas de
circulacién internacional .

Utilizamos 24 cobayas hembras Hartley de 10 dias de edad que nacieron de hembras
que estaban en los ultimos dias de la gestacion. El destete de las crias se llevd a cabo alos 6
dias de edad, después del cual, las cobayas infantiles se mantuvieron en cajas colectivas en
grupos de 4 hasta finalizar e experimento. Las cobayas incluidas en e experimento se
mantuvieron a temperatura de 20+2 grados Celsius teniendo alimento y agua a libre acceso.
La dieta fue suplementada con afalfa y vitamina C que fue disuelta en el agua de bebida.
Después del destete, las cobayas se dividieron aleatoriamente en 4 grupos: A los animales del
grupo 1, por cirugiaen laregion dorsal se les administro en la bolsa ovéarica 100 microlitros
del vehiculo (solucién salinaisoténica, SSI), mientras que alosanimalesdel grupo 2, 3y 4 se
les administré en el mismo volumen con 1nM, 10nM o 1 yM de AMG9810. Tanto el vehiculo
como el AMG9810 se administraron alos 10 dias de edad y los animal es fueron sacrificados

alaedad de la primera aperturavagina (PAV).

6.2 La cobaya, Cavia porcellus como modelo para estudiar procesos de reproduccion

Las cobayas, son excelente modelo anima para estudiar € sistema reproductivo
considerando que comparten similitudes alos humanosy con |os grandes ani mal es domeésticos
como la vaca. Son animales que tienen ciclos estrales largos (16 a 18 dias), ovulan
espontaneamente y sus cuerpos |uteos funcionan durante varios dias (12). El inicio de la
pubertad ocurre alos 35 dias de edad con masa ovérica bien desarrollada (27 mg/100 g). Las
cobayas ovulan 3 ovocitos y su periodo de gestacion es de 70 dias teniendo en promedio 3
crias por camada, a diferencia de otros roedores como ratas, los ratones y los hdmster, las
cobayas a nacer yatienen foliculos en desarrollo. Ademas, en las cobayas, |aduracion de los

procesos fisiolégicos son parecidos a los primates no humanos y a los humanos en
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comparacion con las ratas y los ratones (Alatriste et al., 2009, Wang et al., 2010, Sun et al.,
2014, Li et al., 2015).

6.3 Administracion del AMG9810 en la bolsa ovérica

A cobayas de 10 dias de edad y por cirugiaen laregion dorsal lumbar L2 y L5 seles
coloco en la bolsa ovérica un implante de gelatina (Hemospon) que contenia € vehiculo
(etanol-SSI, 1:100 apH 7.4), 1nM, 10 nM o0 1 uM de AMG9810. Con €l fin de conseguir
anestesia, analgesiay relgjacion muscular de los animales, las cobayas fueron inyectadas con
ketamina (35 mg/K g, im), alos 2.5 minutosxilacina (5 mg/K g, im), alos 2.5 minutos después,
cloropiramida como antihistaminico (10 mg/Kg, ip). Finamente y después de 2.5 minutos,
salbutamol como broncodilatador (1mg/Kg, ip). Parala cirugia primero se hizo una pequefia
incision en la piel, posteriormente se separaron |os muscul os para acceder ala bolsa ovarica
donde se coloco € blogue de gelatina hidrolizada estéril (Hemospon) e impregnada con las
correspondientes soluciones (vehiculo o AMG9810). Posteriormente, se suturé por capas,
primero los musculos y después de la piel, en seguida aplicamos azul de metileno para ayudar
alacicatrizacion. Unavez concluidala cirugia, los animales se tuvieron en observacion hasta
su recuperacion de la anestesia y después regresados a bioterio. En los dias siguientes, se
reviso lazonade lacirugiay la aimentacion de los animales hasta completar el experimento
aproximadamente a los 35 dias.

6.4 Registro de la primera apertura vaginal (PAV)

Después de finalizar la cirugia antes descrita, |as cobayas se mantuvieron en cgjas de
plastico en grupos de 4 animales, a partir del dia 25, se observo a ssimple vista la region ano-
genia delos animales para verificar la presencia o ausencia de la membrana vaginal, cuando
lamembranavaginal desparecid setomé como edad deinicio delapubertad. Cabe mencionar,
gue en las cobayas, cuando presentan el estro la cavidad de la vagina se encuentra totalmente
abierta, con respecto alos demés dias del ciclo (diestro).
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6.5 Obtencion de los ovarios

A la edad de la primera apertura vaginal, para el sacrificio, las cobayas se colocaron
en una camara de CO2 a bagja presién, posteriormente se hizo perfusion por viaintracardiaca
de solucion salina isotonica (150 mililitros, SSI), seguida de paraformaldehido-PBS al 4%
(150 mililitros). Después se diseccionaron |0s ovarios, se pesaron en fresco en una balanza
analitica de precision (Ohaus) y se post-fijaron con paraformaldehido-PBS al 4%. A partir de
| os pesos absol utos que fueron los pesos (mg) en fresco delosovariosy del peso delas cobayas
(gramos) se calcul6 e peso relativo (mg/100g) sin diferenciar entre €l ovario izquierdo y €
ovario derecho. Cabe sefialar que el peso relativo es unaformade estandarizacion de los datos
considerando que €l peso de los 6rganos pélvicos varia 'y depende del peso corporal de los

individuos.

6.6 Inclusion de los ovarios en parafina

Los ovarios fueron incluidos en parafina usando 1os métodos de deshidratacion con
alcohol a concentraciones crecientes, clarificados con xilol y después infiltrados con parafina
liquida que fue realizado en un histoquinete de banda (Leica). Posteriormente, se realizaron
bloques con parafina que contenian los ovarios. Después se realizaron cortes histolgicos
seriados de 5 um de espesor de todo € ovario en un micrétomo de deslizamiento (Leica
SM2010R) obteniendo cortes histologicos a intervalos de 100 micras, los cuales fueron

tefiidos con hematoxilina-eosinay destinados para contar los folicul os.

6.7 Numero defoliculos en los ovarios

Los cortes histolégicos teflidos con hematoxilina-eosina se analizaron con un
microscopio de campo claro (Zeiss). Los foliculos fueron clasificados con base en las
caracteristicas morfologicas de las células de lateca, las células de la granulosay del ovocito
(Wang et d., 2010). Los foliculos se clasificaron en cuatro categorias, foliculos preantrales
sanos (FPS), foliculos preantrales atrésicos (FPA), foliculos antrales sanos (FAS), foliculos
antrales atrésicos (FAA).
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6.8 nmunohistoquimica para los receptores TRPV1

Por la técnica descrita antes y de los ovarios que contamos los foliculos, tomamos
cortes para redizar la inmunohistoquimica. Los cortes histolégicos se desparafinaron,
hidrataron y lavaron con solucion de PBS. Larecuperacion antigénica se realizo con buffer de
citratos (0.1 mM, pH= 6), se permeabilizaron con PBS-Triton-100X a 2%, y las proteinas
inespecificas se bloguearon con albumina bovina libre de I1gG a 0.5% en PBS-T.
Posteriormente, los cortes histolégicos se incubaron por 18 horas con e anticuerpo
monoclonal de ratdn anti-receptor a capsaicina (Millipore) (1:50) a 4 grados Celsius, y por 2
horas con el anticuerpo secundario 1gG de cabra (H&L) conjugado con fenil-isotiocianato
(FITC) (Santa Cruz Biotecnology) (1:250) atemperatura ambiente. Los nlcleos de las células
se marcaron con ioduro de propidio por 2 minutos (1:1000, Millipore). Finamente, las
laminillas se protegieron con fluido de montaje (Millipore). La fluorescencia se detectd con
un microscopio Leica DM1000 que tiene acoplada una camara con la que se tomaron

fotografias que se procesaron con el programa IM50 para PC.

6.9 NUmero de células TRPV1-positivas

Por animal experimental realizamos 5 ensayos independientes y contamos las células
TRPV1-positivas en 5 campos representativos usando la herramienta “cellcounter” del
software NIH ImageJ (NCBI, USA). El resultado cuantitativo final fue medido con la
herramienta “measure” y las células fueron positivas cuando la medicion de color fue =50

unidades arbitrarias (AU) y negativas todas aquellas que tengan <49 AU.

6.10 Pruebas estadisticas

El nimero foliculos y nimero de células TRPV 1-positivas se compararon con €l valor
del grupo control con la prueba de ANOVA de dos vias por haber multiples variables de
afectacion, seguidadelapruebaU de Mann-Whitney, por ser unavariable de distribucién no
paramétrica gue compara agrupando |os datos por su valor, independientemente del grupo al
que pertenece. Parala edad de la primera apertura vagina se uso la prueba T-Student seguida
de U Mann-Whitney. El andlisis estadistico serealizd en € programa GraphPad Prism 5y las
gréficas fueron realizadas en € programa Microsoft Office 2013 Excel. Los resultados se

tomaron como diferentes cuando la probabilidad resulté menor a 5%.
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7 RESULTADOS

7.1 Edad de la primera apertura vaginal
El AMG9810 en la bolsa ovérica no modifico la edad de |a primera apertura vaginal,

tampoco afecto el peso corpora y el peso de los ovarios como o mostramos en latabla 1.

Tabla 1. Edad de la primera apertura vaginal (PAV), peso corporal y de los ovarios de las
cobayas control y administradas con AMG9810 en labolsaovaricaalos 10 dias de edad.

PAV (dias)  Peso comporal () Ovanos (me/100 )

Vehiculo (n=7 3643 345+£19 17+3
AMGIE10 1 pM (n=6) FELS 316123 1312
AMGOR10 10 nM (n—=6) 3142 374412 19L2
AMG9810 1 nM (n—6) 4444 348+£10 1442

Los valores representan el promediotEEM, t-Student y U de Mann-Withney

7.2 Efecto del AMG9810 sobre € desarrollo folicular

En los ovarios de cobayas tratadas con AMG9810 (1nM, 10 nM y 1uM), € nimero de
foliculos atrésicos disminuyo significativamente en comparacion alos del grupo control, sin
embargo el numero de folicul os sanos no aumento como se observaen la(Figura 14). Por otro
lado, en la categorizacion de acuerdo a desarrollo de los foliculos, € nimero de foliculos
preantrales atrésicos (FPA) y foliculos antrales atrésicos (FAA) disminuyeron
significativamente en comparacion con el nimero defoliculos obtenidos en losovariosdelas
cobayas administradas con el vehiculo. Sin embargo, no hubo diferencia significativa en €l

nimero de folicul os preantrales sanos y folicul os antrales sanos (FPS, FAS) (Figura 15).
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Con base en sus caracteristicas morfol 6gicas identificamos 4 grupos de foliculos; FPS, FPA,
FAS, y FAA (Figura 13). La clasificacion de los foliculos como sanos o atrésicos se realizo

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

Figura 13. Foliculos en los ovarios de las cobayas. A. foliculo preantral sano (FPS), B.
Foliculo preantral atrésico (FPA), C. Foliculo antral sano (FAS), D. Foliculo antral atrésico.
Los folicul os estan sefializados con punta de flecha, O=ovocito, G= células de la granulosa y
T= células de la teca. Fotografias tomadas con microscopio Optico de capo claro de cortes
tefiidos con hematoxilina-eosina. Escala 25um
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Figura 14. Foliculos sanos y atrésicos en |os ovarios de las cobayas tratadas con AMG9810
o con € vehiculo en la bolsa ovérica a los 10 dias de edad. Las barras representan €l
promedioy e EEM. *<0.5 ANOVA seguida de U de Mann-Withney.
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Figura 15. Numero de foliculos en los ovarios de cobayas administradas con AMG9810 o
con €l vehiculo enla bolsa ovarica alos 10 dias de edad. Las barras representan el promedio
y el EEM. *<0.5 ANOVA seguida de U de Mann-Withney.
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7.3 Efecto del AMG9810 sobre las células TRPV1-positivas en los foliculos ovaricos

En todas las categorias de foliculos (FPS, FPA, FAS, FAA) encontramos células
TRPV 1-positivas, sin embargo € nimero de ellas cambio con el AMG9810. Las células
TRPV 1-positivas fueron células de la teca, células del intersticio y pocas células de la
granulosa. Con 1nM, 10 nM y 1uM, losfoliculos preantrales sanos (FPS) y folicul os antrales
sanos (FAS), cualitativamente, las células tuvieron mayor florescencia (Figuras 16, 18). En
contraste, en los folicul os preantrales atrésicos (FPA) y foliculos antrales (FAA) hubo menor
florescencia en comparacion con € vehiculo (Figuras 17, 19). Con 1nM de AMG9810,
encontramos que el nimero de foliculos antrales sanos (FAS) aumento sin afectar alos otros
grupos de foliculos (FPA y FAS y FAA) y con 1uM y 10nM, el nimero de foliculos no fue
significativamente diferente en comparacion con el grupo control (FPS, FPA) (figura 21).
Cuando agrupamos | os foliculos como sanos y atrésicos obtuvimos que & nimero de células

TRPV 1-positivas fue mayor con 1nM en comparacion con el grupo control (Figura 20).
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Figura 16. Células TRPV1-positivas en los foliculos preantrales sanos localizados por
inmunohistoquimica a la edad de la PAV de las cobayas. En rojo estan los nucleos tefiidos
con yoduro de propidio (A, D, G, J), en verde las células-TRPV1 marcadas con FITC (B, E,
H, K) yenamarillola Co-localizacién (C, F, I, L). Lascélulasdela granul osa estan sefialadas
con flecha amarilla, mientras que células de |a teca estan sefialadas con flecha azul. Células
dela granulosa (g), células de la teca (t) y ovocito (0). Escala, 100um.
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Figura 17. Células TRPV1-positivas en los foliculos preantrales atrésicos localizados por
inmunohistoquimica a la edad de la PAV de las cobayas. En rojo se presentan |os nucleos
tefiidos con yoduro de propidio (A, D, G, J), en verdelas células-TRPV1 marcadas con FITC
(B, E, H, K) y en amarillo la Co-localizacion (C, F, 1, L). Las células de la granulosa estan
sefialadas con flecha amarilla, mientras que células de la teca estan sefialadas con flecha
azul. Células de la granulosa (g), células de la teca (t) y ovocito (0). Escala, 100um.
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Figura 18. Células TRPV1-positivas en los foliculos antrales sanos localizados por
inmunohistoquimica a la edad de la PAV de las cobayas. En rojo se presentan |os nicleos
tefiidos con yoduro de propidio (A, D, G, J), en verdelas células-TRPV1 marcadas con FITC
(B, E, H, K) y en amarillo la Co-localizacion (C, F, 1, L). Las células de la granulosa estan
sefialadas con flecha amarilla, mientras que células de la teca estan sefialadas con flecha
azul. Células de la granulosa (g), células de la teca (t) y ovocito (0). Escala, 100um.
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Figura 19. Células TRPV1-positivas en los foliculos antrales atrésicos localizados por
inmunohistoquimica a la edad de la PAV de las cobayas. En rojo se presentan |os nicleos
tefiidos con yoduro de propidio (A, D, G, J), en verdelas células-TRPV1 marcadas con FITC
(B, E, H, K) y en amarillo la Co-localizacién (C, F, 1, L). Las células de la granulosa estén
sefialadas con flecha amarilla, mientras que células de la teca estan sefialadas con flecha
azul. Células de la granulosa (g), células de la teca (t) y ovocito (0). Escala, 100um.
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Figura 20. Cé8ulas TRPV1-positivas en los foliculos ovaricos de cobayas administradas con
AMG9810 o con € vehiculo en la bolsa ovarica a los 10 dias de edad. Foliculos preantrales
sanos (FPS), foliculos antrales sanos (FAS), foliculos preantrales atrésicos (FPA), foliculos
antrales atrésicos (FAA). Las barras representan el promedio y el EEM (n=5). *<0.5 ANOVA
y U de Mann-Withney.
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Figura 21. Células TRPV1-positivas en los foliculos ovaricos de las cobayas administradas
con AMG9810 o con € vehiculo en la bolsa ovérica a los 10 dias de edad. Foliculos
preantrales sanos (FPS), foliculos antrales sanos (FAS), foliculos preantrales atrésicos
(FPA), foliculos antrales atrésicos (FAA). Las barras representan e promedio y € EEM
(n=5). *<0.5 ANOVA y U de Mann-Withney.



8 DISCUSION

Enlosovarios, € desarrollo folicular es regulado por mecanismos neuroendocrinos y
paracrinos. La regul acién neuroendocrinaes gjercidapor hormonas hipofisiarias (FSH y LH)
y los neurotransmisores secretados por |os nervios periféricos (noradrenalinay laacetil colina),
mientras que, entre la comunicacion paracrina se lleva a cabo por las neurotrofinas (NGF,
NT3/4) y la anandamida que actlian a través de sus receptores especificos. Los receptores
TRPV1 se han involucrado entre la comunicacion paracrina 'y neuroendocring, en €l dltimo
caso por medio de las fibras sensoriales que censan estimulos que trasmiten al SNC. En este
trabajo, probamos la accion del AMG9810, un antagonista de los receptores TRPV 1,
encontramos que la edad de la primera apertura vagina de las cobayas no cambi6 sugiriendo
gue € bloqueo local de los receptores TRPV1 no modifica € funcionamiento del ge
hipotalamo-hipéfisis-ovarios (Maffucci, et al., 2009; Wahab et al., 2015) proponiendo que €l
receptor juega un papel en la modulacion del desarrollo folicular local. Sin embargo, en los
ovarios disminuy6 e numero de folicul os atrésicos. Este resultado, estéd en concordancia con
otros obtenidos previamente en nuestro laboratorio, en los que la administracion local de
capsaicina (1uM) aumenta la atresia de los foliculos y disminuye € nimero de células
TRPV 1-positivas en ellos (Mora, 2015). En condiciones basales, |laanandamidaes € agonista
enddgeno de los receptores TRPV 1 (Ross, 2003; Morales-Lazaro, et al., 2013) mensgjero que
se encuentra presente en los foliculos antrales de los ovarios de las ratas e implicados en la
esteroidogénesis. Los endocanabinoides también estan en € fluido folicular, son regulados
por la hormonas hipofisiarias y aumenta su secrecion antes de laovulacion (El-Talatini et al.,
2009; Bagavandoss et al., 2010; Gervasi et al., 2013).

Adicionalmente, encontramos que con 1y 10 nM de AMG9810 también disminuye la
atresia sugiriendo efecto protector del AMG9810. Este resultado fue similar a obtenido con
capsaicina a concentracion de 1 y 10 nM (Mora, 2015) en donde se reportd que la baja
estimulacion de los receptores aumenta €l desarrollo folicular de los ovarios. En estado
fisiologico, los receptores TRPV1 se encuentran en estado fosforilado inducido por la
anandamida, por e NGF o por ambos (Szallasi et al., 2007; Téth et al., 2009) y encontrado
en los ovarios (Dissen et al., 2002; El-Talatini et al., 2009; Bagavandoss et al., 2010; Streiter
et al., 20015). Ademés es aceptado que la activacion masivade los receptores TRPV 1 produce
entrada fuerte de calcio (T6th et al., 2009; Solima et al., 2015) promoviendo laformacion de
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cuerpos apoptdticos, fragmentacion del ADN y muerte de las células por apoptosis
(Maccarrone et al., 2000, Solima et al., 2015). Se ha establecido, que las corrientes de calcio
conducen a resultados fisiol 6gicamente opuestos; por un lado aumentar € desarrollo celular
0 por otro conducir alaapoptosis. Unau otra respuesta depende de lamagnitud de lacorriente
y esta de la cantidad de receptores TRPV 1 activos. Cabe sefidlar que la poblacion de ellos
cambia segun € estado de desarrollo, ggemplo de ello es € aumento que hay alaedad de la
pubertad de las cobayas (Alatriste et al., 2013). Cabe precisar que a bloquear |0s receptores
TRPV 1, lamuerte celular disminuye, se ha establecido que la activacion del receptor provoca
la entrada de calcio que y se ha relacionado con mayor estrés oxidativo y del reticulo
endoplasmico que conduce a la muerte celular por apoptosis (Solima et al., 2015) sugiriendo
proteccion ante la muerte por apoptosis.

El mayor numero de foliculos sanos que obtuvimos cuando aplicamos 1 nM de
AMG9810 puede interpretarse de dos maneras; por € nimero de receptores TrkA (Dissen et
al., 2002) y por e nimero de receptores TRPV 1, ambos cambian con el desarrollo de los
foliculos del ovario, aumentando su expresion en el inicio de la pubertad (Alatriste et al.,
2013; Luna et al., 2015). Esta interpretacion es posible considerando que en los ovarios de
ratones, ratas y monos, el NGF interviene en €l desarrollo de losfoliculos (Veraet al., 2014;
Streiter et al., 2015) y que aumenta por accion de las gonadotropinas (Dissen et al., 2002).
Cabe precisar que la expresion de los receptores TRPV 1 es diferente en cada 6rgano y su
accion depende delaeficaciadelos reguladores directos como la anandamida o de reguladores
indirectos como NGF y estradiol ademés del nivel de expresion de receptores TRPV 1. Cabe
destacar que la sefializacion por la anandamida también se modula por € estradiol ya que este
modula a la enzima FAAH, enzima encargada de |a degradacion de la anandamida, por |o
tanto habria mayor cantidad de anandamida que interactuara con el receptor (Ho, 2013). Se
ha reportado que los niveles més atos de la anandamida se encuentran en las etapas
periovulatorias siendo de 1.5a1.7 nM en € liquido folicular delasratas (Gervasi et al., 2013)
y coincidiendo con la etapa del estro, cuando las cobayas presentan la primera apertura
vaginal. La concentracion de anandamida enddgena estaria compitiendo con la concentracion
del antagonista, alo que atribuimos e cambio estadistico cuando usamos la concentracion de
1nM de AMG9810. Al mismo tiempo, €l receptor seria activado tanto por anandamida, por €
NGF y por e estradiol y la pequefia concentracion del antagonista sera insuficiente para
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bloquear al receptor. Cabe precisar, que estradiol es secretado por los foliculos de mayor
desarrollo, alo que le atribuimos €l aumento en el nimero de células TRPV 1-positivas en los
foliculos antrales sanos, ademas en los ovarios estradiol estimula el desarrollo folicular.

Con 1uM de AMG9810 & numero de foliculos y & nuimero de células TRPV1-
positivas no cambio significativamente en relacion con € vehiculo. Este resultado es
congruente con la mayor atresia que obtuvimos cuando administramos 1 UM de capsaicina.
También sehareportado que en lalineacelular de carcinomade ratén tratado con anandamida,
lacorriente de calcio seinhibié con 0.125y 0.5uM de AM G9810, concentraciOn que podemos
relacionar con la menor atresia que obtuvimos con 1uM (Soliman et al., 2015). Se puede
inducir que el antagonismo de los receptores TRPV 1 inhibe la corriente masiva de calcio y
por lo tanto la atresiade los foliculos en los ovarios. Una via alterna de regul acion es mediada
por el NGF presente en los ovarios (Dissen et al., 2002) que modula la expresion de los
receptores TRPV1 (Alatriste et al., 20013) y que coincide & numero de células TRPV1-
positivas que fue similar alos del grupo de animales administrados con el vehiculo ya que €
bloqueo del receptor no modifica su expresion. Cabe precisar que la activacion de los
receptores TRPV 1 por laanandamida es reforzada por NGF considerando que cuando el NGF
aumenta favorece la unién de la anandamida (Evans et al., 2007). Desde €l punto de vista
molecular, la anandamida es similar a la capsaicinay se ha propuesto que se une a mismo
sitio intracelular del receptor TRPV 1, bolsillo de union a vaniloides (figura 22) (Ross, 2003;
Toth et al., 2009). Unaviade activacion indirectaes através del NGF que al unirse al receptor
TrKA activa a la fosfolipasa C, aumenta €l 1P3, activa a PKA, PKC y CaMKI|, activa a
receptor TRPV1 y promueve su traslocacion desde € reticulo hacia la membrana celular
(Szallasi et al., 2007), mientras que para estradiol, se sabe activa directamente a la proteina
SRC fosforilando a aminoacidos del dominio N-terminal del receptor TRPV 1 promoviendo
asi su traslocacion del reticulo endoplasmico ala membrana. En la figura 23, resumimos las
vias de regulacion de los receptores TRPV1 que proponemos para € desarrollo o atresia
folicular.

L os antagonistas de los receptores TRPV 1 se han usado para disminuir lainflamacion,
el dolor y laartritis (Osegueraet al., 2008; Wong et al., 2009; Gomtsyan, 2010; Bhattacharya,
2010) por lo que son atractivos para su uso en la clinica. Cabe sefidar que la administracion

sistémicade capsaicinahasido eficaz paratratar € dolor, sin embargo |as dosis altas producen
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efectos colaterales, por o que en los humanos, paradisminuir el dolor se ha optado solamente
el uso tpico como las cremas (Zostrix, Capzasin-P) o los parches (NGX-4010) (Wong et al.,
2009). Una complicacién por € uso de los agonistas 0 antagonistas de |os receptores TRPV 1
eslaregulacion de latemperatura corporal, ya que se hareportado que lacapsaicinay laRTX
producen hipotermia, y los antagonistas causan hipertermia en las ratas, perros y monos
(Wong et al., 2009; Gomtsyan, 2010). Recientemente se ha reportado que en humanos, €
AMGb517 disminuye e dolor crénico de manera eficaz pero induce hipertermia (1,5 grados
Celsius) por lo que la hipertermia es un obstacul o para su uso como agente terapéutico. Por 1o
gue se debe investigar mas sobre |os mecanismos de regulacion de estos agentes para evitar o
minimizar los efectos secundarios (Wong et al., 2009; Gomtsyan, 2010) sin descartar los
posibles efectos toxicos. Finalmente, para sostener que los agonistas o antagonistas de los
receptores TRPV 1 son seguros como agentes terapéuticos debemos hacer méas experimentos
con € fin de comprender mejor & funcionamiento de los receptores TRPV1 y los efectos

cuando son activados o desactivados por |os farmacos usados.

Figura 22. Modelo detallado de la interaccion del AMG9810 con el bolsillo de union a
vaniloides. Dos residuos, Try511 y Thr550, forman fuertes enlaces de hidrogeno con €
antagonista (Feng et al., 2015.
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Ca ++
Praliferacion celular

Figura 23. Esquema hipotético de la regulacion del receptor TRPV1. Unidn con los ligandos
enddgenos (AEA, NGF y estradiol), las moléculas de sefalizacion intracelular (PKC, PKA,
CaMKIlI, SRC, Cat+) y € bloqueo del receptor por e AMG9810 (Tomado de Luna et al.,
2015).
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9. CONCLUSIONES

1. Laadministracién del AMG9810 aconcentracionesde 1nM, 10nM o 1uM no modificaron
la edad de la primera apertura vaginal.

2. El AMG9810, alas concentraciones de 1nM, 10nM o 1uM no aumentaron € nimero de
foliculos sanos. Sin embargo, disminuyé la atresia en los foliculos preantrales sanos y

antrales atrésicos.
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11. ANEXO

Tabla 1: Fichatécnica de los anticuerpos primario y secundario que se usaron en estatesis.

Anticuerpo primario Origen Reactividad (especies)

Anti-capsaicina receptor Raton Rata, ratén y cobayo
monoclonal antibody
Santa Cruz Biotecnology

Anticuerpo secundario Origen Flourocromo

Anti-goat 1gG-FITC Anti-raton FITC
Santa Cruz Biotecnology

AMG9810. Antagonista potente, competitivo, selectivo del receptor TRPV1
Proveerdor: SigmaAldrich

Numero de catélogo: 545395-94-6

|Cs0: 25nM

Ki=< 10uM

XLogP3 (coeficiente de particion)= 4.6
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En las cobayas, la capsaicina administrada por via subcutinea a alta concentracién
(30mM) disminuye el nimero de células TRPV1-positivas en los foliculos ovaricos y atrasa la
aparicion de |a pubertad. En este trabajo exploramos el efecio del AMGS3810, un antagonista
especifico de los receptores TRPV1, sobre la aparicidn de la pubertad, el desarrolio folicular
y la expresion de los recepiores TRPW1 en las células de los foliculos ovéricos de la cobaya.
24 cobayas hembras Hartley de 10 dias de edad fueron utilizadas. Por cirugia abdominal, a
un grupo se les inyectd en la bolsa ovarica, 100yl def vehiculo (S5i). Otro grupo, recibid 1 nM,
10 nM o 1 pM de AMGSB10 (100 ). Tanio el vehiculo. come el AMG3810 se adminisiraron a
los 10 dias de edad vy las hembras fueron sacrflcadas cuando presentaron fa
apertura vaginal (PAV). Por examen histolégico, cuantificamosel ndmero de follculos y por
inmunohistoguimica (IHC) el nimero de células TRPV1-positivas. El AMGS810 no modifico la
edad de la PAV (1 nM, 44+4 dias; 10 nM, 3142 dias y 1pM, 3541 5vs 3643 dias del
coniral) ni el peso de los ovarios (1442, 1842, 13=2 vs 1743 ma/100qg). El nimero de foaliculos
antrales sanos y foliculos antrales atrésicos disminuyeron con todas las concentraciones
probadas de AMGS810 en comparacion con los animales control. Sin embargo. las células
TRPV1-positivas aumentaron en los follculos sanos y disminuyernon en los foliculos alrésicos:
Cado que & AMGS810 (1 nM, 10 nM y 1 puM) disminuyd la atresia folicular, inferimos gue el
AMGS810 pueda ser utilizado como una buena herramienta farmacolégica para el estudio del
desarrofio folicular a fraves de loe recepiores TRPY1.Con base en esios resuliados,
podemos concluir gue los receptores TRPYY funcionan como reguladores de |a proliferacidn
celular en los foliculos del ovano de la cobaya.
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