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Resumen

El Sindrome de ovario poliquistico (SOP) es un trastorno neuroendocrino que afecta a las
mujeres en edad reproductiva. El SOP causa infertilidad por anovulacion. Aunque la anovulacion sea
tratada farmacoldgicamente se siguen reportando fallas en la implantacion, abortos espontdneos y
otras complicaciones durante el embarazo. Estos problemas se han asociado a cambios morfoldgicos
que ocurren en las pacientes a nivel uterino, como lo es la hiperplasia endometrial. Por este motivo,
es importante estudiar nuevos moduladores del desarrollo celular en el utero. El receptor de
potencial transitorio a vaniloide miembro 1 (TRPV1) es un receptor transmembranal que se ha
encontrado en fibras sensoriales y en varios organos periféricos donde se han propuesto diferentes
funciones, entre ellas la proliferacion y diferenciacion celular. Uno de los agonistas mds estudiados
del receptor TRPV1 es la capsaicina, componente principal de los chiles. De acuerdo con la
concentracion de capsaicina empleada, se pueden observar distintas respuestas bioldgicas de la
activacion del receptor TRPV1. A bajas concentraciones de capsaicina se promueve la proliferacion
celular y a altas concentraciones se produce muerte celular. Por estos antecedentes, la hipdtesis de
este trabajo fue que la estimulacion de los receptores TRPV1 con capsaicina modula el desarrollo
celular del utero en ratonas CD1 con SOP inducido con valerato de estradiol. El presente trabajo
consistid en un estudio in silico de docking molecular entre el receptor TRPV1 y la capsaicina para
conocer sus sitios de union y sus interacciones. Para probar el efecto in vivo en el desarrollo celular
uterino se trabajé con ratonas CD1 inducidas a SOP con valerato de estradiol y una posterior
administracion de capsaicina 1 0 10 nM.

Como primera parte del trabajo se determinaron los sitios de unién para capsaicina en el
receptor TRPV1 por medio de un docking molecular. Se encontraron 4 sitios de union a capsaicina en
la zona transmembranal y 1 sitio en el poro catidénico con una constante de disociacion (Kp) de 2 a
10 uM. Como segunda parte del trabajo se administré capsaicina 1 y 10 nM en ratonas CD1
inducidas a SOP con valerato de estradiol para estudiar los cambios morfoldgicos y semicuantificar
al receptor TRPV1 en las capas uterinas. En el modelo de VE en ratonas CD1 se encontraron
alteraciones morfoldgicas en el desarrollo celular uterino como la hiperplasia endometrial, aumento
del grosor epitelial con aumento de celularidad aberrante y una disminucion en el grosor del
perimetrio. En este modelo también se observaron alteraciones en la semicuantificacion del receptor
TRPV1, mostrando una disminucion en el epitelio luminal, endometrio y miometrio. La capsaicina en
concentraciones 1 y 10 nM demostré ser un buen modulador del desarrollo celular uterino,
mejorando la morfologia celular aberrante del epitelio luminal y de las gldndulas endometriales, asi
como aumentando el numero de gldndulas endometriales y el grosor del endometrio, miometrio y
perimetrio. Ademds, mostré un aumento en la semicuantificacion del receptor TRPV1 en el epitelio
luminal, en el endometrio y en el perimetrio.

Como conclusion de este trabajo, nosotros proponemos que la capsaicina en
concentraciones de 1 y 10 nM causa una mejora en las anormalidades del desarrollo celular uterino
en ratonas CD1 inducidas a SOP con valerato de estradiol a través del agonismo del receptor TRPV1.



1. Introduccion

1.1 Sindrome de Ovario Poliquistico

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es un trastorno neuroendocrino frecuente y la
causa principal de infertilidad anovulatoria que afecta a muchas mujeres en edad reproductiva en
todo el mundo (Azziz et al., 2004) (Deans et al., 2019). Originalmente fue descrito como un cuadro
clinico caracterizado por la presencia de ovarios con pequefios quistes, amenorrea, hirsutismo y
obesidad (Stein, Leventhal, 1935). Ademas, el SOP se ha asociado normalmente a disfuncion
ovarica, exceso en los niveles de andrdgenos, resistencia a insulina y otras comorbilidades (Witchel
et al.,, 2019), por lo cual el SOP puede verse como un sistema complejo y heterogéneo con
caracteristicas reproductivas, metabdlicas y psicoldgicas (Azziz et al., 2016) con una prevalencia del
6 al 20% de la poblacion dependiendo de los criterios usados para su diagndstico (Chang et al., 2019).

1.1.2 Criterios diagnésticos

La manifestacién clinica del SOP es heterogénea; incluye al hiperandrogenismo, amenorrea,
hirsutismo, anovulacion, ovarios poliquisticos, resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2
(DM2) y obesidad (Norman et al., 2007). Debido a la heterogeneidad de los sintomas que presenta
cada paciente con SOP, el diagndstico correcto es un reto.

En 1990, el National Institutes of Health (NIH) lo defini6 como la "presencia de
hiperandrogenismo asociado a anovulacién crénica sin otra causa especifica de enfermedad adrenal
o hipofisiaria que curse con irregularidades menstruales o exceso de andrdgenos”, sin considerar el
aspecto morfolégico de los ovarios (Badawy, Elnashar, 2011). Posteriormente, las sociedades
europeas y norteamericana de reproduccion crearon en 2003 los criterios de Rotterdam donde se
propuso una nueva definicion del sindrome: oligovulacién y/o anovulacion, hiperandrogenismo
clinico y/o bioquimico e incorporé la presencia de morfologia de ovarios poliquisticos a través de la
ultrasonografia. Se diagnostica con SOP a las mujeres en edad reproductiva que cuenten con la
presencia de dos de las 3 caracteristicas mencionadas anteriormente (después de la exclusion de
otras etiologias como hiperplasia suprarrenal congénita, tumores secretores de andrégenos o
sindrome de Cushing) (Rotterdam, 2004). Las caracteristicas ecograficas del SOP incluyen la
presencia de 12 o mas foliculos en cada ovario que miden de 2 a 9 mm de didmetro y/o aumento
del volumen ovarico (>10 ml). Esto es independiente de la distribuciéon del foliculo o la ecogenicidad
del estroma ovarico. Un ovario que cumpla con esta definicidn es suficiente para definir el SOP (Azziz
et al., 2006). Las mujeres con SOP que ovulan parecen ser menos resistentes a la insulina que las
mujeres con SOP que anovulan (Adams et a., 2004); ademas, un estudio publicado en 2007 sugirid
que las mujeres con SOP, anovulacidn crénica y niveles normales de andrégenos no son resistentes
alainsulina (Barber et al., 2007). Estas observaciones limitan la utilidad de los criterios de Rotterdam
y, e€n consecuencia, un panel de expertos de la Sociedad de Exceso de Andrégenos (AES) en el 2006
recomendé que el SOP se considere un trastorno de exceso de andrégenos y que se utilicen los
criterios de diagndstico de los NIH. La AES también recomendd que se debe considerar que las
mujeres con hiperandrogenismo, sindrome de ovario poliquistico y ciclos ovulatorios tienen un
fenotipo de sindrome de ovario poliquistico; por lo tanto, el hiperandrogenismo y la ovulacion
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infrecuente o irregular, asi como el hiperandrogenismo, la ovulacién regular y el SOP, cumplen los
criterios de la AES para el SOP. Otras condiciones para tener en cuenta para el diagndstico del SOP
gue pueden ser de utilidad son el historial médico, los cambios de peso, sintomas de resistencia a
insulina, un examen pélvico, una ecografia transvaginal y medicion de niveles hormonales (Sadeghi
et al., 2002).

1.1.3 Patogénesis del SOP y su origen neuroendocrino

A pesar de la alta prevalencia del SOP y su impacto significativo en la salud, no existe una
cura y su manejo actual es subdptimo porque se basa en el tratamiento empirico ad hoc de los
sintomas. La etiologia del SOP sigue sin estar clara al igual que su mecanismo principal, por lo que
los tratamientos basados en mecanismos siguen siendo inalcanzables. (Walters et al., 2018).

Varios trastornos se encuentran relacionados y generan un circulo vicioso que resulta en
elevacién de andrégenos, lo que produce disfuncién de los ovarios y del Utero (Concha et al., 2017).
Los andrégenos elevados representan una caracteristica importante del SOP porque la mayoria (~60
%) de las pacientes son hiperandrogénicas (definicion de Rotterdam). Las mujeres con SOP
hiperandrogénico muestran una elevacion en los niveles séricos de varios andrégenos, incluida la
testosterona (T) y los proandrdgenos androstenediona (A4) y sulfato de dehidroepiandrosterona
(DHEAS), asi como la enzima necesaria para convertir los proandrégenos en andrégenos bioactivos:
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) (Keefe et al., 2014; Palomba et al., 2014). Se ha
informado que modelos animales de roedores, ovejas y primates expuestos prenatalmente a niveles
excesivos de andrégenos exhiben la mayoria de los rasgos reproductivos, endocrinos y metabdélicos
claves de las mujeres con SOP (Walters et al., 2018). Estos hallazgos respaldan un origen fetal para
la patogenia del SOP, donde se planteé la hipdtesis de que la programacion normal durante la
gestacion se ve interrumpida por niveles excesivos de andrégenos, lo que conduce a la
manifestacién de anomalias reproductivas, endocrinas y metabdlicas en la vida adulta (Xita et al.,
2006). Multiples lineas de evidencia han sugerido que los andrégenos que actlan a través del
receptor de andrégenos (AR) juegan un papel no solo importante, sino esencial, en la patogénesis
del SOP, ya que estos receptores se encuentran expresados a lo largo del eje Hipotalamo-hipdfisis-
ovario (H-H-0) y otros sitios clave en el SOP como higado y adipocitos. Una pregunta clave para
comprender el SOP es si los mecanismos intraovaricos o extraovdricos inician la patogenia del
sindrome. Los uUltimos conocimientos de modelos animales del SOP sugirieron que un mecanismo
extraovarico crucial sustenta el desarrollo del sindrome (Abbott et al., 2017). Las ratonas que
carecen de la accidn de receptores androgénicos en el cerebro fueron significativamente protegidas
contra muchas caracteristicas del SOP inducido por dihidrotestosterona (DHT) con rasgos de
desregulacion metabdlica, que incluyen obesidad, aumento de grasa visceral, dislipidemia e
hipertrofia pronunciada de adipocitos y esteatosis hepatica, esto parece indicar que el cerebro es el
sitio clave para el desarrollo de la patogénesis del SOP (Caldwell et al., 2018).

La alteracién de la regulaciéon neuroendocrina de la funcién ovérica también esta implicada
en los origenes del SOP. Recientes estudios de la Asociacion del Genoma Completo (GWAS por sus
siglas en inglés) identificaron polimorfismos en genes asociados con las gonadotropinas y sus
receptores: gen del receptor luteinizante/coriogonadotropina (LHCGR), genes relacionados al
receptor de la hormona foliculo estimulante (FSHR) y variaciones de genes en la subunidad beta de
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la hormona foliculo estimulante (FSHB). Los polimorfismos identificados hasta la fecha representan
solo una pequeia fraccion de la heredabilidad del SOP, lo que sugiere que los mecanismos
ambientales y epigenéticos pueden desempefiar un papel mucho mas importante en los origenes
de la patologia (Shi et al., 2012). Un historial familiar con SOP, por lo tanto, es también un factor de
riesgo para desarrollar el sindrome, ya que basado en la agrupacion de casos en familias, este es un
desorden hereditable (Sirmans et al., 2014). Entre los factores epigenéticos que pueden afectar el
SOP se encuentran una hipometilacién del receptor LHCGR, que conlleva a una mayor expresion
génica y mayor sensibilidad a LH (Abbott et al., 2019).

En las mujeres con SOP es comun el reporte de un aumento de la frecuencia del pulso de la
hormona luteinizante (LH) y un aumento en la proporcién de LH sobre la hormona foliculo
estimulante (FSH), lo cual sugiere una mayor estimulacion de la frecuencia del pulso de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y una mayor actividad de las neuronas GnRHérgicas rio arriba
en el hipotalamo. Las neuronas GnRHérgicas sirven como la salida final comun de la compleja red
neuronal que regula la funcidn reproductiva por lo que la actividad de la liberacion pulsatil de GnRH
depende en gran medida de la retroalimentacion homeostatica por medio de la sefializacién de las
hormonas esteroideas gonadales en el cerebro. Estas neuronas expresan el receptor de estrégeno
(ER) B; sin embargo, los receptores androgénicos, como ERa y el receptor de progesterona, no se
encuentran expresados (Walters et al., 2018). La regulacion de retroalimentacién negativa mediada
por esteroides es en gran medida indirecta y se facilita a través de la red neuronal que se encuentra
rio arriba de las neuronas GnRH. Hay evidencia de que las pacientes con SOP requieren
concentraciones mas altas de liberacién exdgena estradiol y progesterona para ralentizar la
liberacion pulsatil de alta frecuencia de LH (Pastor et al., 2018) (Chhabra et al., 2005).

La mayoria de las alteraciones en los circuitos cerebrales asociados con los déficits
reproductivos del SOP se identificaron en neuronas del nicleo arcuato, en especifico las neuronas
Kisspetina-Neuroquinina B- Dinorfina (KNDy) y las GABAérgicas. Las neuronas KNDy son importantes
en la liberacion pulsatil de GnRH, asi como la retroalimentacién de los esteroides gonadales sobre
las neuronas GnRHérgicas, ademas, se han informado cambios sutiles en la expresidn y el circuito
de KNDy en varios modelos animales del SOP (Navarro et al., 2012). Otro tipo de neuronas
importantes en la activacién de las neuronas GnRHérgicas son las GABAérgicas. Normalmente GABA
actla como un neurotransmisor inhibitorio en la mayoria del cerebro adulto, sin embargo, las
neuronas GnRHérgicas con frecuencia responden a GABA con excitacion debido a una mayor
concentracidn de cloruro intracelular. Experimentos en ratones expuestos a andrégenos de forma
prenatal mostraron una mayor inervacién de neuronas GABAérgicas con un aumento en la
frecuencia de activacién de las neuronas GABAérgicas. Esto sugiere que el aumento de la
sefializacion de GABA en el SOP puede ser responsable de impulsar el sistema hiperactivo de
GnRH/LH y sus consecuencias posteriores asociadas (Herbison et al., 2011).

La sefializacién de la hormona antimilleriana (AMH) en el cerebro ha sido implicada como
un actor potencial en el desarrollo y fisiopatologia del SOP. La AMH esta frecuentemente elevada
en mujeres con SOP debido a un mayor desarrollo de foliculos antrales pequefios y se ha informado
gue permanece elevada durante el embarazo en mujeres delgadas con SOP. Se ha demostrado que
una poblacidn significativa de neuronas GnRHérgicas tanto humanas como de ratdon expresan el
receptor de AMH, y que la AMH puede estimular directa y potentemente la actividad de activacion
de estas neuronas y aumentar la secrecién de LH dependiente de GnRH. Estos hallazgos sugieren
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que la AMH elevada puede ser mas que simplemente el resultado de un mayor desarrollo de
foliculos en el SOP y puede contribuir potencialmente a la fisiopatologia central (Tata et al., 2018)
(Cimino et al., 2016). En la figura 1 se resume la patogénesis del SOP, su origen neuroendocrinoy la
desregulacién en la retroalimentacidon hormonal.

Neuronas GABAérgicas

AMH Neuronas KNDy sensibles a

hormonas esteroideas
modifican la accién de las
neuronas GnRHérgicas

Neuronas
GnRHérgicas

Hipotalamo

Deterioro de la
retroalimentacion por
hormonas esteroideas

Hipofisis J

C /)

v - l' 3
‘9 Ovario o . Acné
£ . * Hirsutismo
g Andrégenos — .
N * Alopecia
- N\ » Anovulacién

(3) ~

Figura 1. El eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario en el SOP. La elevacion de LH y la disminucion de FSH en el SOP
(1) se han asociado a una elevacion de la liberacion pulsdtil de GnRH por las neuronas GnRHérgicas (2). Un
aumento de la proporcion de LH a FSH aumenta la hiperplasia de las células de la teca y una produccion elevada
de andrégenos (3) que contribuye a la apariencia poliquistica del ovario y afecta mdltiples tejidos sensibles a
los andrdgenos causando la clinica cldsica (4). La retroalimentacion negativa por hormonas esteroideas a
neuronas KNDy se ve alterada por los niveles elevados de andrdgenos (5) que contribuyen a una poblacion de
neuronas GnRHérgicas hiperactiva (6). Otros factores que contribuyen a la hipersecrecion de GnRH son el
aumento de la sefializacion de las neuronas GABAérgicas en exceso de andrégenos y el aumento de la
estimulacion directa de AMH en las neuronas GnRHérgicas (7). Moore y Campbell, 2017.



1.1.4 Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas del SOP incluyen hiperandrogenismo clinico en forma de
hirsutismo (el cual se presenta en el 70% de las pacientes con SOP), acné (el cual es menos comun
en el SOP y menos especifico que el hirsutismo) o alopecia. La irregularidad menstrual abarca
amenorrea primaria o secundaria, oligomenorrea, periodos irregulares y sangrado menstrual
abundante. Las pruebas clinicas muestran una morfologia ovarica poliquistica en ultrasonido, y/o
trastorno metabdlico en andlisis de sangre, incluyendo resistencia a la insulina, intolerancia a la
glucosa, obesidad y dislipidemia. Sin embargo, puede haber una marcada heterogeneidad en su
presentacion clinica (Morris et al., 2016). La resistencia a la insulina es un sintoma muy importante
en el SOP que puede desencadenar en hiperinsulinemia y conducir a diabetes mellitus tipo 2
(Sirmans et al., 2014). El alto nivel de insulina es el responsable del aumento en el depdsito de grasa
del drea abdominal, por lo cual, la mayoria de las mujeres con SOP tiene un indice de masa corporal
(IMC) igual o mayor a 30. Otras comorbilidades del SOP son hipertensién y problemas
cardiovasculares (Teede et al., 2010).

1.1.5 Asociacion del SOP con otras comorbilidades

Como fue descrito anteriormente, el Sindrome de Ovario Poliquistico tiene como
caracteristicas clinicas principales el hiperandrogenismo (clinico o bioquimico), disfuncién
ovulatoria y la presencia de ovarios poliquisticos. Sin embargo, existe una considerable variacion
interindividual en la presentacidon. Aunque no se requiere para el diagndstico, la presencia de
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia es comun y coloca a los afectados en un mayor riesgo de
diabetes y enfermedad cardiovascular. Por lo tanto, el SOP afecta negativamente la salud endocrina,
metabdlica y cardiovascular (Sirmans et a., 2014).

La diabetes tipo 1, tipo 2 y diabetes gestacional han sido asociadas a un incremento en la
prevalencia del SOP. En un estudio de prevalencia del SOP en la diabetes tipo 1 se encontrd en un
18.8% (Escobar-Morreale et al., 2000), la prevalencia de diabetes tipo 2 en el SOP ha sido estimada
del 26.7% (Peppard et al., 2001) y en un estudio de diabetes gestacional el SOP fue identificado en
16% de las pacientes estudiadas (Kashanian et al., 2008). La prevalencia de la resistencia a insulina
en el SOP varia desde 50-70%. La hiperinsulinemia produce un estado hiperandrogénico actuando
como una cogonadotropina con la hormona luteinizante (LH), aumentando la produccidon de
andrégenos por las células de la teca y reduciendo la produccién hepdtica de globulina
transportadora de hormonas sexuales, lo que da como resultado en concentraciones mas altas de
andrégenos libres (Tsilchorozidou et al., 2004). Se ha demostrado un mayor riesgo de dislipidemia
en SOP. Las anomalias de los lipidos incluyen la reduccién de la alta densidad lipoproteina-colesterol
(HDL-C), aumento de los triglicéridos, y aumento del colesterol de lipoproteinas de baja densidad
(LDL-C) (Sirmans et al., 2014).

Varios estudios concluyen que las mujeres con SOP tienen una prevalencia de hipertensién,
y esto se ha asociado a disfuncién endotelial posiblemente asociado a un incremento en los niveles
de endotelinay aldosterona relacionado a la resistencia a insulina, asi como a la obesidad (Diamanti-
Kandarakis et al., 2011) (Cascella et al., 2006).



Por ultimo, las mujeres con SOP tienen una prevalencia de distintos desérdenes de salud
mental. Un estudio reveld que el 35% de las mujeres con SOP estudiadas tenian depresién con
respecto al 10.7% del control. También se han informado resultados de mujeres con SOP para los
trastornos de ansiedad, donde los resultados oscilan entre 13 y 63%. Los desérdenes alimenticios
también parecen ser mas comun en el SOP con el 12,16 % de las mujeres con SOP en comparacion
con el 2,83 % de los controles (Hollinrake et al., 2007) (Dokras et al., 2017) (Lee et al., 2017).

1.1.6 Sindrome de Ovario Poliquistico y su afectacion al ovario

El SOP recibe su nombre por los multiples quistes que presentan los ovarios, lo cual conlleva
a anovulacion y/o trastornos menstruales que aparecen después de la menarca (Walters et al.,
2018). Las mujeres con SOP presentan ovarios agrandados de dos a cuatro veces, ademas hay
engrosamiento de la tunica albuginea e hiperplasia de las células de la teca con hipersecrecién de
andrégenos (Ozyurek et al., 2017). También, hay produccién crdnica de estrona que ocurre por la
conversion periférica de la androstenediona. La estrona aumenta la sensibilidad de la hipofisis al
factor liberador endégeno, resultando en secrecién exagerada y pulsatil de LH. Por otro lado, la
secrecion baja de FSH ocurre por la accién inhibitoria de los estréogenos (Deng et al., 2017). La
infertilidad afecta al 40% de las mujeres con SOP. El SOP es la causa mas comun de infertilidad
anovulatoria en mujeres de edad reproductiva. Aproximadamente el 90%-95% de las mujeres
anovulatorias que acuden a las clinicas de infertilidad tienen SOP (Sirmans y Pate, 2014). Se ha
reportado que el incremento de ROS por medio de la NADPH oxidasa (NOX 2) en el SOP conlleva a
apoptosis de células de la granulosa, que afecta la calidad de los ovocitos y reduce el éxito de
fertilizaciones in vitro de las pacientes (Lai et al., 2018). Las mujeres con SOP tienen un numero
normal de foliculos primordiales y los foliculos primarios y secundarios aumentan
significativamente. Sin embargo, debido a alteraciones en los factores involucrados en el desarrollo
folicular normal, el crecimiento folicular se detiene cuando los foliculos alcanzan un diametro de 4
a 8 mm. Debido a que no se desarrolla un foliculo dominante, no se produce la ovulacién y se reporta
mala calidad de los ovocitos (Teede et al., 2010) (Brassard et al., 2008).

1.1.7 Sindrome de Ovario Poliquistico y su afeccion al utero

En pacientes con SOP se ha reportado una reduccion en los niveles de fertilidad, ademas el
aborto espontaneo ocurre con mayor frecuencia en las pacientes con SOP con incidencias que
oscilan entre el 42%y el 73% (Jakubowicz et al., 2002) lo cual se ha reportado asociado con obesidad,
problemas cardiovasculares y metabdlicos en el SOP (Chakraborty et al., 2013). Lou et al. indicé que
las mujeres con SOP tienen un mayor riesgo de aborto espontdaneo después de la transferencia de
embriones euploides independientemente de la edad y el indice de masa corporal. Estos autores
plantearon la hipdtesis de que el trastorno endocrino que afecta la funcion endometrial en el SOP
podria ser un factor importante que contribuya a comprometer el resultado del embarazo (Lou et
al., 2017). Incluso se ha observado que, aunque se logre el embarazo, las mujeres con SOP tienen
significativamente una mayor cantidad de complicaciones durante el embarazo como diabetes
gestacional, trastornos hipertensivos y parto prematuro (Joham et al., 2016). Un informe sugirié que
la hiperinsulinemia afecta negativamente la funcion endometrial y el entorno preimplantacional al
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disminuir la expresiéon de glicodelina y proteina de unidn al factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGFBP-1). La glicodelina puede desempefiar un papel en la inhibicion de la respuesta inmunitaria
endometrial al embridn, y la IGFBP-1 parece facilitar los procesos de adhesién en la interfaz
fetomaterna. (Jakubowicz et al., 2001).

Se ha observado que los complejos trastornos endocrinos y metabdlicos que se desarrollan
en el SOP también afectan el endometrio y aumentan la tasa de hiperplasia y cancer endometrial
(Barry et al., 2014; Gottschau et al., 2015). La hiperplasia ocurre por la proliferacién de las glandulas
endometriales con tamafio y forma irregular, que aumentan la razén glandula/estroma (Usandizaga-
Pombo, 1966). La hiperplasia endometrial es una condicidn precancerosa que surge en presencia de
una exposicion crdnica a los estrégenos en oposicion a la progesterona. Esta patologia si no se trata,
progresa y se convierte en cancer endometrial, el riesgo aumenta en las mujeres con obesidad
(Charalampakis et al., 2016). A nivel celular, existen numerosos mecanismos potenciales para
promover la enfermedad neoplasica en mujeres con SOP como lo es el estado anovulatorio
prolongado, el hiperandrogenismo asociado con la accion de los estrogenos sin oposicion, (Key et
al., 1988) asi como la obesidad e hiperinsulinemia y/o la resistencia a la insulina. La obesidad se
relaciona con niveles altos de estradiol a partir de la aromatizacién de los andrdgenos en el tejido
adiposo a estrona y la conversidn a estradiol, mientras que la insulina promueve la proliferacion
celular a través del sistema IGF, ya que se ha reportado que en pacientes con SOP hay niveles
elevados de IGF-1 e IGF-2 los cuales al unirse a su receptor activan la proliferacion celular y suprimen
la apoptosis (Chen et al., 2013). Se ha demostrado una sobreexpresion de genes inflamatorios y
protooncogénicos, independiente del indice de masa corporal, en células estromales y epiteliales
de células endometriales aisladas en mujeres con SOP (Piltonen et al., 2013). La presencia de atipia
celular es el factor que favorece la progresion a cancer endometrial. Se ha encontrado que el 23 %
de las mujeres con hiperplasias atipicas desarrollan cancer endometrial en 4 afios posterior al
diagnéstico (Zeferino-Toquero et al., 2013). Se han informado las anormalidades del fenotipo, la
funcién y receptividad endometrial y se sugiere que el aborto puede ocurrir debido a estos cambios
endometriales (Wang et al., 2001; Giudice et al., 2006). El uso de progestina ciclica o el uso de
anticonceptivos orales en combinacidn con estrégeno y progestina puede ayudar a inhibir la
proliferacién endometrial (Badawy, Elnashar, 2011). Sin embargo, aproximadamente el 30% de las
mujeres con esta afeccién no responde al tratamiento con progesterona y sufre progresion a
hiperplasia atipica y transformacién adicional al cancer de endometrio (Aghajanova et al., 2010).

Se ha mostrado que las mujeres con SOP hipernadrogénicas presentan resistencia a la
progesterona (P4) en el endometrio (Savaris et al., 2011). La expresién de receptores de andrégenos
(AR) y estrégenos (ER) aumenta significativamente en el endometrio de mujeres con SOP, lo que
indica que el endometrio exhibe una alta sensibilidad a la accion de los esteroides (Villavicencio et
al., 2006). La expresién de los receptores a progesterona (PR) es en general mas alta en endometrio
del SOP ovulatorio, particularmente en el compartimiento del epitelio. Por lo tanto, la abundancia
de ER y PR en el epitelio, y no en el estroma del endometrio en fase secretora media puede indicar
una accién alterada de la progesterona en mujeres con SOP (Leon et al., 2008). La disminucién de la
capacidad de respuesta a la progesterona biodisponible en el endometrio de mujeres con SOP
implica resistencia a la progesterona. En mujeres con SOP, las funciones reguladoras de la
progesterona y la extraccidon de progesterona en el endometrio es deficiente secundario a ciclos
oligoovulatorios o anovulatorios. Esto da como resultado un nivel circulante bajo de estréogenos y
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cambios endometriales comparables a la fase folicular a lo largo del ciclo (Azziz et al., 2016). Por
otro lado, la conversion periférica de androstenediona a estrona en el tejido adiposo, asi como el
aumento de los niveles de estradiol libre y testosterona en el contexto de la hiperinsulinemia,
amplifica los efectos estimulantes y mitégenos de la exposicién al estradiol sin oposicidn. Esto puede
conducir a patrones de sangrado impredecibles y sangrado menstrual abundante (Deligeoroglou et
al., 2015).

Falta de maduracién del
ovocito

Anovulacién
Problemas de implantacion
Abortos espontaneos
Partos prematuros
Infertilidad

Figura 2. El SOP y sus afectaciones en el aparato reproductor femenino. En el ovario hay falta de maduracion
del ovocito que conlleva al desarrollo de quistes ovdricos. En el utero se presenta hiperplasia endometrial que
puede progresar a cdncer endometrial en las pacientes debido a las alteraciones hormonales. Las afectaciones
en la morfologia ovdrica y uterina causan problemas funcionales en la reproduccion como es la anovulacion,
problemas de implantacion, abortos espontdneos y partos prematuros causando infertilidad.

Esta bien establecido que el estrégeno aumenta la expresién endometrial de sus propios
receptores (ERo.y ERB) y el de AR (Slayden et al., 2001). La alta expresion de ER y AR observada en
estudios de pacientes con SOP puede explicarse en parte por la afeccidon hiperestrogénica sin
oposicion de progesterona. También se ha planteado que los estrégenos son mas "potentes" en SOP
a través de la accion de coactivadores. Gregory et al. indicaron una sobreexpresién de la familia de
coactivadores de receptores de esteroides p160 tanto en el endometrio proliferativo como en el
secretor. La expresidn mejorada de p160 representa un endometrio mds sensible a las acciones de
los estrégenos, que en paralelo con el aumento de la expresidn de ER explica la mayor incidencia de
anomalias endometriales en las mujeres con SOP. El aumento de la expresién de ERa en pacientes
ovulatorias con SOP puede contribuir a una mayor falla de implantacién y menores tasas de
embarazo en mujeres con SOP (Gregory et al., 2002).



Se ha observado un flujo sanguineo uterino anormal en mujeres con SOP (Palomba et al.,
2010). El endometrio es un tejido dependiente de hormonas esteroides. La alteracion en los niveles
de hormonas esteroides pueden ser responsables de la elevada resistencia al flujo sanguineo en el
utero de mujeres con SOP (Loverro et al., 2001). Se informd que el SOP se diagnostica con mayor
frecuencia en adolescentes con anomalias de sangrado uterino que requirié ingreso hospitalario y
se describieron las caracteristicas ecograficas del grosor endometrial y mediciones uterinas en un
grupo de adolescentes diagnosticadas con SOP. En este estudio, se reporté un aumento en el grosor
del endometrio y una disminucidn en la longitud uterina correlacionado a la exposicidn a estréogenos
sin oposicidon de la progesterona. Los autores plantearon la hipdtesis de que la longitud uterina mas
corta puede deberse al desequilibrio créonico entre los niveles de estrégenos y andrdgenos
(Maslyanskaya et al., 2017).

Los factores de transcripcion FOX y HOX juegan un papel vital en la diferenciacién del
endometrio y los receptores endometriales. Cermik et al. han reportado una disminucién de la
expresién de HOXA10 en el endometrio de pacientes oligoovulatorias con SOP en comparacion con
controles regulado negativamente por altos niveles de testosterona. Este efecto fue reversible por
un bloqueo de testosterona con flutamida. Por tanto, es posible que la receptividad también esté
alterada en estos pacientes (Cermik et al., 2003).

Giordano et al. mostraron un mayor nivel de sulfato de hepardn en el endometrio de
pacientes con SOP y llegaron a la conclusion de que el aumento de estos niveles en estas mujeres
puede conducir a una interferencia con la maternidad en cuanto al reconocimiento fetal (Giordano
et al., 2015). Un estudio de Piltonen et al. sugirid un perfil alterado de citocinas inflamatorias y
metaloproteinasas (MMP) en un subconjunto de endometrio con SOP que tuvo falla de
decidualizacién. Estos investigadores informaron un aumento en los niveles basales de IL-6 y MMP
en un cultivo de endometrio con SOP sin decidualizacién. Después del tratamiento con estradiol y
progesterona en el mismo subconjunto de muestras se observé un aumento en los niveles de IL-8 y
de MMP, en comparacion con los controles. El estudio indicd que la respuesta de decidualizacén
aberrante con una liberacion proinflamatoria concomitante de citocinas y MMP podria conducir a
un entorno endometrial subdptimo para la implantacién (Piltonen et al., 2013).

En un estudio por Leonhardt et al no se encontraron cambios morfoldgicos en el miometrio
de pacientes con SOP con respecto a controles, sin embargo, el peristaltismo uterino en un Utero
sin embarazo fue menos comun en mujeres con SOP. En condiciones normales, el peristaltismo
uterino es principalmente activo en el periodo periovulatorio, siendo la direccion dominante
cervicofundal, lo que sugiere su papel en el transporte de esperma, sin embargo, si estos cambios
en la peristalsis contribuyen en la infertilidad en el SOP no esta determinado (Leonhardt et al., 2012).
Por ultimo, en un estudio de modelos de ratas con SOP se demostraron contracciones uterinas mas
irregulares con mayor frecuencia y tono de reposo, pero no la amplitud de las contracciones
regulares, en comparacién con el grupo de control después de la exposicion a dos agonistas
contractiles: carbacol y oxitocina (Sajadi et al., 2018). Aunque existe informacién sobre marcadores
endometriales alterados en el SOP, hay poca informacién sobre los efectos del SOP en la morfologia
y funcidn uterina, embarazo, asi como la iniciacidn e induccidn del parto. Esto subraya la necesidad
de abordar estos temas en estudios futuros. Claramente, el Utero en el SOP merece mas atencién
(Hosseinzadeh et al., 2021).
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1.2 El valerato de estradiol como modelo de SOP en animales

El valerato de estradiol (VE) (figura 3) es un éster sintético que ha sido utilizado como
modelo de induccidn de SOP en roedores como la rata y ratona. En ambos roedores se utiliza una
sola administracion de VE para la induccién del sindrome (Maliqueo et al., 2014). En ratonas se ha
utilizado la dosis de 40mg/kg de peso utilizando la via subcutanea o intramuscular (Peyghambari et
al., 2014). En el estudio de Cruz et al., 2012 se demostrd que la administracion de VE en el periodo
prepuberal hace un modelo de SOP irreversible. (Cruz et al., 2012). El VE es metabolizado en higado
a 17-B-Estradiol y acido valérico, aumentando la cantidad de Estradiol a nivel periférico, efecto que
inhibe la secrecién de la hormona foliculo estimulante (FSH) y estimula la liberacién de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) resultando a su vez en un aumento de la liberacién de la
hormona luteinizante (LH). De esta forma se desregula el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (H-H-0)
similar a la fisiopatologia del SOP en humanos (Rodriguez-Flores, 2011). De acuerdo con Brawer et
al., 1986 se necesita un tiempo de evolucion del sindrome de 30 a 60 dias. Entre las caracteristicas
del modelo de VE esta la presencia de aciclicidad mostrando un estro permanente, anovulacion,
ovarios pequeios con presencia de quistes ovaricos, atresia folicular y ausencia de cuerpos Iuteos
(Osuka et al., 2019; Maliqueo et al., 2016). En el Utero se reporta un aumento en el grosor uterino
y mitosis del epitelio luminal y glandular ademas de un cambio en el patréon de expresién de
integrinas en el endometrio (Mirabolghasemi et al., 2017; Peyhghambari et al., 2014).Algunas de las
diferencias del modelo de VE con respecto a otros es que los animales no muestran resistencia a
insulina ni aumento de peso (muestran patrones de disminucién o ninglin cambio significativo); sin
embargo, presentan un aumento en la presidn sanguinea por un aumento en el tono simpatico
(Stener-Victorin et al.,, 2005). Por lo anterior, el modelo de VE permite evaluar los aspectos
nerviosos, inflamatorios, hormonales, genéticos y moleculares del SOP, eliminando los aspectos
metabdlicos como el aumento de peso y resistencia a insulina (Monterrosas-Santamaria, 2020).

Figura 3. Estructura quimica del valerato de estradiol. El VE estd compuesto por un dcido valérico (también
conocido como dcido pentanoico) unido por un enlace éster a una molécula de 17-8-estradiol ((17B)-estra-
1,3,5(10)-triene-3,17-diol). Pubchem CID: 13791.
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1.3 Receptor de potencial transitorio a vaniloide miembro 1 (TRPV1)

La superfamilia de genes de receptores de potencial transitorio (TRP) de mamiferos consta
de 28 productos génicos diferentes que codifican canales de cationes no selectivos que juegan una
amplia diversidad de funciones fisioldgicas (Messeguer et al., 2006). Los miembros de esta
superfamilia son principalmente permeables a los cationes, especialmente a Ca*?, que es necesario
para muchos procesos celulares, incluida la proliferacion celular, la transcripcién génica y la muerte
celular (Zsombok, 2013). La diversidad molecular de las proteinas TRP se correlaciona con su amplio
numero de funciones bioldgicas, que van desde la fertilidad hasta la visidn, el gusto, el olfato, la
osmo/mecanosensacion y la nocicepcion. Por lo tanto, los canales TRP constituyen una familia de
receptores sensoriales (Montell et al., 2002).

Basado en su homologia de secuencia, los canales TRP de mamiferos se subdividen en seis
familias: familia TRP cldsica o candnica (TRPC); familia relacionada con la melastatina (TRPM); familia
relacionada con policistina (TRPP); familia de anquirina (TRPA); familia relacionada con mucolipina
(TRPML); familia potencial no mecanorreceptor C (TRPN); y familia vanilloide (TRPV). La familia
TRPV es uno de los canales TRP mds estudiados. La familia TRPV tiene seis miembros: TRPV1-TRPV6.
Los canales TRPV1-TRPV4 son canales activados por la temperatura y también podrian activarse
mediante estimulos fisicos y quimicos, incluidos numerosos ligandos enddgenos y exdgenos (Nillius
et al., 2007). El receptor de potencial transitorio a vaniloide miembro 1 (TRPV1) fue identificado y
clonado en 1997 y es el primer miembro identificado de la subfamilia TRPV (Caterina et al., 1997).

El gen trpvl de Mus musculus codifica para el receptor TRPV1 el cual este compuesto por
839 aminoacidos y tiene un peso molecular de 95kDa (GenBank AY445519.1). Estructuralmente el
receptor TRPV1 estd conformado por una region N y C terminal intracelular y una region
transmembranal. La regidon N-terminal intracelular estd compuesta por 400 aminoacidos que
contiene 3 dominios de ankirina, los cuales son sitios de interaccion proteina-proteina con proteinas
citosdlicas ademas de contar con secuencias consenso para proteinas cinasas. La regién C-terminal
intracelular contiene un dominio TRP cerca del dominio transmembranal S6 ademds de sitios de
unién a fosfoinositido y calmodulina, asi como diversos sitios de fosforilacidn, los cuales pueden
sensibilizar o desensibilizar al receptor. La regién transmembranal consta de 6 dominios
transmembranales (S1-S6), donde entre el quinto y sexto dominio, se encuentra una regién
anfipatica que es un poro para cationes divalentes y monovalentes (Ca*? > Mg*? > Na* =~ K*~Cs*). Esta
region contiene acidos glutdmicos que estan involucrados en la activacion del receptor dependiente
del pH (Caterina et al., 2001). En el cuarto dominio transmembranal se encuentra el sitio de unién
a vaniloides (Abdel-Salam, 2014). Los receptores TRPV1 son selectivos para el Ca*?, en donde la
permeabilidad a este idn es favorecida por el Glu-648 y el Asp-646 (Myers, et al, 2008). En la Figura
4 se observa la representacién de la topologia del receptor TRPV1 con sus principales dominios
funcionales. Los receptores TRPV1 se encuentran de forma bioldgica como tetrdmero ensamblado
alrededor de un poro acuoso central. La forma tetramérica se puede encontrar como
homotetramero y/o heterotetramero, en cuyo caso pueden asociarse con subunidades de los
receptores TRPV3 o TRPV4 (Smith et al., 2009).
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Figura 4. Representacion de la topologia del receptor TRPV1 con sus principales dominios funcionales. E/
receptor TRPV1 se encuentra de forma funcional como un tetrdmero con sus subunidades dispuestas alrededor
de un poro catidnico. En la figura se resalta solo una subunidad en color. Los cilindros representan los 6
dominios transmembranales. En la region N-terminal intracelular se representan las repeticiones de ankirina
(ARD). En la region C-terminal intracelular se representa el dominio TRP. De acuerdo con la simbologia se
marcan los aminodcidos importantes para modificar la funcionalidad del receptor TRPV1. Shuba, 2021.

El receptor TRPV1 es un canal catiénico no selectivo dependiente de ligando con alta
permeabilidad a Ca*2. Su activacidn puede ser mediada por ligandos endégenos como anandamida,
N-araquidonil-dopamina, bradicinina, histamina y oleiletanolamina (OEA); ligando exégenos como
capsaicina (Capsaicina ECso=0.7 uM), toxina resinifera, olvanil, alicina, alcanfor y piperina; ademds
de otros procesos como temperaturas cerca de 42°C, pH <6.0, estiramiento, presion y estimulos
eléctricos (Caterina et al., 1997; Nilius et al., 2008).

El receptor TRPV1 se identificé por primera vez en neuronas del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) y el ganglio trigémino (TG). También se expresa altamente en las terminales nerviosas
espinales y periféricas. La activacién de los receptores TRPV1 permite la entrada de los cationes,
despolarizando la membrana celular de las fibras aferentes C y AS y con ello se liberan péptidos
como la sustancia P (SP), el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), glutamato (G)
y péptido intestinal vasoactivo (VIP). En las neuronas de la asta dorsal de la médula espinal, estos
péptidos permiten la transmisidn nociceptiva hacia el SNC (Messeguer et al., 2006).
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1.3.1 Capsaicina como agonista del receptor TRPV1

La capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-nonenamida) es el principal agente de las especies de
pimiento. Esta especie se ha convertido en una especie culinaria popular en todo el mundo,
especialmente en Latinoamérica y el sur de Asia. El pimiento se conoce con varios nombres como
chile, pimiento rojo, pimentdn, pimienta de cayena, tabasco, jalapefio o con su antiguo nombre aji.
(Srinivasan, 2016; Chapa-Oliver et al., 2016; Abdel-Salam, 2014). En la figura 5 se muestra la
estructura quimica de la capsaicina y sus 3 grupos principales. La capsaicina se ha utilizado como
herramienta farmacolégica para estudiar las funciones del receptor TRPV1, esto debido a que se
une de manera especifica al receptor.
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Figura 5. Estructura quimica de la capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-nonenamida). En un circulo rojo se observa
la cabeza o grupo vanillil, en azul el cuello conformado por un enlace amida y por ultimo en verde la cola
hidrofoba. Pubchem CID 1548943.

La capsaicina produce dolor e inflamacién cuando se coloca sobre la piel o las membranas
mucosas. Esta respuesta es consecuencia de la activacidon de los receptores TRPV1 dentro de los
nociceptores C y AS e induce la liberacién de péptidos y otros transmisores desde sus terminales
periféricas y centrales (Abdel-Salam, 2014). La capsaicina se une al receptor TRPV1 en la region
transmembranal S2-54 con alta afinidad mediada por interacciones entre el grupo vanilloide de la
capsaicina y el anillo de benceno de residuos aromaticos (Jordt y Julius 2002). La ARD de la region
N-terminal contiene un sitio de unién a ATP y un sitio de union a Ca-calmodulina (Lishko et al., 2007).
El fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP;) se une al extremo C-terminal del receptor e inhibe la
activacion de canales (Prescott y Julius 2003). EI ATP o PIP, evitan la desensibilizacion a las
aplicaciones repetidas de capsaicina, mientras que, la calmodulina tiene el efecto contrario (Lishko
et al., 2007). A concentraciones altas de capsaicina (> ECs0=0.7 UM ) se activa la corriente de Ca*? que
conduce a la necrosis de las células, sin embargo, a concentraciones bajas (< ECs0=0.7 uM), hay
despolarizacién de la membrana lo que produce la liberacidon de péptidos como el CGRP y la SP
(Tominaga y Tominaga, 2005). Por estos antecedentes, la capsaicina se ha usado como agente para
causar denervacién o para estimular de manera especifica a las fibras sensoriales que poseen los
receptores TRPV1 (Bonnington y McNaugthon, 2003; Messeguer et al., 2006; Erdost et al., 2009).
Estudios previos realizados en el laboratorio de Neuroendocrinologia de la FCQ-BUAP han
encontrado que, en las cobayas, la capsaicina a dosis altas (30mM y 1 uM) atrasa la pubertad y
disminuye la cantidad de receptores TRPV1 en los ovarios, en el DRG y en la médula espinal (Alatriste
et al., 2013).
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1.3.2 El receptor TRPV1 en la biologia de la reproduccion

El receptor TRPV1 se ha encontrado ampliamente en el tejido neuronal, como por ejemplo
en neuronas del ganglio de la raiz dorsal, del ganglio trigémino y ganglio nodoso, ademas de zonas
como el hipotdlamo, cerebelo, corteza cerebral, mesencéfalo, bulbo olfatorio, puente de Varolio,
médula, hipocampo, tdlamo, amigdala y sustancia nigra (Nillius et al., 2008).

El receptor TRPV1 también se ha encontrado en varios érganos periféricos participando en
funciones diversas. En la siguiente tabla se mencionan algunas de ellas.

Tipo celular o tejido Funcion Referencias
Células ciliadas de | Reflejo de tos mediante la | Leeetal., 2002
bronquios y bronquiolos motilidad de células ciliadas

Vejiga urinaria Relajacion del esfinter para el | De Schepper et al., 2008
vaciamiento de la orina a través de
mecanocepcidn

Queratinocitos Nocicepcion a través de la | Birder etal., 2001
liberacién de neurotranmisores

Mastocitos Inflamacién a través de la | Stander et al., 2004
liberacién de mediadores
proalgésicos de mastocitos

Tracto gastrointestinal Engrosamiendo de la barrera | Yamamoto et al., 2001
protectora del estémago y el
duodeno

Vasos sanguineos Constriccién miogénica de Bayliss a | Scotland et al., 2004

través de la liberacidon de sustancia
P y neuropéptidos vasoactivos

Corazén Proteccién al miocardio a través de | Streckcer et al., 2005
la liberacién de CGRP

Foliculos pilosos Proliferacion y  diferenciacién | Nilius et al., 2006; Vennekins
celular por medio de la activacion | et al., 2008; Lee et al., 2009;
de PKC, PKA y NF-KB Bodo et al., 2005

Tabla 1. Funciones del receptor TRPV1 en diversos tipos celulares.

Ademas de la demostracién de expresion y funcionalidad del receptor TRPV1 en diversos
drganos periféricos, también se ha demostrado su presencia y se ha empezado una busqueda de
funcién bioldgica en los érganos reproductores. En el tracto genital masculino de ratas se ha
detectado el mRNA del receptor TRPV1 en los testiculos, la préostata y el pene. De manera similar,
se ha aislado mRNA de TRPV1 humano de los testiculos, tubulos seminiferos, corpus cavernoso,
glande y su piel suprayacente, piel del escroto y préstata (Stein et al., 2004). Ademas, el receptor
TRPV1 se ha encontrado en las células de Sertoli, donde regulaba la acidez del microambiente
extracelular, que es crucial para mantener la fertilidad masculina (Auzanneau et al., 2008). Los
ratones KO del receptor TRPV1 presentan hipertermia testicular, lo que resulta en el agotamiento
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masivo de células germinales de los tubulos seminiferos (Mirzak et al., 2008). En la prdstata humana,
TRPV1 también se ha descrito en aferentes primarios que recorren la mucosa uretral, utriculo
prostatico, conductos eyaculatorios y el acino prostatico periuretral, tanto por inmunocitoquimica
como por Western Blot. La rica inervacién sensorial del receptor TRPV1 en la préstata humana juega
un papel importante en el desarrollo de prostatitis crénica, donde la sensacién de quemazén es la
descripcién principal del dolor en estos pacientes, ya sea al orinar o eyacular y estad directamente
relacionado con la activacion de las fibras positivas a TRPV1 (Dinis et al., 2005).

En los ovarios y Utero también se cuenta con la presencia del receptor TRPV1 tanto en tejido
como por las fibras sensoriales que lo inervan. Las fibras sensoriales estan representadas por las
fibras Cy A§, las cuales provienen de los DRGs localizados en los segmentos espinales L2-L5 (Aguado,
2002). Dichas fibras llegan a los ovarios y oviductos a través del plexo ovarico, y al Utero por el plexo
uterino (Gargett et al, 2001; Malin et al, 2009; Forrest y Keast, 2008). Se ha encontrado que estas
fibras contienen ademas a otros receptores de la familia TRP como TRPV4, TRPV6 Y TRPC1
(Ernsberger, 2009). Los receptores TRP integran informacion sobre el estado de vascularizacién de
organos periféricos y perciben estiramiento y presidn. Dicha informacién es transmitida al SNC por
medio de las vias nerviosas ascendentes (Aguado, 2002), sin embargo, el papel de los receptores
TRPV1 en los érganos del sistema reproductor femenino no ha sido completamente estudiado.
Debido a estudios de denervacidn sensorial realizados con capsaicina, se ha propuesto un papel del
receptor TRPV1 en la modulacién del desarrollo folicular de los ovarios, en el inicio de la pubertad
(Alatriste et al., 2013) y en la secreciéon de estradiol y progesterona por los ovarios, donde también
se observd que la inervacién sensorial varia a lo largo del ciclo estral en ratas (Moran et al., 2003;
Trujillo et al., 2004).

En las biopsias endometriales, se ha demostrado que la expresién del canal TRP fluctia a lo
largo del ciclo menstrual. Ademas, los altos niveles de ARNm para TRPV1, TRPV2, TRPV4, TRPC1/4,
TRPC6, TRPM4 y TRPM7, y la expresion funcional de TRPV2, TRPV4, TRPC6 y TRPM7 fue ilustrada en
células primarias del estroma endometrial humano (hESC) (Persoons et al.,, 2018).
Desafortunadamente, la regulacidn de los canales TRP por las hormonas sexuales esteroides en el
endometrio solo se ha estudiado para una cantidad limitada de canales y estos estudios no incluyen
al receptor TRPV1 (De Clercq et al., 2015). En 2016 se estudio la regulacién estrogénica sobre el
receptor TRPV1 donde se observé que la administraciéon de Dietiletilbestrol (DES), un agonista no
selectivo del receptor estrogénico promovid la regulacién al alza del mRNA del receptor TRPV1 en
ratas sexualmente inmaduras y maduras, asi como su expresién y la administraciéon de 17-B-
estradiol, un potenciador selectivo del receptor estrogénico alfa, aumento la expresién del receptor
TRPV1. Ademas, se observé que la activacion del receptor TRPV1 regula al alza el mRNA mensajero
del mismo (Pohdczky et al., 2016).

Un estudio sobre la denervaciéon sensorial con capsaicina demostré que ademas de
mostrarse alteraciones en la morfologia y funcién ovdérica (disminucién de foliculos ovaricos y
disminucién de la secrecion de estradiol y progesterona) también hay una disminucién en la
concepcidn, ya que de las ratas denervadas que procedian a la copulacién solo 6 de 23 tuvieron
crias. Sin embargo, en este estudio no se observaron cambios en el grosor uterino (Moran et al.,
2003). En un estudio que investigd la inervacion del receptor TRPV1 del Utero humano durante el
embarazo y el parto, se observaron fibras TRPV1-IR dispersas por todo el estroma, alrededor de los
vasos sanguineos y con mayor frecuencia en el subepitelio del cuello uterino. Durante el embarazo
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se observd una desaparicidn casi total de fibras TRPV1-IR, sin embargo, la inervacién cervical se
mantuvo alta durante el embarazo y el trabajo de parto probablemente siendo responsable del
dolor durante la maduracién cervical. Ademas, las fibras que expresan el receptor TRPV1
aumentaron significativamente en la epidermis vulvar y la dermis superficial (Tingaker et al., 2008).

Los aferentes cervicales uterinos de rata en el nervio hipogastrico expresan el receptor
TRPV1 y se ha demostrado que los estrégenos amplifican la respuesta a los estimulos dolorosos del
cuello uterino debido a un aumento de la expresién de TRPV1 en las neuronas sensoriales primarias
que inervan el Utero (Yan et al., 2007). Las neuronas que inervan al Utero se encuentran en la regién
lumbar (L1) y sacra (S1-S3) de la médula espinal y expresan receptores TRPV1 Y P2X3, receptores
purinérgicos dependientes de ATP, ambos implicados en el dolor, estas neuronas también inervan
al colén y al recto. Estos hallazgos fueron interpretados por la interaccidn cruzada de las fibras
sensoriales que ocurre a nivel de los DRG, lo que explica los sindromes de dolor funcional que afecta
a varios érganos de la pelvis a la vez (Chaban, 2008). En la adenomiosis hay invasion de glandulas
endometriales y de células del estroma del miometrio que contribuyen al crecimiento del Gtero. Las
mujeres presentan dismenorrea, menorragia y baja fertilidad. Es una enfermedad que compromete
a las terminales nerviosas periféricas de las prostaglandinas E2 (PGE2) y los prostanoides E que
sensibilizan a los receptores TRPV1 produciendo hiperalgesia y dolor. Estas manifestaciones clinicas
coinciden con el aumento en la expresién de los receptores TRPV1 y receptores a oxitocina (OTR)
en las células musculares del Utero. Durante esta enfermedad, el aumento de lainmunorreactividad
a los receptores TRPV1 Y OTR se ha asociado con la gravedad de la dismenorrea. Es aceptado que el
crecimiento neuronal anormal en el Utero contribuye a las disfunciones y a la infertilidad. Sin
embargo, se requieren mas estudios para esclarecer la posible relacién de los eventos morfoldgicos
y funcionales del Utero relacionados con este topico (Nie et al., 2010; Newman et al., 2013). Estudios
realizados en células estromales endometriales ectdpicas de pacientes con endometriomas se
observé un aumento de fibras positivas al receptor TRPV1 con respecto a pacientes control y
correlacionando con la severidad de la dismenorrea. También se observd que la actividad del
receptor TRPV1 podia inducir la liberacion de IL-1 y éxido nitrico (Liu et al., 2012).
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1.4 Implicaciones del receptor TRPV1 en el Sindrome de Ovario Poliquistico

El posible rol del receptor TRPV1 en la etiologia del SOP solo ha sido investigado en
neutréfilos, donde se observd que los niveles de peroxidacion lipidica y de calcio intracelular fueron
mayores en neutréfilos de pacientes con SOP que los controles y que estos se reducian con la
incubacién de los neutrdfilos con Selenio y Capsazepina (un antagonista del receptor TRPV1). Por lo
que los autores concluyeron que el Selenio parecia proporcionar un efecto protector contra el estrés
oxidativo y la entrada de Ca*? a través de la modulacién de los canales de calcio TRPV1 de los
neutréfilos (Kése et al., 2014). El mismo grupo estudid el efecto de la N-acetilcisteina (NAC) y
Capsazepina sobre los receptores TRPV1 de neutrdfilos de pacientes con SOP, en este estudio se
demostré que los valores de calcio intracelular, peroxidacidn lipidica de neutrdfilos, apoptosis,
caspasa-3, caspasa-9, produccion de especies reactivas de oxigeno citosélico y despolarizacion de la
membrana mitocondrial disminuyeron con el tratamiento con NAC. Ademas, los niveles séricos de
peroxidacion lipidica, hormona luteinizante, testosterona, insulina, IL-18 y homocisteina
disminuyeron, aunque aumentd la vitamina A sérica, el betacaroteno, la vitamina E y el estado
antioxidante total. En conclusién, la NAC redujo el estrés oxidativo, la apoptosis, los niveles de
citocinas y la entrada de Ca*? a través del canal TRPV1, lo que brinda evidencia de apoyo de que el
estrés oxidativo y el canal TRPV1 juegan un papel clave en la etiologia del SOP (Kdse et al., 2015).

El rol del receptor TRPV1 en la etiologia del SOP no ha sido estudiado a nivel del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario, donde se conoce que hay una disfuncidn clave para la patogénesis del
SOP. Como se ha mencionado anteriormente, en pacientes con SOP se ha observado hiperplasia
endometrial debido a un aumento de la razén glandula-estroma, asi como un aumento en la
incidencia de hiperplasia endometrial. El Gtero es un tejido dependiente de hormonas esteroideas,
por lo que la alteracién de los niveles hormonales en el SOP podria estar implicado en los cambios
morfoldgicos uterinos. Se ha sugerido que el receptor TRPV1 es modulado por la activacién de los
receptores estrogénicos ademads de fluctuar a lo largo del ciclo estral, por lo que su funcién y
expresion podria verse alterada durante el SOP.

En pacientes con SOP varios estudios muestran una desregulacidn de los niveles de calcio,
gue contribuye al arresto folicular, resultando en disfunciones reproductivas y menstruales. Ademas
de que un estudio piloto en el que se administrd calcio, vitamina D y metformina a pacientes con
SOP observé un aumento en la cantidad de foliculos dominantes después de 2-3 meses en
comparacién con administracion de solamente metformina (Rashidi et al., 2009).

La migracién, la adhesidn, la proliferacidn y la neuroangiogénesis son procesos complejos
en los que el calcio se describe como un regulador importante (Wei et al., 2012; Capiod, 2011). Por
lo tanto, los canales idnicos son candidatos interesantes para regular estos procesos, ya que la
activacion de los canales idnicos puede modular las concentraciones de calcio intracelular. La
superfamilia de canales de potencial receptor transitorio (TRP) se presenta como un buen candidato
para regular estos procesos. (Deliot et al., 2015: Becchetti et al., 2010). En cancer, se han observado
cambios en la expresion y funcionalidad de los receptores TRP de las células cancerosas (figura 7).
Se ha demostrado el papel del receptor TRPV1 en la proliferacidn celular, donde se observa que el
efecto de la capsaicina sobre la proliferaciéon es dependiente de su concentracion: a bajas dosis
(rangos de orden nM y uM), promueve la proliferacidon de células cancerosas y a altas dosis (en
orden mM), la detiene. También se ha estudiado el rol del receptor TRPV1 en la muerte celular,
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donde su agonismo promueve principalmente la apoptosis a través del incremento de calcio
intracelular, la via p53, p38, aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS), entre otras (Li et al.,
2021). Ejemplos de esto pueden ser el agonismo del receptor TRPV1 con Araquidonil-etanolamida
(AEA) y AEA/Cannabidiol que aumentan la apoptosis en células cancerigenas de cervix uterino
humano y células cancerigenas endometriales humanas respectivamente (Contassot et al., 2004)
(Fonseca et al., 2018). El receptor TRPV1 tiene un rol en la migracidn e invasion celular, donde se ha
observado que, de manera general, a dosis altas y bajos tiempos de exposicién de agonistas puede
promover la migracién celular a través del aumento de calcio intracelular. En cuanto a la invasion
celular, se ha observado que el receptor TRPV1 funciona como un represor de la invasidn
promoviendo la expresidn de moléculas de adhesion como ICAM-1 y E-cadherina, y disminuyendo
la expresién de colagenasas como la MMP2 y MMP9 (Li et al., 2021) Por ultimo, se observé que el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) transactiva al receptor TRPV1 incrementando el
calcio intracelular, importante para mecanismos de angiogénesis como la activacién de la calcio
calmodulina cinasa Il (CaMKIl) y la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) (Walcher et al., 2018).

®e

Calor &

H+

Capsaicina -
Lipidos endégenos

4

Extracelular

OOOCO0O0

PPPPIPPR
OOOCO0OO0

Intracelular
\j \j
Muerte celular I Angiogénesi
n enesis
Y
Proliferacion celular
\j

Figura 6. Efectos de la activacion del receptor TRPV1 en cdncer. Varios estudios han demostrado que,
dependiendo de la concentracion de agonistas utilizados, el receptor TRPV1 puede tener funciones contrarias
como lo es la muerte y proliferacion celular, asi como migracion e invasion en células cancerosas. Ademds de
una funcion importante en la angiogénesis.
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2. Justificacion:

El SOP es un trastorno neuroendocrino conocido como la principal causa de infertilidad en
mujeres de edad reproductiva (Deans et al., 2019). La infertilidad causada por el SOP es
principalmente por la baja calidad de ovocitos y la falta de maduracién de los évulos lo cual causa
oligoovulacién y/o anovulacién (Teede et al., 2010). Aunque estos problemas son tratados
farmacolégicamente, se siguen reportando problemas de implantacién y varias complicaciones
durante el embarazo como abortos espontdneos, diabetes gestacional, trastornos hipertensivos y
partos prematuros (Jakubowicz et al., 2002). Ademas, se ha reportado que en el Gtero durante el
SOP hay un aumento en la hiperplasia endometrial debido a un aumento en la razdn
glandula/estroma y atipia acelular, lo cual puede progresar a cancer endometrial (Charalampakis et
al., 2016). El utero es un drgano dependiente de hormonas esteroideas por lo que los cambios en
los niveles hormonales durante el SOP podrian estar implicados en el origen de estas anormalidades
fenotipicas y funcionales del Utero.

Por otra parte, el receptor TRPV1 ha sido identificado en ovarios y Utero, asi como las fibras
sensoriales que los inervan (Alatriste et al.,, 2013; Pohdczky et al., 2016). En el laboratorio de
Neuroendocrinologia de la BUAP se ha estudiado la participacién de los receptores TRPV1 en el
desarrollo folicular en ovarios y en el inicio de la pubertad. En el Utero, se ha observado que el
receptor TRPV1 estd implicado en el proceso de parto por via sensorial, ademas, se ha observado
que la expresion del receptor TRPV1 fluctia a lo largo del ciclo estral y tiene una regulacion
estrogénica, por lo que las alteraciones hormonales durante el SOP podrian estar afectando su
expresion (Tingaker et al., 2008; Persoons et al., 2018). Varios estudios sobre la activacion de los
receptores TRPV1 con capsaicina han demostrado que, a bajas concentraciones, el receptor TRPV1
promueve la proliferacion y diferenciacidon celular por medio de la entrada de Ca®* a la célula
(Tominaga y Tominaga, 2005). Por lo antes expuesto, se propone que la estimulacién de los
receptores TRPV1 con capsaicina 1y 10 nM en ratonas CD1 inducidas con SOP seria Util para conocer
el papel que pueda tener este receptor en el desarrollo celular del utero.
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3. Hipotesis:

La estimulacién del receptor TRPV1 con capsaicina 1y 10 nM modula el desarrollo celular
del Utero en ratonas CD1 con Sindrome de Ovario Poliquistico inducido con valerato de estradiol.

4. Objetivos:

4.1 Objetivo general:

Conocer el efecto de la administracién de capsaicina sobre el desarrollo celular del Utero de
ratonas CD1 con Sindrome de Ovario Poliquistico inducido con valerato de estradiol.

4.2 Objetivos especificos:

1. Identificar el sitio de unidn de la capsaicina en el receptor TRPV1 mediante un acoplamiento
molecular in silico.

2. Conocer las diferencias en el grosor de las capas uterinas (perimetrio, endometrio y
miometrio) durante el SOP inducido con valerato de estradiol y durante la administracidon
con capsaicina 1y 10 nM.

3. Conocer las diferencias entre el nimero de glandulas endometriales durante el SOP
inducido con valerato de estradiol y durante la administracidn con capsaicina 1y 10 nM.

4. Evaluar lamorfologia celular de las capas uterinas y glandulas endometriales durante el SOP
inducido con valerato de estradiol y durante la administracién con capsaicina 1y 10 nM.

5. Evaluar la semicuantificacién del receptor TRPV1 en las capas uterinas durante el SOP
inducido con valerato de estradiol y durante la administracién con capsaicina 1y 10 nM.
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5.2  Materiales y métodos.

Experimento in silico
Docking molecular

El procedimiento fue realizado en la plataforma Schrédinger. La preparacién de la proteina
TRPV1 en su version funcional tetramérica (PDB ID: 7LR0) se realizd con la herramienta Protein
Preparation Wizard. La preparacion del ligando capsaicina (PubChem CID: 1548943) se realizé con
la herramienta Ligprep. El acoplamiento molecular se calculé con Glide seleccionando las zonas
transmembranal y citoplasmatica como posibles sitios de interaccion.

Después de realizar el docking molecular entre la proteina TRPV1 y su ligando capsaicina, se
realizd nuevamente el docking insertando a la proteina en un modelo de membrana endotelial (1,2
palmitoyl-oleoyl-sn-glyecero-3-phosphocolina, aberviado como POPC) para asemejar lo mas posible
a las condiciones in vivo de las interacciones receptor TRPV1-capsaicina en el Utero. Se volvieron a
seleccionar las zonas transmembranal y citoplasmatica como posibles sitios de interaccion. Los
resultados de interacciones espaciales y particulares con residuos de la proteina se observaron con
el visualizador integrado Maestro.Se obtuvieron las energias de interaccidn (Kcal/mol) de cada sitio
encontrado y se calculd la constante de disociacidn (Kp) en orden micromolar (LM) con la siguiente
férmula:

K, = ebG/RT

(@ Schrodinger

Docking con

membrana endotelial
(POPC})

Figura 7. Diagrama de trabajo seguido para realizar el procedimiento de docking molecular en la plataforma
de Schrédinger.

Experimento in vivo
Animales

Se trabajé con 40 ratonas CD1 de 20 dias de edad (P20) provenientes del Bioterio Claude
Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Las ratonas se mantuvieron en
cautiverio con ciclos de luz/oscuridad 12-12 horas, agua y alimento ad libitum siguiendo los
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lineamientos de la NOM-062-Z00-1999 para el cuidado de los animales de laboratorio. Las ratonas
se asignaron de manera aleatoria a los grupos de trabajo. Se formaron cinco grupos de trabajo cada
uno con una n=8 (control, vehiculo, VE, VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM). Diariamente se realizo el
registro de peso de cada ratona.

Induccion del Sindrome de Ovario Poliquistico

La inducciéon del SOP se realizé en los grupos VE, VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM al P24
realizando una administracién de valerato de estradiol (40 mg/kg en 0.4mL de aceite de maiz) por
via subcutdnea (dosis de acuerdo con el trabajo de Peyghambari et al., 2014). El mismo dia se realizd
la administracion del grupo vehiculo (0.4mL de aceite de maiz) via subcutanea. Se dio un tiempo de
evolucidn del SOP de 40 dias posterior a la administracion (tiempo promedio de acuerdo con el
trabajo de Brawer et al., 1986).

Determinacion de la primera apertura vaginal (PAV)

La PAV se determind por la observacion diaria de la zona ano-genital de cada ratona para
verificar la presencia o ausencia de la membrana vaginal. La ausencia de la membrana vaginal se
determind como la primera apertura vaginal (procedimiento de acuerdo con Cruz et al., 2012).

Seguimiento del ciclo estral

Posterior a la PAV se realizé el seguimiento del ciclo estral por medio de un frotis vaginal
diario. Los frotis vaginales fueron tefidos con Hematoxilina-Eosina y fueron observados al
microscopio a 10X para poder identificar la fase del ciclo de acuerdo con los tipos celulares
observados (identificacidn de fases del ciclo estral de acuerdo con lo descrito por Byers et al., 2012).

Administracion de capsaicina

Después del tiempo de evolucién del SOP (P64), la administracion de capsaicina se realizé a
las ratonas de los grupos VE/Caps 1 nM (27 ug/Kg) y VE/Caps 10 nM (270 pg/kg) via subcutanea en
la zona dorsal entre las vértebras L4-L5. Se realizaron cuatro administraciones en total, una en cada
uno de los siguientes dias: P64, P67, P70 y P73. En los mismos dias se administré 250ul de solucion
salina isotdnica (SSI) en las ratonas del grupo vehiculo.

Eutanasia y obtencion de los tteros

Posterior al tiempo de administracidn (P76) se procedi6 a realizar la eutanasia de todas las
ratonas. Las ratonas fueron anestesiadas en cdmara de CO,, posteriormente se realizé una perfusion
intracardiaca con solucidn salina isotdnica (SSI) seguida de paraformaldehido al 4% en buffer de
fosfatos (PBS). Después se procedié a la extraccidn de los Uteros y se realizé su pesado humedo.
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Peso relativo de los uteros

Después de la eutanasia se realizé el pesado humedo de los Uteros de las ratonas y se realizo
el siguiente calculo para obtener el peso relativo de los Uteros con respecto al peso del animal:

) Peso del utero (mg)
Peso relativo = - x100
Peso del animal (mg)

Técnicas histoldgicas

Los uteros fueron divididos en cuerno uterino derecho y cuerno uterino izquierdo. Los
tejidos obtenidos se almacenaron en paraformaldehido al 4% en PBS para completar la fijacion.
Después pasaron un proceso de deshidratacién en Alcohol a diferentes concentraciones (70%, 96%
y 100%), se sumergieron en Alcohol-Xilol (1:1), Xilol (100%) e infiltraron en parafina liquida. Se
realizaron bloques de parafina para posteriormente hacer cortes histoldgicos de la zona media de
cada cuerno uterino en un micrétomo de deslizamiento Leica SM2010R con un grosor de 5 umy 30
pUm para obtener laminillas que fueron tefiidas con Hematoxilina-Eosina y otras para realizar la
técnica de inmunohistoquimica.

Tincion de Hematoxilina-Eosina

Para realizar la tincion de Hematoxilina-Eosina se tomaron los cortes de un grosor de 5 um.
Los cortes se desparafinaron e hidrataron utilizando Xilol, Alcohol-Xilol (1:1), alcoholes a diferentes
concentraciones (100%, 96% y 70%) y agua destilada. Posteriormente se realizd la tincion utilizando
hematoxilina durante 3 minutos, 10 bafios en alcohol acido, 10 bafios en carbonato de litio y eosina
por 2 minutos (se realiz6 un lavado con agua destilada durante cada paso). Posteriormente, los
cortes fueron sometidos al proceso de deshidratacion del tejido utilizando alcohol a diferentes
concentraciones (70%, 96%, 100%), Alcohol-Xilol (1:1) y Xilol durante 10 minutos cada uno. Por
ultimo, se realizd el montaje con resina (el procedimiento de la tincion se realizé de acuerdo con la
ténica descrita por Prophet et al., 1995). Al visualizar al microscopio se pueden distinguir a las
estructuras celulares como el citoplasma en color rosa y en coloracién azul a los nucleos celulares.
Ademas, esta tincion permite observar detalles de los tejidos y distinguir la organizacion celular y
anormalidades en la morfologia (Prophet et al., 1995). En la figura 8 se resume la técnica de la tincién
Hematoxilina-Eosina.
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Figura 8. Técnica de la tincion Hematoxilina-Eosina. Imagen creada en BioRender.com

Andlisis morfométrico de las capas uterinas y glandulas endometriales

La tincién de Hematoxilina-Eosina se utilizé para la medicidon del grosor del perimetrio,
miometrio, endometrio, epitelio luminal, asi como para el conteo de las glandulas endometriales.
Se tomaron aleatoriamente 10 campos del cuerno uterino izquierdo y 10 del cuerno uterino derecho
de los diferentes cortes tefiidos con Hematoxilina-Eosina y se realizaron 5 mediciones por campo
con el objetivo de 10X con ayuda del software Motic Images plus 3.0. El conteo de glandulas
endometriales se realizé utilizando el objetivo de 4X con ayuda del software Motic Images plus 3.0
tomando los mismos campos utilizados para la medicién de capas uterinas.

Técnica de inmunohistoquimica para la deteccion del receptor TRPV1

Para realizar la técnica de inmunohistoquimica se tomaron los cortes con un grosor de 30
um en laminillas silanizadas (silano al 8% en acetona). Se tomaron 3 cortes del cuerno uterino
derecho y 3 cortes del cuerno uterino izquierdo de cada animal.

Los cortes histoldgicos se desparafinaron con Xilol, se hidrataron con Alcohol-Xilol y
Alcoholes a diferentes concentraciones (100%, 96% y 70%), y lavaron con PBS pH=7.4. La
recuperacion antigénica se realizé con buffer de citratos pH=6. La permeabilizacién se realizé con
PBS-Triton-100X (0.2%). La eliminacion de la peroxidasa enddgena se realizé con H,0; al 3% en PBS-
Tritdn-100X (0.2%) durante 10 minutos. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada
uno con PBS-Tritdn-100X (0.2%). El bloqueo se llevé a cabo con suero de cabra al 5% durante 1 hora.
Se realizaron nuevamente 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tritén-100X (0.2%). Se llevd a
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cabo la incubacién con el anticuerpo primario contra TRPV1 (USBiological; IgG hecho en conejo,
dilucién 1:1000) durante toda la noche en refrigeracion a 4°C. Posterior a la incubacién con el
anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tritdn-100X (0.2%). La
incubacién con el anticuerpo secundario (Vector Laboratories; INC biotilinado anti-conejo 1gG,
dilucion 1:500, BA-1000 (H+L) purificado por afinidad, hecho en cabra) durante 1 hora.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tritdn-100X (0.2%). Se
realizd la incubacidn con Estreptavidina (Life Technologies, Streptavidin Horseradish Peroxidase
(HRP) Conjugate, dilucién 1:5000) durante 1 hora. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10
minutos cada uno con PBS. El revelado se realizd con DAB (10 mg/mL) del cual se utilizaron 50 pl de
DAB por cada mL de PBS. Se inicid la reaccién agregando 1 pl de H,0; al 30%. El tiempo de revelado
fue de 6 minutos. Transcurrido el tiempo, la reaccion se detuvo con PBS. se realizaron 3 lavados de
10 minutos cada uno con PBS.

Los cortes procesados para la determinacién del receptor TRPV1 fueron sometidos al
proceso de deshidratacidn del tejido utilizando Alcohol a diferentes concentraciones (70%, 96%,
100%) y Xilol durante 10 minutos cada uno. Por ultimo, se realizé el montaje con resina. Al observar
la técnica de inmunohistoquimica al microscopio dptico se observaron las células tefiidas (positivas
al receptor TRPV1) con una coloracién café. En la figura 9 se observa un resumen del procedimiento
seguido para la técnica de inmunohistoquimica.

Técnica de inmunohistoquimica H,0,/DAB

Cortes a 30 pm @ Ensayo de inmunohistoquimica
en laminillas
silanizadas
o e DAB

Estreptavidina - .
-y (‘1 ----------- Hz0:
~ j\;’ Prec'pi‘gadc-
- k L] café
Anticuerpo primario —. \

Antigeno \) D /— Tejido

Anticuerpo secundario
conjugado con biotina

v Las células tefiidas
aparecen con una
coloracion café

Created in BioRender.com bio

Figura 9. Técnica de inmunohistoquimica H202/DAB. Imagen creada en BioRender.com
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Semicuantificacion del receptor TRPV1 en el utero

La técnica de inmunohistoquimica se realizd para la semicuantificacién del receptor TRPV1
en el perimetrio, miometrio, endometrio y epitelio luminal. Se tomaron 5 campos del cuerno uterino
derecho y 5 campos del cuerno uterino izquierdo a 20X. Con ayuda del software Image J y la
herramienta de MACRO se realizé la cuantificacién del porcentaje de area tefiida (coloracién café)
en cada capa uterina.

Pruebas estadisticas

Los datos se expresaron como medias * error estandar de la media (EEM). Los datos fueron
sometidos a una prueba ANOVA de una via seguida de Tukey, donde dos grupos se consideraron
diferentes cuando el valor p fue p<0.05.
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6. Resultados

6.1 Docking molecular

6.1.1 Docking molecular sin membrana endotelial

Como resultado del docking entre el receptor TRPV1 y la capsaicina sin utilizar una
membrana, se encontraron 9 sitios de unidn para capsaicina en el receptor TRPV1. En la zona
transmembranal se encontraron 4 sitios (1T-4T), uno en cada unidad monomérica; en la zona del
poro catidnico se encontré 1 sitio y en la zona intracelular se encontraron 4 sitios (11-41), uno en
cada regién N-terminal monomeérica (Figura 10 A-C).

Las energias de interaccion representan la afinidad del ligando en el sitio de unién del
receptor. Entre mas negativa es la energia de interaccién, mayor es la afinidad del ligando por el
sitio. De acuerdo con nuestros resultados mostrados en la tabla 2, la zona transmembranal es la mas
afin a capsaicina seguido del sitio del poro catiénico y por ultimo la zona intracelular.

29



Figura 10. Docking molecular entre la capsaicina y el receptor TRPV1. En circulos rosas se observan los sitios
de union para la capsaicina en el receptor. A) Vista superior mostrando la zona transmembranal del receptor
B) Vista inferior mostrando la zona intracelular del receptor C) Vista superior con ampliacion en la region del

poro cationico (particula roja representa un ion Na*).
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Energia de
interaccion
(Kcal/mol)

-7.806
-5.241
-5.474
-5.566
-5.559
-2.617
-3.773
-2.588
-3.766

Numero de

sitio por zona
1
2
3
4
1
1
2
3
4

Tabla 2. Energias de interaccion (Kcal/mol) de cada sitio para la capsaicina en el receptor TRPV1.

Transmembranal

Poro cationico

Intracelular

A continuacion, se detallan cada uno de los sitios de unién en cada una de las zonas del
receptor TRPV1. En la figura 11 podemos observar los sitios de unidn de la zona transmembranal.
Como se indica, aminodcidos de los seis dominios transmembranales participan en los 4 sitios de
interaccion, siendo cada sitio diferente entre si en su composicién. Los aminodcidos representados
son en su mayoria de naturaleza hidréfoba. Cada sitio muestra una conformacién diferente en la
orientacién de la capsaicina.

En el sitio 1 de la zona transmembranal (1T) se observa que los aminodcidos que
interaccionan con la capsaicina pertenecen a los dominios S3, S4 y parte del asa S4-S5 de la
subunidad C y algunos del dominio S6 de la subunidad D. El sitio 1T, el cual tiene la mejor afinidad
de unidn, muestra una conformacidn cabeza abajo-cola arriba; por lo que podriamos suponer es la
conformacién mas estable. Hay dos interacciones directas entre los aminodcidos y la capsaicina: una
interaccidn Pi-Pi entre el anillo aromatico de la capsaicina y el anillo de la Tirosina 513; y un puente
de Hidrdgeno entre el hidroxilo de la capsaicina y el Glutdmico 572.

El sitio 2T interacciona con los dominios S1, S2 y S4 de la subunidad D, asi como parte del
dominio TRP. El sitio 2T muestra una conformacién cabeza arriba-cola abajo con dos interacciones:
una Pi-catidon entre el anillo aromatico de la capsaicina y el anillo de la Arginina 493; y un puente de
Hidrégeno entre el carbonilo de la capsaicina y la Tirosina 557.

El sitio 3T interacciona con los dominios S1, S2, S3y S4 de la subunidad By parte del dominio
TRP. El sitio 3T muestra una conformacién cabeza abajo-cola arriba que presenta 3 interacciones:
un puente de hidrégeno entre el carbonilo de la capsaicina y la Tirosina 557, un puente de hidrégeno
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entre el hidroxilo de la capsaicina y la Tirosina 556, y una interaccidn Pi-cation entre el anillo
aromatico de la capsaicina y la Arginina 493.

El sitio 4T interacciona con los dominios S3, S4 y parte del asa S4-S5 de la subunidad Ay los
dominios S5 y S6 de la subunidad B. El sitio 4T muestra una conformacién horizontal y dos
subunidades colaboran con aminodcidos para el sitio de interaccidn, siendo este sitio el segundo
con mejor afinidad para la capsaicina a pesar de no presentar interacciones directas.

En la figura 12 se muestra el sitio de interaccidon del poro catidnico. En este sitio, la
capsaicina interacciona con tres subunidades (A, B y C) siendo los dominios involucrados S5 y S6,
particularmente los que se encuentran formando el poro catiénico del receptor (asa S5-S6). Los
aminodcidos representados en el sitio son mitad hidréfobos e hidréfilos ya que esta es una zona
anfipatica. Las interacciones son puentes de hidrogeno con el grupo amina e hidroxilo de la
capsaicina con la Treonina 643 de las subunidades B y C respectivamente. La conformacién de la
capsaicina es cabeza abajo-cola arriba.

En la figura 13 se muestran los sitios de unién en la zona intracelular. En esta zona, la
capsaicina interacciona con el dominio N-terminal de una subunidad en particular, uniéndose en las
repeticiones de ankirina, principalmente la quinta. La conformacién de la capsaicina en los 4 sitios
se muestra de forma cabeza abajo-cola arriba. Los sitios de la zona intracelular son los que muestran
menor afinidad por la capsaicina. La naturaleza de los aminoacidos es hidrdfila debido a que tiene
contacto con el interior celular rico en agua. El sitio 1l se une en la subunidad B y muestra una
interaccion de puente de hidrégeno entre el hidroxilo de la Capsaicina y el Glutdmico 358. El sitio 2I
se une en la subunidad D mostrando dos puentes de hidrégeno: uno con el hidroxilo de la capsaicina
y la Treonina 308; y otro con el éter de la capsaicina y la Lisina 305. El sitio 31 se une en la subunidad
C mostrando dos puentes de hidrégeno con el éter de la capsaicina y la Lisina 320; y la amina de la
capsaicina con el Glutdmico 313. Por ultimo, el sitio 41 se une en la subunidad A con tres puentes de
hidrégeno: uno entre el éter de la capsaicina y la Lisina 305, uno con el hidroxilo de la capsaicina y
la Treonina 308; y uno con la amina de la capsaicina y la Asparagina 312.
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Figura 11. Sitios de interaccion de la capsaicina en la zona transmembranal del receptor TRPV1. En circulos de
colores se muestran encerrados los dominios a los que pertenecen los aminodcidos. Cada aminodcido se
encuentra coloreado de acuerdo con su naturaleza quimica. Las lineas representan la interaccion entre un
aminodcido y la capsaicina.
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Figura 12. Sitio de interaccion en la zona del poro catidnico del receptor TRPV1. En circulos de colores se
muestran encerrados los dominios a los que pertenecen los aminodcidos. Cada aminodcido se encuentra
coloreado de acuerdo con su naturaleza quimica. Las lineas representan la interaccion entre un aminodcido y
la capsaicina.
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Figura 13. Sitios de interaccion de la capsaicina en la zona intracelular del receptor TRPV1. En circulos de
colores se muestran encerrados los dominios a los que pertenecen los aminodcidos. Cada aminodcido se
encuentra coloreado de acuerdo con su naturaleza quimica. Las lineas representan la interaccion entre un
aminodcido y la capsaicina.
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6.1.2 Docking molecular con membrana endotelial

Para asemejar las condiciones in vivo de la interaccidn entre la capsaicina y el receptor
TRPV1, se realizd el docking molecular insertando al receptor en una membrana epitelial. La
membrana endotelial es el tipo de membrana que se encuentra en las células del utero, por lo que
esto asemeja las condiciones de interaccidon que esperamos en el modelo animal. En la figura 14
podemos observar el modelo del receptor TRPV1 incrustado en la membrana endotelial. Como
podemos observar, el grosor de la zona transmembranal del receptor se acopla al grosor de la
membrana. En la parte inferior se observan las porciones intracelulares, las cuales interaccionan con
moléculas de agua libre en el interior celular.

Figura 14. Modelo del receptor TRPV1 en una membrana endotelial. A) Vista frontal B) Vista superior.
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Como resultado del docking, se encontraron 5 sitios de unidn para la capsaicina en el
receptor TRPV1. Se encontraron 4 sitios en la regidon transmembranal y 1 sitio en la zona del poro
cationico (Figura 15 A-B). Como podemos observar en la tabla 3, todos los sitios presentan una
energia de interaccién muy similar no mostrando una predileccidn por alguna zona en particular. La
constante de disociacidn para la capsaicina en los sitios encontrados fue de 2 a 10 uM.

Figura 15. Docking molecular entre la capsaicina y el receptor TRPV1 incrustado en un modelo de membrana
endotelial. En circulos rosas se observan los sitios de union para la capsaicina en el receptor. A) Vista anterior
mostrando dos sitios transmembranales y el sitio del poro catidnico B) Vista posterior mostrando dos sitios
transmembranales y el sitio del poro catidnico.
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Numero de sitio Energia de Constante de

por zona interaccion disociacion
(Kcal/mol) Kp (kM)
Transmembranal 1 -8.092 2.0
2 -8.097 2.0
g -7.078 10.4
4 -7.598 4.5
Poro catidnico 1 -8.083 2.0

Tabla 3. Energias de interaccion y constante de disociacion (Kp) de cada uno de los sitios de union para la
capsaicina en el receptor TRPV1 en el docking molecular con membrana endotelial.

En la figura 16 podemos observar a detalle los sitios de uniéon en la region transmembranal.
Cada sitio se encuentra conformado por una subunidad del tetrdmero. Todos los sitios tienen la
misma conformacién de la molécula de capsaicina: cabeza arriba-cola abajo. La naturaleza
predominante de los aminoacidos que conforman los sitios de unidn es hidréfoba. Los aminodacidos
gue conforman los sitios son diferentes para cada uno, mostrando diferentes conformaciones de
aminodcidos desde el dominio S1 hasta el S4. En la figura 17 podemos observar la representacion
de las inetracciones moleculares entre la capsacina y residuos aminoacidicos de la regién
transmenbranal en cada sitio encontrado.

El sitio TM1 estd conformado por aminodcidos de la subunidad D. La mayoria de los
aminoacidos que conforman el sitio de unidn pertenecen al dominio S4. Se muestra una interaccidn
Pi-Pi entre el anillo de la capsaicina y la Fenilalanina 518. En la figura 17 superior se observa que la
mayoria de las interacciones se presentan en la zona del anillo aromdtico de la capsaicina. Estas
interacciones son de naturaleza hidréfoba y tipo puentes de hidrégeno.

El sitio TM2 estd conformado por aminodcidos de la subunidad C. La mayoria de los
aminodcidos que conforman el sitio pertenecen a los dominios S1 y S4. Se muestra una interaccion
de puente de hidrégeno entre el carbonilo de la capsaicina y la Glutamina 521. En la figura 17 inferior
podemos observar interacciones con el anillo aromatico de la capsaicina y con la cadena carbonada.
Estas interacciones son de naturaleza hidréfoba y tipo puentes de hidrégeno.

El sitio TM3 estd conformado por aminodcidos de la subunidad B. La mayoria de los
aminodcidos pertenecen a los dominios S1, S2 y S4. Se muestra una interaccion Pi-Pi entre el anillo
de la capsaicina y la Fenilalanina 490.En la figura 18 superior se observa que la mayoria de las
interacciones con la capsaicina se presentan en la cadena carbonada y son de naturaleza hidréfoba.

El sitio TM4 estd conformado por aminodcidos de la subunidad A. La mayoria de los
aminodcidos pertenecen a los dominios S3 y S2. No se muestra ningun tipo de interaccién directa
con los aminodcidos. En la figura 18 inferior se observa que las interacciones con la capsaicina se
encuentran en la cadena carbonada y son de naturaleza hidréfoba y tipo puentes de hidrégeno.
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Figura 16. Sitios de interaccion de la capsaicina en la zona transmembranal del receptor TRPV1 incrustado en
una membrana epitelial. En circulos de colores se muestran encerrados los dominios a los que pertenecen los
aminodcidos. Cada aminodcido se encuentra coloreado de acuerdo con su naturaleza quimica. Las lineas

representan la interaccion entre un aminodcido y la capsaicina.
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Figura 17. Inetracciones moleculares entre la capsacina (molécula negra) y los dominios transmembranales
del receptor TRPV1 en los sitios TM1 (superior) y TM2 (inferior). Las interacciones estan marcadas como lineas
puntedas color naranja (hidrofobas) y rojo (puentes de hidrégeno).
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Figura 18. Inetracciones moleculares entre la capsacina (molécula negra) y los dominios transmembranales
del receptor TRPV1 en los sitios TM3 (superior) y TM4 (inferior). Las interacciones estan marcadas como lineas
puntedas color naranja (hidréfobas) y rojo (puentes de hidrégeno).
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Figura 19. Sitio de interaccion de la capsaicina en la zona del poro catidnico del receptor TRPV1 incrustado en
una membrana epitelial. Se muestran dos conformaciones que puede presentar la capsaicina en el mismo sitio.
En circulos de colores se muestran encerrados los dominios a los que pertenecen los aminodcidos. Cada
aminodcido se encuentra coloreado de acuerdo con su naturaleza quimica. Las lineas representan la
interaccion entre un aminodcido y la capsaicina.
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Figura 20. Inetracciones moleculares entre la capsacina (molécula rosa) y los dominios S6 y TRP del receptor
TRPV1 en el sitio del poro catidnico. Las interacciones estan marcadas como lineas puntedas color naranja
(hidrofobas) y rojo (puentes de hidrégeno).

En la figura 19 podemos observar dos conformaciones que pueden presentarse en el sitio
del poro catiénico. Ambas tienen la misma energia de uniéon y sélo puede presentarse una a la vez.
El sitio esta conformado por aminoacidos del final del dominio S6 y aminodcidos del dominio TRP
pertenecientes a las 4 subunidades del tetrdmero. La conformacién P1 muestra a la Capsaicina de
manera horizontal y la conformacién P2 la muestra cabeza abajo-cola arriba. En la figura 20
podemos observar las interacciones moleculares entre la cadena carbonada de la capsaicina y
residuos aminoacidicos hidréfobos del dominio S6 y TRP de las cuatro subunidades del tetramero.
Las interacciones son en su mayoria de naturaleza hidréfoba.
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6.2 Evaluacion del modelo experimental

6.2.1 Determinacion de la primera apertura vaginal (PAV)

En la figura 21 se grafica el promedio de los dias de la PAV de cada uno de los grupos de
estudio. El grupo control tuvo en promedio la PAV a los 27.8 dias; el grupo vehiculo a los 26.8 dias y
los grupos administrados con VE (VE, VE/Caps 1 nM, VE/Caps 10 nM) a los 26.9, 27.1 y 26.6 dias
respectivamente. Estadisticamente, no se encontraron diferencias significativas en el promedio de
la PAV de cada uno de los grupos experimentales.
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Figura 21. Primera apertura vaginal. En la grdfica se muestra el promedio de la PAV de las ratonas de cada
grupo experimental + EEM (Control, Vehiculo, VE, VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM n=8 por grupo). Se realizé
el andlisis ANOVA post Tukey p<0.05. No se encontraron diferencias significativas.
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6.2.2 Registro de variacion de peso

En el registro de peso de la figura 22 observamos que después de la administracion de VE
(P24) se presentd una tendencia de disminucion en los grupos administrados (VE, VE/Caps 1 nM y
VE/Caps 10 nM) comparados con el control y vehiculo, sin embargo, conforme avanzé el tiempo de
evolucidn, alrededor del P48 se fue perdiendo esta tendencia y los pesos se asemejaron. Después
de la administracion de capsaicina (P64) el peso de todos los grupos se mantuvo constante. Por lo
cual, no se observaron cambios significativos en el peso de los animales durante todo el
experimento.
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Figura 22. Registro de variacion de peso. En la grdfica se muestra el promedio del peso de las ratonas de los
grupos de trabajo a lo largo del estudio +EEM (control, vehiculo, VE, VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM n=8 por
grupo). Se realizo el andlisis ANOVA post Tukey p<0.05. No se encontraron diferencias significativas.
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6.2.3 Seguimiento del ciclo estral

El ciclo estral es el ciclo reproductivo de los roedores y consta de cuatro etapas: estro,
metaestro, diestro y proestro. Un ciclo estral tiene una duracién aproximada de 4-5 dias. Para la
identificacion del ciclo estral por medio de su citologia se observa la presencia de células escamosas,
células epiteliales nucleadas y leucocitos. La proporciéon de estas células determina la fase en la que
se encuentra (Byers et al., 2012):

Proestro: Predominan las células epiteliales nucleadas pueden estar en grupos o
individuales.

Estro: Predominan las células epiteliales escamosas y aparecen en grupo.

Metaestro: Es una mezcla de células donde predominan los leucocitos, pero existe presencia
de células epiteliales nucleadas o escamosas.

Diestro: Predominan los leucocitos.

En la parte superior de la figura 23 se observan imagenes representativas de cada fase del
ciclo. En la parte inferior se observa la aciclicidad en las ratonas, mostrando un Estro permanente.
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Figura 23. Microfotografias de frotis vaginales de ratonas CD1 tefiidas con H&E a 10X. Barra de escala: 100
um. En la parte superior se muestran las fases del ciclo estral de acuerdo con la celularidad observada en el
frotis vaginal. En la parte inferior se muestra un ejemplo de frotis vaginales de una ratona aciclica (fase de
estro permanente).
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En las figuras 24 y 25 se muestran gréficas representativas del seguimiento del ciclo estral
de las ratonas de los grupos de estudio. En la izquierda se encuentran las graficas del seguimiento
antes del tiempo de administracion de capsaicina y en la derecha el seguimiento posterior a tiempo
de la administracién.

En los grupos control y vehiculo se puede observar un comportamiento similar en la
ciclicidad, pasando estas por todas las fases cada 4 o 5 dias. En el grupo vehiculo después de la
administracién de SSI no se reportan cambios en el ciclo estral. En los grupos administrados con VE
(VE, VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM) antes del tiempo de administracion de capsaicina se observa
a la mayoria de las ratonas en una fase de estro permanente (aciclicidad). En el grupo VE/Caps 1 nM
se observa que las ratonas presentaron aciclicidad en estro. En el grupo VE/Caps 10 nM se mostré
también una aciclicidad en estro, presentando algunos dias de metaestro.

Posterior al tiempo de administracion de capsaicina, se siguié presentando este patréon de
aciclicidad en las ratonas administradas con capsaicina (VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM) y en las no
administradas (VE), mostrando el mismo patron.
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Figura 24. Grdficas representativas del seqguimiento del ciclo estral de las ratonas en los grupos de trabajo
control, vehiculo y VE. Cada letra representa una fase del ciclo estral: E estro, M metaestro, D diestro, P
proestro. A la izquierda se muestran las grdficas antes del tiempo de administracion de capsaicina y a la
derecha posterior al tiempo de administracion.
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Figura 25. Grdficas representativas del seguimiento del ciclo estral de las ratonas en los grupos de trabajo
VE/Caps 1 nMy VE/Caps 10 nM. Cada letra representa una fase del ciclo estral: E estro, M metaestro, D diestro,
P proestro. A la izquierda se muestran las grdficas antes del tiempo de administracion de capsaicina y a la
derecha posterior al tiempo de administracion.
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6.3 Evaluacion de los uteros

6.3.1 Peso relativo de los uteros

Como podemos observar en la figura 26 F, el promedio del peso relativo de los Uteros fue
de 0.5% en el grupo control, 0.5% en el grupo vehiculo, 0.6% en el grupo VE, 0.6% en el grupo
VE/Caps 1 nM y 0.5% en el grupo VE/Caps 10 nM. No se encontraron diferencias significativas entre
el promedio del peso relativo de cada uno de los grupos de trabajo. Sin embargo, los grupos VE y
VE/Caps 1 nM muestran un mayor promedio del peso relativo de los Uteros y el grupo VE/Caps 10
nM es el que muestra un menor promedio. En las figuras 26 A-E se observan imadgenes
representativas de los Uteros de los grupos experimentales.
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Figura 26. Peso relativo de los uteros. A-E Fotografias representativas de los uteros. A- control, B- vehiculo, C-
VE, D- VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. En la grdfica se muestra el promedio del peso relativo de los titeros
de las ratonas de los grupos de trabajo al momento de la eutanasia *EEM (control, vehiculo, VE, VE/Caps 1 nM
y VE/Caps 10 nM n=8 por grupo). Se realizé el andlisis ANOVA post Tukey p<0.05. No se encontraron diferencias
significativas.
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6.3.2 Evaluacion morfométrica de las capas uterinas

El utero es un érgano reproductivo femenino que esta compuesto por 3 capas celulares y
un epitelio luminal. La capa mas externa es el perimetrio. El perimetrio esta compuesto por tejido
conectivo que se encarga de proteger y darle sostén al drgano. La segunda capa es el miometrio, el
cual esta compuesto por tejido muscular liso. Las células musculares dan flexibilidad al tejido para
poder realizar contracciones y estiramiento durante el proceso de embarazo y parto. La capa mas
interna es el endometrio. El endometrio esta compuesto por células epiteliales cilindricas, glandulas
y estroma. Su principal funcién es el desarrollo de la placenta. Las glandulas endometriales son
glandulas tubulares simples formadas por epitelio simple columnar o cuboidal, estas secretan
sustancias nutricionales para el implante y crecimiento del embrién. Por ultimo, se encuentra el
epitelio luminal. El epitelio luminal esta compuesto de una monocapa de células columnares simples
ciliadas, lugar que sirve para la implantacion del évulo fertilizado (Ross, 2008).

A continuacidn, en cada apartado siguiente se hace la descripcion de los resultados tanto
de la medicidn como de la evaluacién morfolégica de cada capa uterina.

6.3.2.1 Evaluacion morfométrica del epitelio luminal

En la figura 27 F se observan los promedios del grosor del epitelio luminal de cada uno de
los grupos de trabajo. En el grupo control se muestra un promedio de 20.6 umy en el grupo vehiculo
un promedio de 24.4 um. En los grupos VE y VE/Caps 1 nM se observé un aumentd en el grosor del
epitelio en comparacidén al grupo vehiculo de 28.2 y 29.5 um respectivamente. En el grupo VE/Caps
10 nM el grosor promedio fue de 26.8 um. En este grupo se observa una disminucidn en el grosor
epitelial a comparacién con los grupos VE y VE/Caps 1 nM.

En la figura 27 A-E se presentan las microfotografias representativas del epitelio luminal de
cada uno de los grupos de trabajo. Los grupos VE y VE/Caps 1 nM muestran un epitelio mas grueso,
esto debido a un aumento en la celularidad, ya que en vez de mostrarse una monocapa de células
ciliadas se observa una pseudo bicapa de células mal organizadas. Al observar el grupo VE/Caps 10
nM podemos ver una monocapa de células ciliadas muy similar en morfologia con el grupo control
y vehiculo.
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Figura 27. Grosor del epitelio luminal. A-E Microfotografias representativas de la morfologia del epitelio
luminal a 10X. A- control, B- vehiculo, C- VE, D- VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. En lineas azules se marca el
epitelio luminal. Barra de escala 25 um. F Grdfica del promedio del grosor del epitelio luminal de los grupos de
trabajo +EEM. Se indica un aumento en el grosor del epitelio en los grupos VE, VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM
comparado con el vehiculo. Se indica una disminucion en el grosor del epitelio en los grupos vehiculo y VE/Caps
10 nM en comparacion con el grupo VE. Se indica una disminucidn en el grosor del epitelio en el grupo VE/Caps
10 nM en comparacidn con el grupo VE/Caps 1 nM. ANOVA post Tukey p<0.05 * vs grupo vehiculo # vs grupo
VE. @ vs grupo VE/Caps 1 nM.

6.3.2.2 Evaluacion morfométrica del endometrio

En la figura 28 F se observan los promedios del grosor del endometrio de cada grupo de
trabajo. El promedio del grupo control fue de 251.8 um, del grupo vehiculo fue de 291.4 um y del
grupo VE fue de 285.7 um. El promedio del grosor del endometrio de estos 3 grupos mencionados
fue similar. Los grupos que si presentaron un aumento significativo en el grosor del endometrio
fueron los administrados con capsaicina (VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM). El promedio del grosor
del endometrio del grupo VE/Caps 1 nM fue de 368.8 um y del grupo VE/Caps 10 nM fue de 381.6
pum.
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En la figura 28 A-E se observan microfotografias representativas de parte del endometrio
de cada uno de los grupos de trabajo. Podemos observar que el grupo VE muestra un aumento en
la celularidad a comparacién del grupo control y vehiculo. Los grupos administrados con capsaicina
muestran una disminucién en la celularidad, dejando mayor espacio al estroma endometrial.
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Figura 28. Grosor del endometrio. A-E Microfotografias representativas de la morfologia del endometrio a 10X.
A- control, B- vehiculo, C- VE, D- VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. Barra de escala 50 um. F Grdfica del
promedio del grosor del endometrio de los grupos de trabajo EEM. Se indica un aumento en el grosor del
endometrio en los grupos VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM en comparacidn con el grupo vehiculo. Se indica un
aumento en el grosor del endometrio en los grupos VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM en comparacion con el
grupo VE. ANOVA post Tukey p<0.05 * vs grupo vehiculo. # vs grupo VE.

6.3.2.3 Evaluacion morfométrica del miometrio

En la figura 29 F podemos observar el grosor promedio del miometrio de cada uno de los
grupos de trabajo. Los grupos control, vehiculo y VE muestran un promedio similar en el grosor del
miometrio. El grupo control tiene un promedio de 71.8 um, el grupo vehiculo de 71.9 um y el grupo
VE tiene un promedio de 72.2 um. Los grupos administrados con capsaicina (VE/Caps 1 nM vy
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VE/Caps 10 nM) muestran un aumento en el grosor del miometrio a comparacién con los otros. El
grupo VE/Caps 1 nM tiene un grosor promedio de 91.5 um y el grupo VE/Caps 10 nM de 86.4 um.

Estadisticamente, el grupo VE/Caps 1 nM fue el que mostré un mayor aumento en el grosor del
miometrio.

En la figura 29 A-E se observan microfotografias representativas de la capa del miometrio
de cada uno de los grupos de trabajo. Podemos observar que todos los grupos presentan una
morfologia celular similar, mostrando células musculares.
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Figura 29. Grosor del miometrio. A-E Microfotografias representativas de la morfologia del miometrio a 10X.
A- control, B- vehiculo, C- VE, D- VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. En lineas azules se marca el miometrio.
Barra de escala 100 um. F Grdfica del promedio del grosor del miometrio de los grupos de trabajo EEM. Se
indica un aumento en el grosor del miometrio en los grupos VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM en comparacion
con el grupo vehiculo. Se indica un aumento en el grosor del miometrio en los grupos VE/Caps 1 nM y VE/Caps
10 nM en comparacion con el grupo VE. Se indica una disminucion en el grosor del miometrio en el grupo
VE/Caps 10 nM en comparacion con el grupo VE/Caps 1 nM. ANOVA post Tukey p<0.05 * vs grupo vehiculo. #
vs grupo VE. @ vs grupo VE/Caps 1 nM.
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6.3.2.4 Evaluacion morfométrica del perimetrio

En la figura 30 F podemos observar el grosor promedio del perimetrio de cada uno de los
grupos de trabajo. El promedio del grupo control fue de 76.3 um. El promedio del grupo vehiculo
fue de 71.9 pum. El grupo VE mostrd una disminucidn en el grosor del perimetrio en comparacién
con el grupo vehiculo con un grosor de 48.4 um. Los grupos administrados con capsaicina (VE/Caps
1 nM y VE/Caps 10 nM) mostraron un aumento en el grosor del perimetrio en comparacion con el
grupo VE aunque no llegd a ser estadisticamente igual al grupo vehiculo. El grupo VE/Caps 1 nM
tuvo un grosor promedio de 62.6 um y el grupo VE/Caps 10 nM de 54.0 um. Estadisticamente, el
grupo VE/Caps 1 nM mostrd un mayor aumento en el grosor del perimetrio a comparacion al grupo
VE/Caps 10 nM.

En la figura 30 A-E se observan microfotografias representativas del perimetrio de cada uno
de los grupos de trabajo. Podemos observar que hay una disminucion en la celularidad en el
perimetrio del grupo VE, dato que corresponde con la disminucién del grosor de la capa. Los grupos
administrados con capsaicina muestran un aumento en la celularidad del perimetrio,
correlacionando con el aumento en el grosor.
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Figura 30. Grosor del perimetrio. A-E Microfotografias representativas de la morfologia del perimetrio a 10X.
A- control, B- vehiculo, C- VE, D- VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. En lineas azules se marca el perimetrio.
Barra de escala 50 um. F Grdfica del promedio del grosor del perimetrio de los grupos de trabajo £EEM. Se
indica una disminucion en el grosor del perimetrio del grupo VE en comparacion con el grupo vehiculo. Se indica
un aumento en el grosor del perimetrio en los grupos vehiculo, VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM en comparacién
con el grupo VE. Se indica una disminucién en el grosor del perimetrio en el grupo VE/Caps 10 nM en

comparacion con el grupo VE/Caps 1 nM. ANOVA post Tukey p<0.05 * vs grupo vehiculo. # vs grupo VE. @ vs
grupo VE/Caps 1 nM.
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6.3.2.5 Conteo y evaluacion morfoldgica de glandulas endometriales

En la figura 31 F se observa el promedio del numero de glandulas endometriales de cada
grupo de trabajo. El grupo control y el grupo vehiculo tuvieron en promedio 23.2 y 27.0 glandulas
respectivamente. El grupo VE tuvo una menor cantidad de glandulas endometriales a comparacion
con los demas grupos, teniendo en promedio 7.2 glandulas. Los grupos administrados con capsaicina
(VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM) muestran un aumento en el nimero de glandulas endometriales
en comparacién con el grupo VE, teniendo en promedio 13.6 y 13.2 respectivamente. En las
microfotografias (figura 31 A-E) se observa la morfologia de las glandulas endometriales de los
grupos de trabajo. Se puede observar que en el grupo VE las glandulas presentaron un mayor
tamafio y forma diferente a las del grupo control y vehiculo. Las glandulas de los grupos
administrados con capsaicina muestran una reduccion en el tamafo y forma irregular presentada
en el grupo VE, mostrando un patrén mds similar a los grupos control y vehiculo.

En la figura 32 se observa un panel de microfotografias representativas del utero en cada
grupo de trabajo. Se puede observar que a pesar de que el grupo VE tuvo un menor nimero de
gldndulas, estas eran muy grandes a comparacién con las del grupo control y vehiculo. Las glandulas
del grupo VE cubren mayor superficie del endometrio y su morfologia es aberrante. En cambio, los
grupos administrados con capsaicina muestran un aumento en el nimero de glandulas, siendo estas
de un tamano mediano y una morfologia mas parecida a los grupos control y vehiculo.
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Figura 31. Conteo de gldandulas endometriales. A-E Microfotografias representativas de la morfologia de las
gldndulas endometriales a 10X. A- control, B- vehiculo, C- VE, D- VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. Barra de
escala 50 um. F Grdfica del promedio del numero de gldndulas endometriales en los grupos de trabajo £EEM.
Se indica una disminucion en el numero de gldndulas endometriales en el grupo VE en comparacion con el
grupo vehiculo. Se indica un aumento en el numero de gldndulas endometriales de los grupos VE/Caps 1 nM y
VE/Caps 10 nM en comparacion con el grupo VE. ANOVA post Tukey p<0.05 * vs grupo vehiculo # vs grupo VE.
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Figura 32. Microfotografias representativas de los uteros de cada grupo de trabajo. Cortes tefiidos con H&E a
4X. Barra de escala: 200 um. En flechas rojas se sefialan las gldndulas endometriales. A- control B- vehiculo C-
VE D- VE/Caps 1 nM E- VE/Caps 10 nM.
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6.3 Determinacion del receptor TRPV1 en el utero

A continuacién, se describen los resultados de la semicuantificacidn del receptor TRPV1 en
las capas uterinas por medio de la técnica de inmunohistoquimica de peroxidasa. El porcentaje de
area tenida (coloracién café) representa la presencia del receptor TRPV1 en el Utero.

6.3.1 Determinacion del receptor TRPV1 en el perimetrio

En la figura 33 F se observa el promedio del porcentaje de area teiiida del receptor TRPV1
en el perimetrio de cada uno de los grupos de trabajo. Los grupos control, vehiculo y VE tuvieron en
promedio 23.6%, 25.9% y 25.6% respectivamente. Los grupos administrados con capsaicina
(VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM) muestran un aumento en el porcentaje de area tefiida en
comparacion con el grupo VE y vehiculo, teniendo en promedio 32.1% vy 33.4% respectivamente. En
las microfotografias (figura 33 A-E) podemos observar la presencia del receptor TRPV1 en el
perimetrio (linea roja), teniendo una mayor intensidad en los grupos administrados con capsaicina.
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Figura 33. Determinacion del receptor TRPV1 en el perimetrio. A-E Microfotografias representativas de la
técnica de inmunohistoquimica para el receptor TRPV1 en el perimetrio a 20X. A- control, B- vehiculo, C- VE,
D- VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. Barra de escala 100 um. F Grdfica del promedio de la semicuantificacion
por densitometria del receptor TRPV1 en el perimetrio en los grupos de trabajo £EEM. ANOVA post Tukey
p<0.05 * vs grupo vehiculo # vs grupo VE.
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6.3.2 Determinacion del receptor TRPV1 en el miometrio

En la figura 34 F se observa el promedio del porcentaje de adrea tefiida del receptor TRPV1
en el miometrio de cada uno de los grupos de trabajo. Los grupos control y vehiculo tuvieron en
promedio 8.6% y 11.6% respectivamente. El grupo VE mostré una disminucidén en el porcentaje de
area teniendo en promedio 7.4% en comparacion con el grupo vehiculo. Los grupos administrados
con capsaicina (VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM) muestran una disminucién aiin mayor en el
porcentaje de drea tefiida en comparacién con el grupo VE y vehiculo, teniendo en promedio 4.1%
y 3.3% respectivamente. En las microfotografias (figura 34 A-E) podemos observar la presencia del
receptor TRPV1 en el miometrio (linea roja), teniendo una mayor intensidad en los grupos control y
vehiculo.
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Figura 34. Determinacion del receptor TRPV1 en el miometrio. A-E Microfotografias representativas de la
técnica de inmunohistoquimica para el receptor TRPV1 en el miometrio a 20X. A- control, B- vehiculo, C- VE, D-
VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. Barra de escala 100 um. F Grdfica del promedio de la semicuantificacién por
densitometria del receptor TRPV1 en el miometrio en los grupos de trabajo *EEM. ANOVA post Tukey p<0.05
*vs grupo vehiculo # vs grupo VE.
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6.3.3 Determinacion del receptor TRPV1 en el endometrio

En la figura 35 F se observa el promedio del porcentaje de area teiiida del receptor TRPV1
en el endometrio de cada uno de los grupos de trabajo. Los grupos control y vehiculo tuvieron en
promedio 7.2% y 8.6% respectivamente. El grupo VE mostrd una disminucion en el porcentaje de
area tefiida en comparacidon al grupo vehiculo teniendo un promedio de 2.1%. Los grupos
administrados con capsaicina (VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM) muestran un aumento en el
porcentaje de area tefiida en comparacion con el grupo VE teniendo en promedio 6.4% y 5.6%
respectivamente, aunque sigue siendo menor al del grupo vehiculo. En las microfotografias (figura
35 A-E) podemos observar la presencia del receptor TRPV1 en el endometrio (linea roja), teniendo
una mayor intensidad en todos los grupos a excepcioén del grupo VE.
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Figura 35. Determinacion del receptor TRPV1 en el endometrio. A-E Microfotografias representativas de la
técnica de inmunohistoquimica para el receptor TRPV1 en el endometrio a 20X. A- control, B- vehiculo, C- VE,
D- VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. Barra de escala 100 um. F Grdfica del promedio de la semicuantificacion
por densitometria del receptor TRPV1 en el endometrio en los grupos de trabajo +tEEM. ANOVA post Tukey
p<0.05 * vs grupo vehiculo # vs grupo VE.
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6.3.4 Determinacion del receptor TRPV1 en el epitelio luminal

En la figura 36 F se observa el promedio del porcentaje de area teiiida del receptor TRPV1
en el epitelio luminal de cada uno de los grupos de trabajo. Los grupos control y vehiculo tuvieron
en promedio 26.3% y 27.8% respectivamente. El grupo VE mostrd una disminucidn en el porcentaje
de drea en comparacidén al grupo vehiculo teniendo un promedio de 16.6%. Los grupos
administrados con capsaicina (VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM) muestran un aumento en el
porcentaje de area en comparaciéon con el grupo VE teniendo en promedio 23.9% y 27.1%
respectivamente. En las microfotografias (figura 36 A-E) podemos observar la presencia del receptor
TRPV1 en el epitelio luminal (linea roja), teniendo una mayor intensidad en todos los grupos a
excepcion del grupo VE.
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Figura 36. Determinacion del receptor TRPV1 en el epitelio luminal. A-E Microfotografias representativas de la
técnica de inmunohistoquimica para el receptor TRPV1 en el epitelio luminal a 20X. A- control, B- vehiculo, C-
VE, D- VE/Caps 1 nM, E- VE/Caps 10 nM. Barra de escala 100 um. F Grdfica del promedio de la
semicuantificacion por densitometria del receptor TRPV1 en el epitelio ciliar en los grupos de trabajo ZEEM.
ANOVA post Tukey p<0.05 * vs grupo vehiculo # vs grupo VE.
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Por ultimo, en la figura 37 se presenta un panel de microfotografias representativas de la
determinacidn del receptor TRPV1 por la técnica de inmunohistoquimica en cada capa uterina con
un mayor aumento para observar mejor la marca (coloracién café). De manera general, se observa
que el receptor TRPV1 tiene mayor presencia en la capa del perimetrio y epitelio luminal (23-26%
de area teilida) de manera natural (grupo control), mientras que, las capas con menor expresién del
receptor son las del miometrio y endometrio (7-8% del area tefiida). En el modelo de SOP (VE) se
observo una disminucidn en la presencia del receptor TRPV1 en el miometrio, endometrio y epitelio
luminal. Las administraciones de capsaicina (VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM) aumentaron la
presencia del receptor TRPV1 en el perimetrio, endometrio y epitelio luminal a comparacién con el
grupo VE.

CONTROL VEHICULO VE/Caps 1 nM VE/Caps 10 nM

Figura 37. Panel de microfotografias de la determinacion por inmunohistoquimica de peroxidasa del receptor
TRPV1 en las capas uterinas. Barra de escala: 25 um.
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7. Discusion de resultados

7.1 Comparacion entre el docking molecular TRPV1-Capsaicina y TRPV1-Capsaicina con
membrana endotelial

Los resultados del docking molecular entre el receptor TRPV1 y la capsaicina mostraron 9
sitios de unién en el receptor para capsaicina (seccidon 6.1.1). De los 9 sitios encontrados, 4 se
encontraron en la zona transmembranal, 1 en la zona del poro catiénico y 4 en la zona N-terminal
intracelular. Los sitios con mejor energia de unidn fueron los sitios transmembranales. La capsaicina
es una molécula lipofilica, por lo que su afinidad es por la zona transmembranal, rica en aminoacidos
hidréfobos (por ejemplo Tyr, Phe, Met, Leu, Trp, Ala) incrustados en la membrana celular (Abdel-
Salam, 2014). Por esta razon, en la zona transmembranal se observan interacciones con el anillo
aromadtico de la capsaicina. El hecho de encontrar una gran cantidad de sitios de unién y en
diferentes zonas explicaria los diferentes efectos de la capsaicina de acuerdo con la concentracion
utilizada (bajas concentraciones proliferacién celular y altas concentraciones muerte celular)
(Alatriste et al., 2013; Li et al., 2021). Con estos resultados preliminares, podriamos proponer que,
a bajas concentraciones, la molécula de capsaicina se une primero a la zona transmembranal,
activando el receptor TRPV1 y promoviendo un efecto estimulante sobre la célula; al aumentar Ia
concentracidn de capsaicina se empiezan a saturar los dema3s sitios en orden de afinidad (primero
el sitio del poro catidnico y después la zona intracelular), y con ello se activan diferentes vias en el
receptor TRPV1 lo que provocaria un efecto diferente a nivel bioldgico como lo es la muerte celular.

Para poder replicar las condiciones in vivo de la interaccidon entre el receptor TRPV1 y
capsaicina, afiadimos un modelo de membrana endotelial. Al ser este el tipo de membrana que se
encuentra en las células uterinas, esperamos condiciones de interaccion muy similares a las de
nuestro modelo experimental. Cabe resaltar que este es el primer trabajo donde se realiza un
docking entre el receptor TRPV1 en forma tetramérica completa y la capsaicina en un modelo de
membrana endotelial.

Los resultados del docking entre el receptor TRPV1 y capsaicina con membrana endotelial
fueron diferentes comparados con el docking sin membrana (Tabla 4). Se encontraron 5 sitios de
interaccion (a diferencia de los 9 sitios en el docking sin membrana). De los 5 sitios, 4 se encontraron
en la zona transmembranal y 1 en el sitio del poro catidnico. Ademas, estos sitios tienen mejor
energia de interaccidn que los sitios encontrados en el docking sin membrana. Las energias de
interaccidn pasaron de -5y -7 Kcal/mol en el docking sin membrana a -8 Kcal/mol en el docking con
membrana. Al ser las energias de interaccion mds negativas, esto demuestra que los sitios con
membrana endotelial tienen mayor afinidad por la capsaicina. Como mencionamos anteriormente,
la capsaicina es una molécula lipofilica con alta afinidad por moléculas hidrofobas. La presencia de
moléculas de fosfolipidos (como fosfocolina) y colesterol en la membrana celular podrian estar
interaccionando directamente con la capsaicina al igual que los aminodcidos hidréfobos, mejorando
asi la afinidad de los sitios. Esto se ha demostrado en estudios de dinamica molecular donde se
observa que la interaccion de la capsaicina y la anandamida con el ambiente membranal juegan un
papel clave en mediar la unidn ligando-receptor en la zona transmembranal (Hanson et al., 2015;
Muller et al., 2020). El sitio del poro catidnico también mostro una mejor afinidad que en el docking
sin membrana. Esto se debe a que el sitio encontrado en esta zona es diferente. El sitio del docking
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sin membrana esta conformado por aminoacidos de los dominios S5 al S6 de 3 subunidades (A, By
C); en cambio, el sitio del docking con membrana esta conformado por aminodcidos de los dominios
S6y TRP de las 4 subunidades. Elsitio del poro catidénico del docking con membrana estd compuesto
por mayor cantidad de aminoacidos hidréfobos y mas adentro del poro del receptor, por lo que,
esta zona es mas afin por la capsaicina. En el docking con membrana epitelial no se encontraron
sitios intracelulares para la capsaicina. No se ha reportado en la literatura sitios de unién en la zona
transmembranal, solamente su incrustacién en los dominios transmembranales (Zheng y Auerbach,
2011). Por lo tanto, nuestros resultados al igual que la literatura muestran que no es posible que la
capsaicina atraviese la membrana celular.

Transmembranal 1 -7.806 Transmembranal 1 -8.092
2 -5.241 2 -8.097
3 -5.474 3 -7.078
4 -5.566 4 -7.598
Poro catidnico 1 -5.559 Poro catiénico 1 -8.083
Intracelular 1 -2.617
2 -3.773
3 -2.588
4 -3.766

Tabla 4. Comparacion de las energias de interaccion de los sitios de union a capsaicina en el receptor TRPV1
del docking molecular con y sin membrana epitelial.

Estudios anteriores de docking molecular entre el receptor TRPV1 y capsaicina han sido
realizados utilizando a la proteina en su forma monomérica o sin las regiones N y C- terminal
intracelular (Yang y Zheng, 2017). Por esta razén, solo se habia encontrado 1 sitio candnico para la
capsaicina en el receptor TRPV1. Utilizar una estructura tetramérica del receptor TRPV1 nos permite
acercarnos mas a las condiciones in vivo de interaccién entre la capsaicina y el receptor, ya que esta
es su forma bioldgica funcional (Smith et al., 2009). En este trabajo, al utilizar la forma tetramérica
encontramos 4 sitios transmembranales (uno en cada mondémero del receptor TRPV1). Como se
pudo observar en los resultados obtenidos, los 4 sitios transmembranales muestran diferente
conformacién de aminodcidos, esto es debido a que la tetramerizacidon del receptor cambia la
conformacién espacial de las subunidades. Ademas, al realizar el docking con la estructura
tetramérica, encontramos otro sitio en la zona del poro catidnico. Este sitio estd conformado por
aminodcidos de las 4 subunidades principalmente del dominio TRP. El dominio TRP sirve para poder
realizar la tetramerizacion del receptor (Garcia-Sanz et al., 2004). Debido a que este sitio sélo se
forma en un tetramero del receptor TRPV1 es que no habia sido reportado con anterioridad.
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Debido a la diferencia de los sitios de unién encontrados para capsaicina en el receptor
TRPV1 en el docking con membrana, es necesario plantear otra explicacion sobre los efectos de la
capsaicina dependiendo su concentraciéon utilizada. De acuerdo con la literatura, se ha reportado
gue la capsaicina tiene primero contacto en la zona del poro catidnico del receptor TRPV1, después,
pasa a su sitio de unién en la zona transmembranal del receptor, donde al colocarse cambia la
conformacion espacial del asa S4-S5, permitiendo asi, la apertura del poro catidnico para el paso de
Ca?* al interior de la célula (Vu et al., 2020). En la zona del poro catiénico, se encuentran dos
aminodcidos importantes en la apertura del canal: Isoleucina 681 y Metionina 684 (Nadezhdin et
al., 2021). Estos aminodcidos forman parte del sitio de unidn a capsaicina encontrado. Por estos
antecedentes, proponemos que, a bajas concentraciones de capsaicina, esta se une a los sitios
transmembranales del receptor abriendo el poro catidnico permitiendo asi el flujo de Ca?* al interior
de la célula, promoviendo un efecto estimulante sobre la célula, y que, al aumentar la
concentracién, se saturan todos los sitios transmembranales y el del poro catiénico, aumentando el
tamafio de apertura del poro haciendo que aumente el flujo de Ca?* intracelular provocando muerte
celular.

De acuerdo con nuestros resultados, la constante de disociacidn (Kp) de la capsaicina en el
receptor TRPV1 se encuentra en el orden micromolar (uM) (2-10 uM), resultado que concuerda con
la Kp reportada en otros trabajos para capsaicina (Ross et al., 2001). Al ser la Kp la concentracién del
ligando a la que se ocupan la mitad de los sitios de unién especificos, nosotros tomamos la decisidn
de probar concentraciones en el orden nanomolar (nM), para estimular levemente al receptor y no
saturar los sitios para capsaicina. De acuerdo con estudios de Alatriste et al.,, 2013 las
concentraciones en orden de nM estimulan la proliferacién celular y en orden pM causan
denervacion.

Siguiendo esta hipodtesis, en nuestro modelo animal utilizamos las concentraciones de 1y
10 nM de capsaicina aplicadas en las ratonas para observar el efecto de estas concentraciones sobre
el desarrollo celular uterino durante el SOP. Al ser ambas bajas concentraciones en relacién con la
Kp, nosotros esperamos tres posibilidades: 1) Ningun efecto a 1 nM y efecto modulador sobre el
desarrollo celular a 10 nM o 2) Efecto modulador sobre el desarrollo celular a 1y 10 nM, siendo mas
efectiva la concentracién de 1 nM o 3) Efecto modulador sobre el desarrollo celular a 1y 10 nM,
siendo mas efectiva la concentracion de 10 nM.

7.2 Evaluacion del valerato de estradiol como modelo de SOP en animales

El modelo experimental utilizado en este trabajo fue ratonas CD1 administradas con
valerato de estradiol como inductor del SOP. Como medidas de seguimiento de las ratonas se llevo
a cabo la determinacidn de la primera apertura vaginal, un registro de peso diario y el seguimiento
del ciclo estral.

La primera apertura vaginal de las ratonas ocurre en promedio a las 4 semanas de vida (P28)
(Ahima, 1997; Cruz et al., 2012). En nuestros resultados, todos los grupos de trabajo presentaron en
promedio la PAV entre los dias 26 y 27 sin mostrar ninguna diferencia significativa. De acuerdo con
el trabajo de Cruz et al., 2012 se ha demostrado que una administracién neonatal-infantil de VE en
roedores adelanta la PAV. La administracidn de VE aumenta los niveles de estradiol, el cual regula
los cambios ocurridos durante la pubertad como la aparicidon de la PAV. Si la administracion se
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realiza en dias cercanos al inicio de la pubertad, no se adelanta la PAV (Cruz et al., 2012). Este dato
lo constatamos al observar que la administracion de VE en el P24 no adelanté la PAV de las ratonas
administradas.

En el peso de los animales no se observd ninglin cambio importante en cuanto a la
administracién de VE y capsaicina. Después de la administracién de VE se observd una ligera
tendencia de disminucién en el peso de las ratonas, pero poco a poco se fue estabilizando a valores
similares al control. En el trabajo de Peyghambari et al., 2014 se usé el modelo de VE en ratonas
donde también se observé una tendencia de disminucidn con una recuperacion final sin cambios
importantes en el peso de los animales. El modelo de VE no presenta resistencia a insulina,
responsable del aumento en el depdsito de grasa del drea abdominal, por lo cual, este modelo no
presenta un aumento en el peso de los animales (Teede et al., 2010). Después de la administracion
de capsaicina tampoco se observaron modificaciones en el peso corporal de las ratonas. Estudios
previos han demostrado que la capsaicina no modifica el peso corporal de los animales tras su
administracién subcutanea (Alatriste et al., 2013).

En el seguimiento del ciclo estral observamos que la administracion de VE hizo que las
ratonas fueran aciclicas, ya que, la mayoria mostraron la fase de estro todo el tiempo de estudio.
Algunas ratonas mostraron otras fases del ciclo los primeros dias y con el tiempo mostraron un
patrén estro-metaestro. De acuerdo con Brawer et al., 1986 después de la administracién de VE en
los primeros 15-20 dias, dos terceras partes de las ratas administradas muestran un patrén de
diestro y proestro, y después de 20 dias muestran un estro permanente. Nuestros resultados fueron
similares ya que las ratonas con un comportamiento similar en los primeros dias posteriores a la
administracién evolucionaron a un estro casi constante. A pesar de que algunas ratonas presentaron
pocos dias de metaestro no llegaron a ser ciclicas. El modelo de VE desregula el eje hipotalamo-
hipdfisis-ovario (H-H-O) aumentando la liberacién de LH y disminuyendo la liberacion de FSH
(Rodriguez-Flores, 2011). La LH actua sobre las células de la teca en los ovarios promoviendo la
sintesis de testosterona (T) y la FSH sobre las células de la granulosa promoviendo la conversién de
T en estradiol (E2), importante para la maduracion del ovocito (Arechavaleta-Velasco et al., 2009).
La falta de la accidn de la FSH hace que no se complete el estadio de maduracion del ovocito por lo
cual no es liberado, no ocurre la ovulacién y no hay ciclicidad. La administracion de capsaicina no
mejord el estado aciclico de las ratonas. Las administraciones de capsaicina fueron solo cuatro en
un periodo de 12 dias (del P64 al P76) por lo que no fue una administracion crénica. Por esta razén,
se piensa que no fue estimulante suficiente para realizar algin cambio importante en el eje H-H-O
parainducir la ovulacion. De acuerdo con Alatriste et al., 2013 y Moran et al., 2005 el receptor TRPV1
participa en el desarrollo folicular ovarico, por lo que, a pesar de no inducir la ciclicidad en las
ratonas no se podria descartar algiin cambio en la maduracion de los ovocitos. Para poder confirmar
que la capsaicina no modifico el desarrollo folicular se necesitaria realizar un estudio histoldgico de
los ovarios y cuantificar los diferentes estadios de los foliculos.

7.3 Evaluacion del epitelio ciliar, endometrio y glandulas endometriales

El dtero es un érgano cuya regulacion depende de las hormonas. Se ha observado en
pacientes con SOP que los trastornos endocrinos presentados afectan la morfologia y funcion
endometrial, conllevando a una disminucion en la fertilidad, implantacidn y embarazos exitosos (Lou
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et al., 2017). Por esta razdn, es para nosotros importante realizar un estudio enfocado en la
celularidad uterina y sus probables moduladores.

En los resultados de este trabajo se observaron cambios uterinos en la evaluacién
morfométrica con la tincion de Hematoxilina-Eosina. Se observé que el grupo VE (modelo de SOP)
mostré un aumento en el grosor del epitelio luminal, un aumento en la celularidad del endometrio
y presento glandulas con morfologia aberrante abarcando gran parte del endometrio (hiperplasia
endometrial). Los modelos animales de SOP han reportado cambios importantes en el Gtero como
lo es aumento del grosor y mitosis del epitelio luminal, crecimiento descontrolado de la capa del
endometrio y presencia de hiperplasia endometrial con aumento de la densidad glandular. La
hiperplasia endometrial se da por un aumento en el tamafio de las glandulas endometriales con
forma atipica que aumentan la razén glandula/estroma (Mirabolghasemi, et al; 2017; Kuyucu et al.,
2018; Virginia et al., 2020). A nivel celular, se han propuesto varios mecanismos que promueven los
cambios morfoldgicos durante el SOP. Entre ellos se encuentran el aumento de la accién de
andrégenos y estradiol a través de un aumento en la expresion de sus receptores (AR y ER) en el
endometrio (Key et al., 1988; Villavicencio et al., 2006). Ademas de que los bajos niveles de
progesterona debido a la falta ciclos ovulatorios da como resultado un endometrio que permanece
en un estado proliferativo (Savaris et al., 2011; Azziz et al., 2016). El aumento de la expresidén de ERa
en pacientes ovulatorias con SOP puede contribuir a una mayor falla de implantaciéon y menores
tasas de embarazo en mujeres con SOP (Gregory et al., 2002). Por estas razones, deducimos que los
Uteros de las ratonas del grupo VE no eran funcionales.

Los grupos administrados con capsaicina (VE/Caps 1 nM y VE/Caps 10 nM) mostraron una
mejora en la calidad celular comparado con el grupo VE de acuerdo con la evaluacién morfométrica
con la tincién Hematoxilina-Eosina. La capsaicina disminuyd la celularidad del epitelio ciliar
mostrando una monocapa de células mas ordenadas, disminuyd la celularidad del endometrio
debido a que aumento el grosor de la capa celular dando mayor espacio al estroma endometrial y,
por ultimo, disminuyd la hiperplasia endometrial, mostrando glandulas de tamafio mas pequefio y
con mejor morfologia. La disminucién de la hiperplasia del Utero es un indicador de mejoria y
preventivo de cancer endometrial (Charalampakis et al., 2016). El endometrio, las glandulas
endometriales y el epitelio ciliar tienen como propésito la implantacién del évulo fertilizado, la
nutricion del embridn y el desarrollo de la placenta (Ross, 2008). Ya que los cambios morfolégicos
en el endometrio y epitelio luminal se han asociado a la falla en la implantacidon y embarazo durante
el SOP, la mejora de la calidad celular por la administracion de capsaicina puede asociarse a cambios
positivos para la funcionalidad del atero.

En este trabajo se muestra por primera vez la semicuantificacidn por densitometria del
receptor TRPV1 con la técnica de inmunohistoquimica en el Utero de ratonas inducidas a un modelo
de SOP. Hasta el momento solo habia sido demostrada su expresién en el itero de humanos, ratas
y cobayas (De Clercq et al., 2015; Pohdczky et al.,, 2016; Alatriste et al., 2013). Los cambios
morfoldgicos durante el SOP y la posterior administracidon con capsaicina en el endometrio (estroma
y glandulas) y epitelio luminal de las ratonas correlacionan con los cambios encontrados en la
semicuantificacion del receptor TRPV1 con la técnica de inmunohistoquimica en endometrio y
epitelio luminal. En el grupo VE, que fue el modelo de SOP, se observé una disminucidn significativa
en la semicuantificaciéon del receptor TRPV1 en el endometrio y epitelio luminal, mientras que, la
administraciéon de capsaicina 1 y 10 nM en las ratonas mostraron un aumento significativo en el
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endometrio y epitelio luminal en comparacidn con el modelo de SOP. El agonismo de los receptores
TRPV1 ha mostrado regular de manera positiva su expresidon tal como encontramos en este trabajo
en el endometrio y epitelio luminal (Pohdczky et al., 2016). A pesar de haber sido demostrada la
expresion del receptor TRPV1 en células uterinas, no se ha demostrado su papel bioldgico en el
drgano. De acuerdo con estudios del receptor TRPV1 en otros tejidos, se ha demostrado su papel
en proliferacién y diferenciacién celular (Nilius et al, 2006; Vennekins et al, 2008; Lee et al, 2009;
Bodd et al., 2005). Por los puntos expuestos, sugerimos que el receptor TRPV1 modula el desarrollo
celular del endometrio y epitelio luminal, permitiendo una mejora en las anomalias celulares
observadas en las ratonas inducidas a SOP con VE.

7.4 Evaluacion del miometrio

La evaluacion morfométrica con Ila tincidn de Hematoxilina-Eosina no mostrd
modificaciones en cuanto al grosor y calidad celular del miometrio en el grupo VE. La capa del
miometrio esta compuesta por células musculares que dan flexibilidad al Utero para poder realizar
contracciones y estiramiento durante el proceso de embarazo y parto (Ross, 2008). No se han
reportado cambios en la capa miometrial en modelos murinos de SOP con VE. En el estudio de
Virginia et al., 2020 en un modelo murino de SOP con dehidroepiandrosterona (DHEA) mostré una
disminucién en la densidad nuclear del miometrio; demostrando que la accidn de los andrégenos
durante el SOP modifica la proliferacidn de las células lisas musculares del miometrio. De acuerdo
con Leondhart et al., 2012 en pacientes con SOP se han demostrado cambios en el peristaltismo
uterino sin cambios morfolégicos en el miometrio. Ademas, en el trabajo de Sajadi et al., 2018 en
ratas con SOP mostraron patrones de contracciones uterinas irregulares. Por estos antecedentes,
sugerimos que hay cambios importantes a nivel miometrial que influyen en la funcionalidad de esta
capa durante el SOP, sin embargo, son necesarios mas estudios para poder deducir cuales son los
cambios moleculares que conllevan a las alteraciones en la funcionalidad. De acuerdo con la
evaluacion morfométrica del miometrio con la tinciéon de Hematoxilina-Eosina, la administracidén de
capsaicina 1 y 10 nM mostré un aumento en el grosor miometrial. Un aumento en el grosor del
miometrio puede sugerir un aumento en la cantidad de fibras musculares. Un aumento en las fibras
musculares podria relacionarse con mayor capacidad de estiramiento del utero, mejorando
movimientos como el peristaltismo y tono de contracciones uterinas. Nuevamente, el agonismo del
receptor TRPV1 con capsaicina 1 y 10 nM demostré un aumento en la proliferacidn celular del
miometrio.

En cuanto a la semicuantificacion del receptor TRPV1 con la técnica de inmunohistoquimica
en el miometrio se observé que en el modelo de SOP hay una disminucién significativa en la
distribucidn del receptor TRPV1. La administracion de capsaicina 1 y 10 nM mostraron una mayor
disminucién en el miometrio. La capa del miometrio recibe inervacién sensorial con fibras positivas
al receptor TRPV1. El receptor TRPV1 percibe procesos de estiramiento, presion y el estado de
vascularizacién de 6rganos (Aguado, 2002). La administracidn de capsaicina se realizé en la zona
dorsal entre las vértebras L4-L5. Esta zona contiene a los DRGs con fibras sensoriales positivas para
el receptor TRPV1 que inervan directamente al Utero (Chaban, 2008). Por lo que, el aumento en el
grosor de la capa del miometrio puede deberse a la estimulacidn de los receptores TRPV1 presentes
en las fibras sensoriales de la regidn administrada con capsaicina y no a la presencia del receptor
TRPV1 en células del miometrio. La estimulacion de las fibras sensoriales positivas al receptor TRPV1
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pudo mejorar la sefializacidn hacia SNC por medio de la liberaciéon de neurotransmisores como SP,
CGRP y glutamato y mejorar asi de forma directa la proliferacién celular del miometrio (Tominagay
Tominaga, 2005). Se ha demostrado también el aumento en la inervacién con fibras positivas al
receptor TRPV1 en patologias uterinas con endometriosis, por lo que, también seria util estudiar la
region de la médula espinal para semicuantifcar al receptor TRPV1 en esta zona para conocer los
cambios en la expresién del receptor durante el SOP (Nie et al., 2010; Newman et al., 2013; liu et
al., 2012).

7.5 Evaluacion del perimetrio

De acuerdo con nuestros resultados de la evaluacion morfométrica del perimetrio con
Hematoxilina-Eosina, el grupo VE mostré una disminuciéon en el grosor y celularidad del perimetrio.
El perimetrio es la capa mas externa del Utero y se encarga de proteger y dar soporte al drgano. Una
disminucién en el grosor del perimetrio indicaria una menor proteccién del Utero, dejandolo
expuesto a infecciones, diseminacién de tumores, golpes, roces con otros érganos de la zona
abdominal y menor sostén en caso de un embarazo (Pinto et al., 1966).

La administracidn de capsaicina 1y 10 nM aumenté el grosor y la celularidad del perimetrio,
lo cual sugiere una capa con mayor funcionalidad de proteccién y soporte al Utero. El aumento en
el grosor del perimetrio se correlaciona con el aumento en la presencia del receptor TRPV1 en esta
capa. Nuevamente, se observa que el agonismo del receptor TRPV1 promueve al alza su misma
expresion. A pesar de que el receptor TRPV1 no se encontrd disminuido en el modelo de SOP es
claro que el agonismo del receptor con capsaicina regula de manera positiva su expresion y
activacion, promoviendo la proliferacion celular del perimetrio.

Como se menciond anteriormente, los cambios morfoldgicos uterinos han sido asociados
con la falla en la funcionalidad durante el SOP en humanos. No se han reportado alteraciones tanto
en morfologia como en funcidn del perimetrio durante el SOP. De acuerdo con nuestros resultados,
la disminucidn en el grosor del perimetrio podria asociarse con una falta de proteccién y sostén en
un embarazo y contribuir a los abortos espontaneos que sufren las pacientes con SOP. En cambio,
el aumento en el grosor del perimetrio debido a la administracion de capsaicina podria ser un factor
positivo en la funcionalidad uterina durante el embarazo.

7.6 La capsaicina como modulador del desarrollo celular

La capsaicina demostrd ser un buen modulador del desarrollo celular uterino, mejorando la
morfologia celular aberrante del epitelio luminal y glandulas endometriales, asi como aumentando
el nimero de glandulas endometriales y el grosor de las capas uterinas miometrio y perimetrio.
Estas mejoras en las capas celulares son indicadores de un uUtero mas funcional comparado con el
estado general del tejido en la patologia del SOP en las ratonas. Por lo que, sugerimos que la
capsaicina contribuye a devolver la funcionalidad del utero a través de una modulacién de la
proliferacién celular alterada en el modelo de SOP.

El calcio es un regulador importante de procesos celulares como lo es la proliferacién y
diferenciacidn, por lo que, la activacién de canales idnicos como los de la familia TRP puede modular
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las concentraciones de calcio intracelular (Deliot et al., 2015). En pacientes con SOP varios estudios
muestran una desregulacion de los niveles de calcio, que contribuye al arresto folicular, resultando
en disfunciones reproductivas y menstruales (Rashidi et al., 2009). Debido a estos antecedentes,
sugerimos que la activacion de los receptores TRPV1 con capsaicina modula la proliferacion y
diferenciacion celular alterada durante el SOP inducido.

De acuerdo con Li et al., 2021 se ha demostrado que bajas concentraciones de capsaicina
promueven la proliferacién y diferenciacién celular, mientras que, a altas concentraciones la detiene
(Figura 35). La proliferacién se ve favorecida a través de la fosforilacion de vias como PI3K
(fosfoinositol-3-cinasa), ERK1/2 (cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y 2), PKC (proteina
cinasa C) y PLC (fosfolipasa C). También se ha observado que altas concentraciones de agonistas
promueven la muerte celular a través de altos niveles de Ca?* intracelular, vias como la p53, p38y
aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS). Por ultimo, se observé que el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) transactiva al receptor TRPV1, incrementando el Ca? intracelular,
importante para mecanismos de angiogénesis como la activacién de la calcio calmodulina cinasa Il
(CaMKIl) y la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) (Walcher et al., 2018).

Estudios previos realizados en el laboratorio demostraron que la administracién de bajas
concentraciones de capsaicina (1 y 10 nM) promueven el desarrollo folicular de los ovarios y que
altas concentraciones (30 mM) disminuye el desarrollo folicular (Alatriste et al., 2013). De acuerdo
con nuestros resultados obtenidos en el analisis del docking molecular, sugerimos que bajas
concentraciones de capsaicina permiten una apertura controlada del poro catiénico, permitiendo
un flujo de Ca? intracelular que promueve la proliferacion y diferenciacién celular. En nuestro
trabajo, con la administracidn de las concentraciones de 1y 10 nM, encontramos una modulacién
de la proliferacién celular en el Gtero, mostrando patrones de mejoria en la calidad celular durante
el SOP. Nosotros proponemos que, a través de estimulacién del receptor TRPV1 con capsaicina se
promovieron las vias PI3K, ERK1/2, PKCy PLC, permitiendo una proliferacién y diferenciacién celular.
Ademas, el agonismo del receptor TRPV1 con capsaicina a 1y 10 nM promueve un aumento en la
expresion de este. Sin embargo, se requiere seguir investigando la regulacion del receptor TRPV1y
sus vias de sefalizacidn con la administracidn de capsaicina.

72



sp

VIP ©
CGRP

Gu @ O

A |Transmisi6n al SNC }

| | .
Q DTS
= <, :
ERK 1/2

P

% (12 [~ ATES B PKC 5
/ P

fe o y PLC

Y ’/  J

Lipidos endogenos

Calor 4
H+
Capsaicina -afes”

C

Citocromo

CaMKII

eNOS

(Ha 6L -

Y

Muerte celular Proliferacion celular|

Fig. 35 Principales vias de sefializacion del receptor TRPV1 en procesos de

Angiogénesis

proliferacion, muerte celular y

angiogénesis de células cancerosas, asi como en la transmision nociceptiva en las fibras sensoriales. SP:
sustancia P. VIP: péptido intestinal vasoactivo. CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina. Glu:
glutamato. SNC; sistema nervioso central. NFAT2: factor nuclear de células T activadas 2. ATF3: factor de
transcripcion dependiente de monofostato de adenosina cilico 3. ATM: ataxia telangiectasia mutado. ERK:
cinasa regulada por sefiales extracelulares. JNK: cinasa c-Jun N-terminal. PI3K: fosfoinositol-3-cinasa. PKC:
proteina cinasa C. PLC: fosfolipasa C. ROS: especies reactivas de oxigeno. AKT: proteina cinasa B. CaMKI!I:
calcio calmodulina cinasa Il. eNOS: dxido nitrico sintasa encontelial. NO: 6xido nitrico.



8. Conclusiones

1.- El receptor TRPV1 cuenta con 5 sitios de unidn a capsaicina, 4 sitios transmembranales y 1 sitio
en el poro catidnico. Las interacciones de la membrana celular y la zona transmembranal del
receptor son importantes para mejorar la afinidad de la capsaicina por el receptor.

2.- El hecho de encontrar varios sitios de unidn a capsaicina demuestra la sensibilidad por
interacciones moleculares del receptor de acuerdo con las concentraciones empleadas. La
capsaicina en bajas concentraciones permite una apertura controlada del poro catidnico,
permitiendo un flujo de Ca?* intracelular que promueve la proliferacién y diferenciacion celular.

3.- Elmodelo de VE en ratonas CD1 mostrd alteraciones morfolégicas en el desarrollo celular uterino
como la hiperplasia endometrial, aumento del grosor epitelial con aumento de celularidad
aberrante y una disminucidn en el grosor del perimetrio. Este modelo también mostro alteraciones
en la distribucién del receptor TRPV1, ya que se encontrd una disminucién en el epitelio luminal,
endometrio y miometrio.

4.- La capsaicina en concentraciones 1 y 10 nM demostrd ser un buen modulador del desarrollo
celular uterino, mejorando la morfologia celular aberrante del epitelio luminal y de las glandulas
endometriales, asi como aumentando el nimero de glandulas endometriales y el grosor del
endometrio, miometrio y perimetrio. Adema3s, se observé un aumento en la semicuantificacién del
receptor TRPV1 en el epitelio luminal, en el endometrio y en el perimetrio. Estos factores indican
gue la capsaicina causa una mejora en las anormalidades del desarrollo celular uterino en el modelo
de SOP a través del agonismo del receptor TRPV1.
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9. Perspectivas

El SOP causa infertilidad en mujeres de edad reproductiva debido a la anovulacién. Se
reportan problemas de implantacidn y complicaciones durante el embarazo como lo son abortos
espontaneos, diabetes gestacional, trastornos hipertensivos y partos prematuros. Estos problemas
en la funcionalidad han sido asociados a cambios morfoldgicos en el Utero como lo es la hiperplasia
endometrial y atipia celular (Lou et al., 2017).

De acuerdo con los resultados observados, la capsaicina en concentraciones 1 y 10 nM
mejora la calidad celular alterada durante el SOP. Para demostrar que el Utero vuelve a ser funcional
sugerimos probar la capacidad de implantacién y gestacién de las ratonas con tratamiento de
capsaicina.
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11. Anexos

Parte de este trabajo fue presentado en los siguientes eventos:

XXVII Simposio Interno del Posgrado en Ciencias Quimicas con los avances de la
tesis: “Participacion de los receptores TRPV1 en desarrollo celular del utero en
ratonas CD1 inducidas con Sindrome de Ovario Poliquistico”.

Latin XCchem Twitter Conference 2022 con el poster titulado: “Modulacién in silico
de TRPV1: sitios transmembranales, citoplasmaticos y estructurales”.

Exposicion de Carteles en el evento “La mujer y la nifia en la Ciencia” con el cartel
titulado: “Induccién del Sindrome de Ovario Poliquistico con Valerato de Estradiol
en Ratonas CD1”.

Concurso de Carteles Modalidad Inglés “Semana Internacional del cerebro FCQ-
BUAP 2023” con el cartel titulado: “In silico modulation of TRPV1: transmembrane,
cytoplasmatic and strutural sites”.

V Congreso de investigadoras del SIN y de Iberoamérica con el cartel titulado:
“Participacién de los receptores TRPV1 en desarrollo celular del utero en ratonas
CD1 inducidas con Sindrome de Ovario Poliquistico”. (pendiente el certificado)

Congreso de la Society for Neuroscience 2023 con el cartel titulado: “Molecular
docking of capsaicin at epithelial membrane model TRPV1 receptor”.
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Abstract: The transient receptor potential vanilloid subtype | (TRPV1) is a transmembrane
receptor with 1on channel activity that allows the passage of cations, mainly calcium. The
TRPV1 can be activated by capsaicin, the main component of chili peppers. The TRPV1 has
been found on sensory fibers as well other cells. Different effects with respect to capsaicin
concentration have been shown n different biological tissues. The TRPV] activation by low
concentrations of capsaicin promotes cell proliferation and differentiation, however high
concentrations promote cell death. In the uterus, the expression of the TRPV1 has been
demonstrated, but its function 1s poor understood. The uterus is an organ that 1s constantly
undergoing regeneration, mainly luminal and glandular epithelial cells, so the TRPV 1 may play

an important role in uterine cell development. In this work, an in silico molecular docking study
was performed to identify the capsaicin binding site on the TRPV1 in an epithelial membrane
model. The docking was performed on the Schrédinger platform. With the Protein Preparation
Wizard tool, the crystallized structure of the tetrameric squirrel TRPV1 (PDB: 7LR0) was
optimized to a physiological pH (pH=7.40). The capsaicin molecule (PubChem CID: 1548943)
was loaded in Ligprep and macromodel tool. The probable binding areas such as the
transmembrane and intracellular areas were selected in Glide tool by XP Molecular docking.
Subsequently, the embedding of the TRPV1 in an epithelial membrane model was performed.
The aims of embed the TRPV into an epithelial membrane was to assimilate in vive molecular
interactions in uterus. As a result, we found five capsaicin binding sites in the TRPV1 receptor.
Four sites were found in the transmembrane zone with the following binding energies: Site 1: -
8.092 Kcal/mol, Site 2: -8,097 Kcal/mol, Site 3: -7,078 Kcal/mol and Site 4: -7,598 Kcal/mol.
One site was found in the cationic pore with a binding energy of -8,083 Kcal/mol. The
dissociation constant (Kp) of each binding site was obtained with values of 2.0 uM, 2.0 pM, 10.4
uM, 4.5 pM and 2.0 uM respectively. According to our results, the sites with the best affinity are
the transmembrane sites 1 and 2 and the cationic pore site. In our work we have found Different
sites of activation for capsaicin in the TRPV 1, we demonstrate the sensitivity for molecular
interactions of the TRPV1 according to the concentration used. These results indicate possible
reference capsaicin concentrations to test for TRPV1 stimulation in uterine cells.
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