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RESUMEN

Las funciones del ovario, son regulados por el eje hipotalamo-hipofisis-génadas,
aunado a este control neuroendocrino se ha identificado una via neural directa entre el
sistema nervioso central y las gonadas, cuya funcion es una regulacion fina de los
procesos reproductivos. La inervacion que reciben las génadas esta constituida por
fibras simpaticas, parasimpaticas y entre ellas fibras sensoriales que se encargan de
enviar informacién de estimulos nociceptivos de la periferia hacia el sistema nervioso
central. La administracibn de capsaicina al nacimiento provoca la destruccion
irreversible de las fibras sensoriales que presentan el receptor TRPV1. La infertilidad

puede estar relacionado con la pérdida de la inervacién sensorial.

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar los efectos estimulatorios de la
acetil l-carnitina en la plasticidad neuronal y la fertilidad, activando sistemas de
neurotransmision como el colinérgico y glutamatérgico. Por ello nos resulta importante
conocer sus efectos en la rata desnervada sensorialmente la cual representa un
modelo de estudio, permitiendo evaluar la participacion de las fibras nerviosas

sensoriales en los procesos de reproduccion.

La administracion de ALCAR mostré un adelanto significativo en la edad de la
apertura vaginal y un mayor porcentaje de foliculos sanos en los animales denervados
con CAPS y tratados con ALCAR, comparado con los grupos CAPS+VH y VH+ALCAR.
La administracion de ALCAR en los animales previamente denervados aumento la
longitud dendritica, arborizacion y longitud dendritica por niamero de orden de las
neuronas de la region CA1 del hipocampo en comparaciéon con los otros dos grupos, no
se observaron cambios estadisticamente significativos en las neuronas de la region
CA3.

Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que en la rata la informacion
sensorial participa de manera estimulatoria los parametros de pubertad y en la

plasticidad neuronal.
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I. INTRODUCCION

La reproduccion en mamiferos es una funcion dependiente de la interaccion de
hormonas y sefiales nerviosas, principalmente se acepta que la regulacion de procesos
reproductivos depende de factores neuroendocrinos que involucra al eje hipotalamo-
hipofisis-gonadas, aunado a este control neuroendocrino se ha identificado una via
neural directa entre el sistema nervioso central y las gonadas, cuya funcion es una
regulacion fina de las funciones gonadales (Gerendai, Banczerowski y Halasz, 2005).
La inervacion que reciben las génadas esté constituida por diferentes fibras entre ellas
fibras sensoriales que se encargan de enviar informacion de estimulos nociceptivos de
la periferia hacia el sistema nervioso central conocida como via aferente. En trabajos
previos realizados en el laboratorio observamos que al provocar una desnervacion
sensorial mediante la administracion de capsaicina genera alteraciones en la
espermatogénesis de la rata macho, ademas de alteraciones dendriticas en neuronas
piramidales de la regién CA3 del hipocampo (Hernandez, 2014). Estos datos sugieren
la posibilidad de que ciertos problemas de fertilidad estén relacionados con alteraciones
en la comunicacién sensorial que existe entre las génadas y diversas estructuras del
SNC. Por lo cual se han investigado farmacos que puedan revertir los efectos
provocados por la desnervacion quirdrgica o farmacolégica y restablecer la
comunicaciéon neural. Uno de estos farmacos es la acetil I-carnitina generando
resultados alentadores para la reinervacion. Sin embargo no se han realizado estudios
sobre los efectos de la acetil |-carnitina sobre la desnervacion sensorial inducida

mediante la administracion de capsaicina en ratas hembras.

II APARATO REPRODUCTOR FEMENINO

Todo el aparato reproductivo femenino, excepto la vulva, se sitla en la cavidad pélvica
abdominal y se encuentra sujeto por los ligamentos del peritoneo (membrana que

reviste la cavidad abdominal). Una vez alcanzada la pubertad, las principales funciones
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del aparato reproductor femenino son generar ovulos, producir hormonas sexuales y

llevar a término la gestacion y el parto. (Caravaca et al., 2008).

El aparato reproductor de la rata hembra estd compuesto por ovarios, los oviductos,
atero, el cuello uterino y la vagina; es inmaduro al nacer y se convierte en una unidad
reproductiva completamente funcional a los 42 dias de vida postnatal. El Gtero se
encuentra en la parte posterior de la cavidad abdominal y se conecta con la vagina por
un anillo muscular denominado cuello del Gtero, inmediatamente debajo de la vejiga
(Figura 1). Sobre la parte ventral de la vagina reposa el clitoris; la apertura vaginal se

encuentra limitada por los labios vulvares. (Quezada, 1997; Picut, y Remick, 2016).
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Fig. 1. Representacion del aparato genital de una rata hembra (Modificado de
Kwiecien, 2015).

1.1.1 Ovarios
Los ovarios son Organos pares, yacen contra la pared pélvica en ambos lados en la

parte superior de la misma. Cada ovario esta fijado a la superficie posterior del
ligamento ancho del Gtero por un pliegue peritoneal llamado mesovario y a la pared
pélvica por el ligamento suspensorio, lugar por donde transitan los vasos y nervios

ovaricos. (Ross y Pawlina, 2007).
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Todo el ovario esta recubierto por un epitelio liso de células cubicas que le da un
aspecto brillante. Esta constituido por una porcion externa o corteza y una interna o
médula. En la primera de ellas se distingue un estroma inespecifico (tejido conjuntivo) y
el denominado aparato folicular (foliculos) (Matorras, Hernandez y Molero, 2008)

La interna o médula esta situada en el centro del ovario y contiene tejido conjuntivo
laxo, un conjunto de vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios (Ross y Pawlina,
2007). Las gbénadas son de los 6rganos mas vascularizados gracias a la arteria ovérica
y a la arteria uterina; las ramas de la arteria ovarica entran al ovario a través del hilio
(Yao y Bahr, 1999).

1.2.2 Hormonas

Las hormonas foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) son glicoproteinas
producidas y liberadas por la hipofisis anterior, de donde se vierten al torrente
sanguineo para asi alcanzar sus Organos blanco, las gbénadas. Ambas hormonas,
favorecen la maduracion gonadal y la esteroidogénesis, capacitando al organismo para
que se pueda reproducir (Gémez y Paniagua, 2002). En el caso de la FSH, ésta
estimula el crecimiento y desarrollo del foliculo hasta la fase preovulatoria, mientras que
la LH actua como un “gatillo” de la ovulacion (liberaciéon del ovocito secundario) y
estimula a las células foliculares y el cuerpo luteo para que produzcan progesterona.
(Sairam, 1999; Moore, Persaud y Torchia, 2008).

1.2.3 Foliculo ovérico

El foliculo ovarico es una estructura conformada por un ovocito que se desarrolla y
alcanzan la madurez ovulatoria dentro de los foliculos (Palma, 2008) y células
derivadas del epitelio ovarico llamadas células foliculares o de la granulosa, el foliculo
se caracteriza por poseer 2 funciones principales: La produccion de hormonas y
ovocitos aptos para ser fecundados. Estas funciones son llevadas a cabo por los
foliculos antrales, los cuales poseen una pared interna de células de la granulosa
delimitadas por una lamina basal, que separa las células granulosas de los tejidos de

origen mesenguimatoso y que afecta la migracion celular, la proliferacion y la
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diferenciacion de las células que se encuentran junto a ella. Dependiendo de su estado
de desarrollo, puede tener otros componentes, tales como: zona pellcida, antro y tecas
(Rodriguez, 2005; Filipiak, Vigueira y Bielli, 2016). Los foliculos ovéricos se clasifican en
primordiales, primarios, secundarios y terciarios, estos Uultimos también llamados

foliculos maduros o foliculos de De Graaf (Figura 2).

El desarrollo de un foliculo ovérico se caracteriza por: crecimiento y diferenciacion del
ovocito primario, proliferacion de las células foliculares, formacion de la zona peltcida y
desarrollo de la teca folicular (Rodriguez, 2005). En la rata la foliculogénesis se inicia
aproximadamente 24 horas después del nacimiento. Antes de este periodo hay de 1 a 2
foliculos formados, a las 48 horas de vida postnatal hay 1300 foliculos por ovario
(Malamed, Gibney y Ojeda, 1992); y en la pubertad existen cerca de 5000 foliculos
primarios (Crisp, 1992).

1.2.4 Ovulacion

La ovulacién consiste en un aumento del tamafio folicular seguido de la protrusion del
foliculo desde la corteza ovarica debido a un ascenso de estrégenos, seguido de un
pico de LH y FSH. Luego del pico de LH, la concentracion de progesterona en el foliculo
preovulatorio continla aumentando, hasta la ovulacion. Este esteroide, mediante un
mecanismo de retroalimentacion negativa, seria el responsable de la finalizacién del
pico de LH (Caron, Goldstein, Savard, y Marsh, 1975). La oleada de LH inicia una
cascada de activacion de genes en las células de la granulosa, cuyos productos inician
la luteinizacién, le indican al huevo que comience la maduracién meiotica y conducen a

la ruptura de la pared del foliculo (Hillier, 2001).
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Fig. 2. Esquema del ovario en mamiferos. Fases del desarrollo folicular hasta la
ovulacién (Modificado de Freeman, 2006)
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|.2 INERVACION OVARICA

En los mamiferos el ovario recibe inervacion simpética de dos fuentes: el plexo nervioso
ovarico (PNO), que es un nervio bilateral y tiene una longitud de 2.5 a 3 cm desde el
ovario hasta el primer ganglio prevertebral. EIl PNO derecho e izquierdo corre adyacente
y a lo largo de la arteria ovérica y se bifurca aproximadamente 3 mm antes de llegar al
ovario, la otra rama va al utero (Figura 3). Mientras que el nervio ovarico superior (NOS)
se asocia con el ligamento suspensorio (Figura 4). (Lawrence y Burden, 1980, Pastelin
et al., 2017). En general, las fibras del NOS inervan preferentemente los componentes
secretorios del ovario, como la glandula intersticial y los foliculos, mientras que las

fibras del PNO son mayoritariamente perivasculares.

Gangiio lumbar 1Izquierao
del tronco simpdtico

Ganglio lumbar derecho

U u del tronco simpético

Nervio al ganglio
suprarrenal
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Rifi6 Ve izquierdo
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al dtero
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Fig. 3. Esquema que muestra el origen y la distribucién del PNO en la rata hembra. (Modificado
de Pastelin et al., 2017).
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Ligamento central
Eséfago

Nervio vago
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Fig. 4. Representacion del curso del nervio que viaja en el ligamento suspensorio
e inerva el ovario (marcado como nervio ovérico superior) (Modificado de
Lawrence y Burden, 1980).

La inervacion simpatica que llega a la gbnada es por medio del nervio del plexo ovérico

y del Nervio ovarico superior, a diferencia del Nervio vago que lleva las fibras

parasimpéaticas y sensoriales (Burden y Lawrence, 1977).

La inervacion extrinseca de la glandula se ha demostrado estar involucrados en la
regulacion de las funciones especificas del ovario, como la esteroidogénesis y el
desarrollo folicular temprano. Esta regulacibn se ejerce principalmente por la
norepinefrina (NE) y el péptido intestinal vasoactivo (VIP). Estos neurotransmisores

pueden facilitar el desarrollo folicular. (Greiner, Paredes, Araya y Lara, 2005).

La inervacion intrinseca de los ovarios muestra ganglios bien desarrollados situados en
el mesovario e hilio que se distribuyen a lo largo del tejido conectivo. Las fibras se
presentan antes del desarrollo folicular las cuales son producidas entre las 48-72 horas
después del nacimiento y alcanzan su desarrollo maximo alrededor de la pubertad
contribuyendo a la activacion de la secrecion esteroidogénica. (D'Albora, Anesetti,
Lombide, Dees y Ojeda, 2002).
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13 VIAS NEURALES ENTRE LOS OVARIOS Y EL SNC

En los ultimos afos, la evidencia se ha fortalecido a favor de la existencia de un vinculo
neuronal directo entre las génadas y SNC. Este enlace contiene vias aferentes y
eferentes y puede ajustar la actividad funcional o la capacidad de respuesta de las
glandulas. Un ejemplo de esta ultima funcién es la respuesta compensatoria de
hipertrofia después de la extraccion unilateral del ovario o la glandula suprarrenal. Tal
respuesta también puede ser provocada por la desnervacién farmacologica unilateral
del ovario. Hay alteraciones bioguimicas unilaterales en el hipotdlamo después de la
hemiovariectomia, las areas extrahipotaldmicas o la médula espinal, o la transeccion de
uno de los nervios vagos interfieren con la funcion ovérica (Gerendai y Hala’sz, 1997).
Posteriormente estos autores realizaron una inyeccion del virus de la pseudorrabia en el
ovario izquierdo, las células nerviosas marcadas con virus se identificaron por
inmunocitoquimica usando anticuerpo policlonal antiviral. Se detectaron neuronas
marcadas con virus tanto en la médula espinal como en el cerebro (Gerendai, Toéth,
Boldogkdi, Medveczky y Haladsz, 1998). Estos hallazgos proporcionaron la primera
evidencia neuromorfologica de la existencia de una via neuronal multisinaptica entre el

ovario y el SNC.

Considerando los datos obtenidos con los métodos clasicos de rastreo de vias y la
técnica de rastreo viral transneuronal, se puede suponer que el virus viaja desde el
ovario a través de los nervios simpaticos hasta llegar al ndcleo paraventricular. Dado
que existen conexiones reciprocas entre los nucleos del tronco encefélico y el nucleo
paraventricular, asi como el ndcleo del tracto solitario, los circuitos neuronales entre
estos nucleos proporcionan una ruta adicional. En la figura 5 se muestran algunas de
las estructuras que participan en la conexion neural entre el sistema nervioso central y
el ovario. Se ilustra una posible forma de recibir informacion para la regulacion de las

funciones ovéricas (Gerendai, Kocsis y Halasz, 2002).

El mismo grupo liderado por la Dra. Gerendai reportaron que en la rata la vagotomia
unilateral bloquea el marcaje de varias estructuras cerebrales cuando se inyecta el virus
de la pseudorrabia en el ovario. Los hallazgos indican que la vagotomia interfirié con el

marcaje de varias estructuras cerebrales conectadas con el ovario, incluidos los
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ndcleos vagales. La ausencia del marcaje en estructuras distintas de los nucleos
vagales sugiere que la infeccidn de estos grupos celulares en animales con nervios
vagos intactos, podria deberse principalmente al viaje del virus a través de estructuras
vagales. Estos datos proporcionan una base morfoldgica para futuras investigaciones
para estudiar qué estructuras cerebrales estan involucradas y cual es su importancia
funcional en el control de la inervacion simpética y parasimpéatica del ovario (Gerendai,
Téth, Boldogkoi, Medveczky y Halasz, 2000). La lateralidad hipotalamica en el control
gonadal planted la cuestion de si las estructuras neurales extrahipotalamicas también
involucradas en los procesos reguladores gonadales estan lateralizadas o no
(Gerendai, 1987). En este contexto, se puede mencionar que las lesiones del lado
derecho del locus coeruleus, un grupo celular transsinpticamente no marcado desde el
ovario después de la vagotomia, interfirieron con el desarrollo de hipertrofia ovarica
compensatoria después de la ovariectomia unilateral (Gerendai, 1984; Gerendai et al.,
2000). Lo anterior nos permite plantear que la técnica del trazado transneuronal revela
algunas de las estructuras involucradas en via neural de comunicacion entre el SNC y
los ovarios, pero también puede omitir el marcado de algunas otras que sélo son
posible ser mostradas mediante otras técnicas o abordajes experimentales; como las

hemicastraciones, desnervaciones quirdrgicas y/o farmacologicas.
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Fig. 5. Esquema simplificado de las conexiones neuronales descendentes conocidas entre
las estructuras del SNC marcadas desde el ovario por la técnica de rastreo transneuronal
viral (Modificado de Gerendai et al., 2002).

Ill- HIPOCAMPO

El hipocampo, una estructura subcortical importante en el cerebro de los mamiferos,
esta involucrado en varios tipos de procesos de aprendizaje y la consolidacion de la
memoria a largo y corto plazo y estrés. Deriva de la region medial del telencéfalo, forma
parte del sistema limbico, relacionados con distintos ndcleos en los que se encuentran
la corteza prefrontal, amigdala, nucleo accumbens y area ventral tegmental

(Hernandez, Aguilar y Garcia, 2015; Moghadami, Jajanshahi, Sepehri y Amini, 2016).

El hipocampo comprende regiones CA1, CA2, CA3 y CA4 (Lorente de N6. 1934), dadas
de acuerdo con las células piramidales que se localizan en ellas. Anatbmicamente, esta
organizado en el cuerno de Amon (hipocampo propio) y el giro dentado (GD)
(separados por la fisura hipocampal); el complejo subicular, formado por el
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presubiculum (Para), el subiculum (Sub) y el parasubiculum (Pre) y la corteza entorrinal

(EC) (Figura 6). (Lavenex, Lavenex y Amaral, 2007; Amaral y Lavenex, 2007).

Fig. 6. Esquema de cerebro de rata, mostrando los ejes septotemporales y transversales de la formacion

del hipocampo. (Modificado de Amaral y Lavenex, 2007).

1.4.1 Neuronas piramidales del hipocampo

Las células poseen distintas caracteristicas en cada area hipocampal. Las de CAl
presentan en su dendrita apical ramas laterales muy finas, su axén es delgado y con
varias colaterales ascendentes. La regién CA3 las piramidales tienen mayor tamafio y
su dendrita apical se divide en 2-3 ramas verticales, el axén es grueso y produce
colaterales o bien cortas que acaban en el stratum oriens, o bien largas que cruzan
stratum pyramidale donde constituyen fibras horizontales (colaterales Schaffer)
(Gallardo y Elena 1994). De acuerdo con los trabajos realizados por Juraska, Fitch y
Washburne, (1989) observaron una diferencia dendritica entre las neuronas piramidales
de eje largo y corto, que probablemente mostrarian un namero disimil de sinapsis por
cada tipo de neurona. Por otro lado las piramidales CA2 poseen dendritas similares a
las de CA3 pero carentes de excrecencias, su axon no produce colaterales Schaffer. En
CA4 las piramidales tienen un soma normalmente poligonal, su axon sigue un curso

similar al de las de CA3 mas proximas al giro dentado.
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1.4.2 Conexiones neuronales

Las regiones CA1, CA3 y el GD constituyen el circuito trisinaptico del hipocampo, se
caracteriza por tres relevos: la primera denominada via perforante que proviene de la
capa Il de la corteza entorrinal y es la principal entrada de informacion del hipocampo y
proyecta principalmente al GD y al CA3, por otro lado las proyecciones provenientes de
la capa lll de la corteza entorrinal proyectan a la region CA1 (Amaral y Witter,1989). Se
sabe que las neuronas piramidales CALl reciben inervaciones de bulbos olfatorios,
ndcleo accumbens, corteza prefrontal (PFC), amigdala e hipocampo. El segundo relevo
de informacién se da entre el GD y CAS3, constituido por fibras musgosas, los axones
proyectan las neuronas granulares del GD hacia las neuronas piramidales de CA3
(Bello-Medina, Gonzéalez-Franco y Andrea, 2018). El tercer relevo ocurre entre el CA3 y
CAl, en donde las neuronas piramidales pertenecientes a la region CA3 envian sus
axones a la region CALl constituyendo las colaterales de Schaffer (Figura 7) (Amaral y
Lavenex, 2007)

Fig. 7. Diagrama esquematico que ilustra la organizacion de las dos proyecciones de las vias perforantes
hacia los otros campos de la formacion del hipocampo. Las células en la capa Il de la EC se proyectan al
GD y a la regién CA3 del hipocampo. Las células en la capa Il de la EC dan lugar a una via distinta que
inerva a CA1 del hipocampo y el subiculo. Tomado de (Amaral, 1993).
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IE MODELO DE DESNERVACION SENSORIAL

El estudio de la participacion de la inervacion sensorial en las funciones reproductivas
se ha abordado mediante la desnervacion quirdrgica o por desnervacion farmacologica.

Esta ultima el modelo mas utilizado es la administracion de capsaicina.

1.5.1 Capsaicina

La capsaicina (CAPS) es un protoalcaloide del grupo de los vanilloides derivado de los
chiles del género Capsicum. Es un polvo cristalino blanco altamente volatil, penetrante,
hidrofugo, incoloro e inodoro. Tiene un tamafio de sintesis en el chile mediante la
adicién de un &cido graso de cadena ramificada a la vanililamina (Fujiwake, Suzuki, Oka
y lwai, 1980). En los ultimos afios, la CAPS se ha usado ampliamente debido a sus
efectos farmacologicos para provocar una desnervacion sensorial y fisiologicos. La
capsaicina y los compuestos relacionados forman un grupo quimico natural llamado
capsaicinoides. Después de la irritacion violenta inicial, la aplicacién de capsaicina
vuelve a los animales y al hombre insensibles a otros estimulos quimicos nocivos,
producen dolor e inhibe la inflamacion neurogénica inducida por sustancias quimicas
irritantes o por la estimulacion antidromica de los nervios sensoriales. Esta
desensibilizacion puede durar semanas o0 meses después de la administracion
sistémica en ratas (Fitzgerald, 1983; Ilhan y Erdost 2013,).

El tratamiento neonatal con capsaicina causa la degeneracién selectiva de una
poblacién distintiva de neuronas sensoriales primarias involucradas en la mediacién del
dolor quimiogénico (Kjartansson, Dalsgaard y Jonsson, 1987). Como resultado, la
capsaicina ha sido un agente farmacolégico que ha despertado mucho interés y se esta
explorando su utilidad en diferentes condiciones clinicas.

1.5.2 Mecanismo de accién

El receptor vanilloide 1 de Potencial Transitorio (TRPV1), que son exclusivamente
expresados por neuronas aferentes nociceptivas (Zvara et al., 2005) conocido como
receptor de capsaicina, es parte de la familia de canales de iones de potencial de
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liberacion transitoria (TRP) que ayuda al cuerpo a detectar el calor o la calidez. La
administracion sistémica de capsaicina en la etapa neonatal ejerce una accion
neurotoxica sobre las neuronas sensoriales (Hiura, 2000). La activacién de TRPV1 por
capsaicina da como resultado la despolarizacion neuronal sensorial mediada por la
entrada de iones de sodio y calcio, y puede inducir la sensibilizacion local a la
activacion por calor, acidosis y agonistas endogenos / exdgenos. La exposicion topica a
la capsaicina provoca sensaciones de calor, ardor o picazon. Las altas concentraciones
de capsaicina o las aplicaciones repetidas pueden producir un efecto local persistente
en los nociceptores cutaneos, que se describe mejor como desfuncionalizacion y esta
constituido por una actividad espontanea reducida y una pérdida de respuesta a una
amplia gama de estimulos sensoriales. Las neuronas que reciben aferencias por las
fibras C tienen una prolongacién central que se proyecta al sistema nervioso central y
hace sinapsis para continuar la via analgésica (Figura 8). Tanto la prolongacion
periférica como la central acumulan en sus terminaciones péptidos neurotransmisores,
mayoritariamente sustancia P, ademas de neuroquinina A (NKA) y CGRP. La
disminucién en las concentraciones de péptidos y otros constituyentes de las neuronas
sensoriales es probablemente una consecuencia de la accidn neurotoxica de la

capsaicina (Alvis, Melucci, Quiroga y Mandrile,1995; Anand y Bley, 2011).

Activadores de TRPV 1 Cerebro: sensacion

Agonista de ardor o picazén
Capsaicina endégeno Acidosis Calor
o QH' Neurona
/ - ;- N sensorial
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Fig. 8. Esquema de la activacion de TRPV1 por capsaicina. (Modificado de Anand y

Bley, 2011).
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IE EFECTOS DE LA ACETIL L-CARNITINA

La Acetil -L- Carnitina (ALCAR) es una molécula pequefia, soluble en agua
perteneciente al grupo de las acilcarnitinas derivada de la union de acetil CoA y L-
carnitina que se encuentra principalmente en higado, rifiones y cerebro, en esta ultima
se presenta en niveles relativamente altos y es mas alto en el hipotalamo. EI ALCAR
puede atravesar facilmente la barrera hematoencefalica, por lo que la suplementacion
con este compuesto podria favorecer el metabolismo cerebral ademas de estar
relacionada con la movilizacién de acidos grasos, la homeostasis de membranas, el

mejoramiento energeético y proteccion contra el estrés oxidativo.

En el cerebro, se ha informado que tanto el ALCAR reduce la muerte neuronal y el dafio
asociado con el envejecimiento, o causados por medicamentos (Jones, McDonald y
Borum, 2010), Ademas, la administracion exégena de ALCAR ha inducido
modificaciones significativas y positivas en las actividades bioeléctricas cerebrales en
animales de experimentacion y en el hombre, que son mas evidentes con el aumento
de la dosis (Postiglione et al., 1991).También mejora ciertos aspectos de la memoria ya
gue permite la sintesis de su neurotransmisor, la acetilcolina, que puede ser muy Uutil
para situaciones de estrés (Souccar, 2006). Todo lo anterior ha permitido el desarrollo
de suplementos alimenticios a base de ALCAR, ademas, se le ha relacionado con la
reparacién del dafio neurolégico y la proteccién ante estrés metabdlico a través del
restablecimiento de la actividad mitocondrial y la modulacion de la expresion genética
por lo que se ha convertido en una molécula beneficiosa como tratamiento
farmacoldgico ante padecimientos neuroldgicos del sistema nervioso central (SNC)
como la enfermedad de Alzheimer y Parkinson, asi como diversas formas de estados
depresivos. (Forloni, Angeretti y Smiroldo, 1994; Singh, Mishra, Mishra y Shukla, 2017)

Por otra parte, las propiedades metabdlicas de LC y ALCAR han permitido el desarrollo
de tratamientos contra la infertiidad femenina. Se sabe de una pequeia diferencia
funcional entre ellas, pero ambas se utilizan en la investigacion del area de la biologia
reproductiva para mejorar las funciones mitocondriales del o6vulo para tratar la

infertilidad. EI ALCAR se usa con mayor frecuencia asociado con la mejora de los
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efectos antioxidantes / antienvejecimiento, por lo tanto, los estudios que se centran en
la mejora de la fertilidad femenina mediada por la defensa antioxidante utilizan
preferentemente ALCAR. Varios estudios encontraron que la suplementaciéon con LC y
ALCAR mejoran trastornos como el sindrome de ovario poliquistico (Agarwal, Sengupta
y Durairajanayagam, 2018), se inform6 que las carnitinas aumentan los niveles de
gonadotropinas como la secrecion de la LH y hormonas sexuales estrogénicas como el

estradiol (E2), asi como mejoran la calidad de los ovocitos (Genazzani et al., 2011).

Por otra parte, la ALCAR muestra efectos positivos sobre el metabolismo mitocondrial, y
se muestra prometedor en el tratamiento del envejecimiento y las patologias
neurodegenerativas al disminuir la progresion del deterioro mental. Ademas, ALCAR
desempefia efectos neuromoduladores tanto en la morfologia singptica como en la
transmision sinaptica. Es probable que estos efectos se deban a los efectos del ALCAR
a través de la modulacion de la expresion génica en diversas estructuras del sistema

nervioso central (Traina, 2016).

1.6.1 Mecanismo de accién

El mecanismo de accién de la L-carnitina sobre la fertilidad femenina. La LC ingresa al
ovocito a través de un transportador catidnico organico-2 (OCTN2) y a través de su
accion directa sobre la calidad de los ovocitos, aumenta la produccién de energia por
oxidacion B, elimina el exceso de palmitato en el reticulo endoplasmico (ER) para
reducir el estrés del ER, elimina los radicales libres para reducir el dafio oxidativo e
inhibe las caspasas para prevenir la apoptosis. Implica su accion indirecta a través del
eje HPG regulando los niveles de hormonas reproductivas y, por lo tanto, mitiga los
trastornos reproductivos como el sindrome de ovario poliquistico (PCOS) y amenorrea.
En la endometriosis, mejora el equilibrio hormonal, disminuye la liberacién de citocinas

y la apoptosis y, por lo tanto, mejora la endometriosis (Figura 9).

CPT1, carnitina palmitoiltransferasa-1; CPT2, carnitina palmitoiltransferasa-2; T, CoA,
coenzima A; FFA, acido graso libre; FSH, hormona foliculo estimulante; GhnRH hormona

liberadora de gonadotropina; IMM, membrana mitocondrial interna; LC, L-carnitina; LH,
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hormona luteinizante; mPTP, poro de transicion de permeabilidad mitocondrial; OM,
membrana ovocitaria; OMM, membrana mitocondrial externa; PRL, prolactina; ROS,

especies reactivas de oxigeno; T, translocasa.

Hipotalamo \'

Pituitaria anterior

- Mejora el balance hormonal 4 Aumento de LH, secrecion de % @%
- Disminucion de la liberacion - PRL reducida, secrecién -
de citocinas - Aumento de E, produccion de P4 O\/ARIO

- Disminucion de apoptosis

- Mejora la endometriosis - Mejora los sintomas de POCS

5’ - Reduce amenorrea
i/ - Restaura la menstruacion regular

- Aumento de la produccion de energia
—4 -Reduccion de la generacion de ROS, reduccion de las

lfl}\eas O)Eid%ﬁv?s' tegridad de | b de | Lines

-Aumento de la integridad de la membrana de los N oxidativas

ovocitos y los organelos. L- carnitina

" Eliminacion
- Mejora la calidad de los ovocitos » - renal OVOCIToS

""""""""
.
B
--------

‘e
‘e
‘e
»

Graso
Acetil CoOA/I ' CoA

Al balance 9 other FFA
CoA Acelll *

Graso
Carnitina ’ ER stress —»>

- ¥
Lo Bl wos JBY o [ o ER

e SR

i
*Secremén
de protema

Fig 9. Mecanismo de accion de la L-carnitina sobre la fertilidad femenina. (Modificado de
Agarwal et al., 2018).
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2. ANTECEDENTES

El inicio de la pubertad en la rata hembra es el resultado de una activacion del eje
hipotalamico-hipofisario-gonadal, y especificamente, por la liberacion de GnRH desde
las neuronas hipotalamicas hacia la circulacion del portal hipofisario (Prevot, 2015) y el
desencadenamiento posterior de la liberacion de la hormona luteinizante pulsatil (LH)
después de la cuarta semana postnatal (aproximadamente treinta dias de edad)
(Andrews y Ojeda, 1981). Bajo la influencia de estos episodios secretores de LH, el
ovario es estimulado para producir mas E2. A su vez, los aumentos sutiles en los
niveles de E2 parecen ser capaces de evocar aun mas mini secreciones de LH, lo que
puede inducir una mayor activacién ovarica que conduce a la maduracién (Urbanski y
Ojeda, 1985; Urbanski y Ojeda, 1986). Con el inicio de la pubertad ya determinado por
la activacion de la liberacion pulsatil de LH, el evento mas importante que queda por
definir es el momento del primer aumento preovulatorio de gonadotropinas, que, en si
mismo, representa el climax de la maduracién reproductiva neuroendocrina femenina.
Debido a que la unidad hipotalamica-pituitaria ya es completamente competente para
responder a los niveles preovulatorios de estrégeno con un aumento de LH, la aparicion
y el momento de este evento final dependen de la finalizacion de la maduracién ovarica.
Solo cuando el ovario se vuelve capaz de producir niveles de E2 de magnitud
suficiente, y durante un periodo de tiempo suficientemente largo, se producira el

aumento de LH preovulatorio (Ojeda y Skinner, 2006).

El momento del inicio de la pubertad también esta influenciado por otros factores, tanto

extrinsecos como intrinsecos.

Dentro de los factores extrinsecos se encuentran las feromonas, estas tienen un papel
importante en el inicio de la pubertad, la exposicion de ratones hembras a machos o
sus excretas induce estro en aproximadamente la mitad de las hembras tres noches
después (Ojeda y Skinner, 2006). Por otra parte Dluzen y Vandenbergh, (1992)
expusieron a ratones hembras de 24 dias de edad, la aplicacion en las fosas nasales
del extracto urinario proveniente de ratones macho, los resultados mostraron un

adelanto de la pubertad evaluado por un incremento en los pesos uterinos. Por los
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efectos que produce se le llama extracto urinario acelerador de la pubertad (PAUE, por

sus siglas en inglés)

En el contexto de la pubertad, est4 bien establecido que la maduracion sexual en el
ratbn hembra puede acelerarse de 8-6 dias por la presencia de un macho adulto o
incluso al introducir a la hembra en una jaula previamente ocupada por el macho (Ojeda
y Skinner, 2006). La alimentacion también es un factor importante, se sabe que una
alimentacion alta en grasas en roedores hembras desde el nacimiento o después del
destete adelanta el inicio de la pubertad de 7-5 dias (Lie, Overgaard y Mikkelsen, 2013),
por otra parte una desnutricibn en madres gestantes retrasa la pubertad de sus

descendientes principalmente en machos (Chernoff et al., 2009).

Pero existente también factores intrinsecos que intervienen en la pubertad, tal es el
caso de leptina, que es una hormona peptidica producida principalmente por los
adipocitos, la leptina parece tener dos funciones diferentes, como una sefial permisiva
que interactia con regiones definidas del cerebro para permitir o prevenir la maduracién
del eje HPG, y como una sefial que media la conectividad de las proyecciones
neuronales clave. Con respecto a su papel permisivo en el inicio de la pubertad, la
deficiencia de leptina, causada por una mutacion de pérdida de funcién de la leptina o
de su receptor, da como resultado un fracaso para completar la pubertad, y en

consecuencia, infertilidad (Prevot, 2015).

El propésito de analizar la participacion de la inervacion simpatica y/o sensorial sobre la
regulacion de las funciones del ovario ha generado algunos métodos para su analisis,
como la desnervacion quirargica que incluye modelos de ovariectomia bilaterales como

unilaterales o la utilizacion de farmacos capaces de provocar una desnervacion.

El grupo de Moran, Zarate, Moran, Handal y Dominguez, (2009) demostraron que en
ratas hembras durante su periodo prepuberal y juvenil, tienen lugar arreglos en las
neuronas posganglionares que alcanzan los ovarios que parten de los ganglios
prevertebrales. Los resultados sugieren que €l NOS juega un papel importante en el
proceso de comunicacion entre los ganglios mesentéricos celiacos superiores y los

ovarios a medida que se acerca la pubertad.
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Se sabe que durante el desarrollo de la rata hembra, se produce un proceso de
maduracion de los factores que regulan el funcionamiento de los ovarios, lo que da
como resultado diferentes respuestas segun la edad del animal. Se ha mostrado que en
la rata hembra neonata la desnervacion sensorial inducida con la administracion de
capsaicina retrasa la edad del inicio de la pubertad, disminuye el nimero de foliculos,
no se observan cambios en la apertura vaginal y se presenta un incremento de los
foliculos atrésicos y una disminucion de la fertilidad. Estos resultados permiten sugerir
que la inervacion sensorial del ovario envia informacién al Sistema Nervioso Central
necesaria para la regulaciéon de la funcién ovarica (Moran et al., 2003).

Trabajos previos muestran también un numero de foliculos presentes en los ovarios que
pueden estar regulados por la participacion de la informacién neural. Moran, Morales,
Quir6z y Dominguez, (2000) mostraron que la seccion del nervio ovarico superior,
realizada a los 16 dias de edad, provoca un aumento en el nimero de foliculos
presentes en la gonadas a los 4 y 8 dias después de la desnervacion, donde el 80-90%
de foliculos son atrésicos, y un aumento en el estradiol y una disminucion en la
concentracion sérica de progesterona. Por otra parte, el grupo de Morales-Ledesma,
Betanzos-Garcia y Dominguez-Casala, (2014) ha demostrado un retraso en la edad de
inicio de la pubertad en animales vagotomizados a los 24 y 28 dias de edad. Los
resultados mostraron en la vagotomia unilateral o bilateral realizada a los 24 dias de
edad modificé el nivel de progesterona en niveles altos y bajos respectivamente y
tampoco modifico las tasas de ovulacion ni el nimero de 6vulos. A su vez, la vagotomia
bilateral realizada a los 28 dias de edad resulté en un aumento en el nimero de 6vulos
liberados y niveles bajos de progesterona. La vagotomia unilateral y bilateral realizada
el dia 24 o 28 dio como resultado una disminucién en los niveles séricos de estradiol.
Esto indica que la interrupcion de la inervacién ovarica tuvo un efecto sobre la
regulacion de las funciones ovaricas por parte del SNC y que estos efectos variaron
segun la edad a la que se realiz6 la denervacion.

Por otra parte, el grupo de Morales (2011) demostré que la ovariectomia unilateral
aguda en ratas hembras prepuberes de 32 dias de edad provoca una hora después de
la cirugia un aumento en la concentracion sérica de progesterona y una disminucién

significativa en la concentracion de estradiol. Estos cambios son mayores cuando el
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ovario in situ es el izquierdo, lo que les permite sugerir a los autores que existe una
asimetria en los ovarios para secretar hormonas esteroideas. Los autores sugieren que
esta respuesta podria estar relacionada con la cantidad de conexiones neuronales entre

el hipotdlamo y los ovarios.

Previamente hemos mostrado que en la rata hembra recién nacida la administracion
sistémica de capsaicina provoca previo a la pubertad una disminucién significativa de la
actividad de los sistemas noradrenérgico y serotoninérgico de la region del hipotalamo
anterior. Estos resultados sugieren que las conexiones del sistema sensorial estan
relacionadas con la actividad de los sistemas monoaminérgicos hipotalamicos (Quiréz,

Morales-Ledesma, Morén, Trujillo y Dominguez, 2014).

Estudios realizados por Trujillo, Morales y Dominguez, (2015) demostraron que la
desnervacion sensorial inducida por la administracion de capsaicina en los dias de
diestro 1 y 2, no modificé el ciclo estral de los animales y produjo una disminucion de la
tasa de ovulacién en comparacion con los animales que no fueron desnervados. Se
mostré un aumento significativo en los niveles de progesterona y estradiol en animales
ovulantes y no ovulantes desnervados con CAPS, estos resultados permiten sugerir
que la inervacion sensorial que se transmite al ovario participa de manera estimulante
en el mecanismo que regula la ovulacion. Mas aun su participacion varia a lo largo del

ciclo estral, siendo el dia del diestro 2 el mas sensible a dicha participacion.

Por otra parte, existen sustancias que pueden tener efectos reparadores del Sistema
Nervioso, por ejemplo la acetil I-carnitina (ALCAR) actualmente se usa para el
tratamiento del dolor neuropatico, la suplementacion dietética de ALCAR ejerce efectos
neuroprotectores, neurotréficos, antidepresivos. Sus efectos analgésicos a largo plazo
dependen de modificaciones epigenéticas, como modificaciones reversibles en la
actividad de los genes (Traina, 2016).

La administracion de ALCAR en ratas macho con constriccidn crénica provocé un
efecto neuroprotector en la morfologia de las neuronas dafiadas y un aumento en el
grado de mielinizacion de sus axones. El efecto neuroprotector se debe al aumento de

la expresion del factor de crecimiento neuronal. (Tomassoni et al., 2018).
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Este incremento de factores neurotroficos puede explicar los mecanismos de plasticidad
neuronal que se presentan después de la administracion de ALCAR, por ejemplo en la
rata con desnervacion quirdrgica del nervio ciatico la administracion sistémica de
ALCAR promueve la reparacion del nervio y previene la pérdida neuronal. Esta
reparacion inducida por la administracion de ALCAR promueve el aumento del nimero
y la mielinizacion de los axones comparado con el grupo control (Wilson, Hart, Wiberg y
Terenghi, 2010). Se ha demostrado que las propiedades neuroprotectoras de la
administracion sistémica de ALCAR persisten incluso cuando se inicia el tratamiento
con ALCAR hasta 24 horas después de una lesion. En este estudio se demostro que el
ALCAR no solo aumenté el numero de fibras nerviosas, sino que también mejoré
morfoldégicamente la calidad de la regeneracion de las neuronas en parametros como:
diametro del axdn y grosor de la vaina de mielina, que sobreviven a lesiones neurales y
la reinervacion del érgano. Esto udltimo, nos permitiria ofrecer que el proceso de
reinervacion fuera mas rapido con la ayuda de tratamientos tépicos inmediatos.

(Farahpour, y Ghayour, 2014).

Se conoce poco sobre los efectos de la ALCAR en el crecimiento folicular, en la
literatura se encontré un trabajo que relaciona la ALCAR con el crecimiento folicular en
donde se mostr6 que en la rata la induccion de la superovulacion incrementa las
concentraciones ovaricas de ALCAR durante las fases del crecimiento folicular y luteal
(Costa y Stevenson, 1984). Por todo lo anterior, resulta de gran importancia analizar los
efectos de la ALCAR sobre los mecanismos neuroenddcrinos y neurales que regulan el

inicio de la pubertad, el crecimiento folicular y la plasticidad neuronal del hipocampo.
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3. JUSTIFICACION

Poca atencion ha recibido en las ultimas décadas la participacion de la inervacion en la
regulacion de las funciones ovaricas. El grupo de Gerendai ha mostrado la existencia
de una via neural entre los ovarios y diversas estructuras del SNC. Curiosamente el
hipocampo no aparece, se desconoce si su técnica no la revelé o simplemente no la
consideraron dado que tradicionalmente es una estructura cerebral relacionada con
procesos de memoria, aprendizaje, estrés e informacion emocional. Sin embargo,
existen algunas evidencias que permiten sugerir que también puede participar en la
regulacion de la reproduccion, previamente hemos mostrado un incremento
arborizacion dendritica de las neuronas piramidales de la region CA3 del hipocampo en
ratas macho desnervadas sensorialmente. Por otra parte, esta bien demostrado que en
modelos animales la desnervacion sensorial realizada por via quirdrgica o
farmacolégica inhibe el crecimiento folicular, la ovulacién y la fertilidad. Existen
patologias reproductivas que estan asociadas al grado de actividad nerviosa ovarica
como el sindrome del ovario poliquistico, el cual se caracteriza por un hiperactividad de
los nervios simpaticos que inervan el ovario. Por lo que es muy importante descubrir
nuevas alternativas econdémicas, efectivas e inocuas que restablezcan la actividad
nerviosa. Un candidato es la acetil I-carnitina que tiene como principales cualidades
para ser utilizada en la hembra la movilizacion de energia y estimulacién de
mecanismos de plasticidad neuronal. Por tales razones, resulta de gran importancia
comprender como participa la inervacion en la fisiologia reproductiva y como
restablecer la comunicacion de las vias sensoriales mediante estrategias efectivas que

permitan solucionar problemas de infertilidad.
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ll-. HIPOTESIS

Si la ALCAR estimula la produccion de factores neurotréficos que activan mecanismos
de plasticidad neuronal, por ende su administracion en ratas desnervadas
sensorialmente estimulard la via sensorial que regula los mecanismos neuroenddcrinos
involucrados en el inicio de la pubertad y el crecimiento folicular. Lo que implicaria
cambios en la morfologia dendritica de neuronas piramidales de la region CA1 y CA3

del hipocampo de ratas hembras sacrificadas al primer estro vaginal.

5. OBJETIVOS

lI-I OBJETIVO GENERAL

e Analizar los efectos de la Acetil L- Carnitina sobre la pubertad, el crecimiento
folicular y la morfologia dendritica de neuronas piramidales del hipocampo en
ratas hembras puberes previamente desnervadas sensorialmente al nacimiento
con capsaicina.

52 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar los efectos de ALCAR sobre la edad de la apertura vaginal y del primer
estro vaginal en ratas hembras puberes con o sin denervacién sensorial inducida
al nacimiento con capsaicina.

e Analizar los efectos de ALCAR sobre el crecimiento folicular de ratas hembras
puberes con o sin denervacion sensorial inducida al nacimiento con capsaicina.
- Foliculos totales
- Foliculos sanos o atrésicos
- Foliculos preantrales y antrales

e Evaluar los parametros morfolégicos de las neuronas piramidales del hipocampo
(CAly CA3) de ratas hembras puberes con o sin denervacion sensorial inducida
al nacimiento con capsaicina.

- Arborizacion dendritica
- Longitud dendritica total
- Longitud dendritica por nimero de orden.
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E. MATERIALY METODOS

En el presente proyecto se utilizaron 18 ratas hembras recién nacidas de la cepa ClI-
ZV, mantenidas en condiciones ambientales de temperatura y humedad controladas,
con ciclo de luz oscuridad de 12 horas, con libre acceso de agua y alimento conforme la
NOM-060-Z001999 proporcionadas en el “Bioterio Claude Bernard” de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla. Los animales se dividieron equitativamente en tres
grupos: un grupo recibié una dosis de 50 mg/kg de Capsaicina ® (Sigma, St. Luis MO,
USA) y a partir del dia 21 se le administro diariamente solucion salina fisiologica
(cloruro de sodio al 0.9%) i.p. como vehiculo de la ALCAR (Grupo: CAPS+VH), otro
grupo también se le administré la misma dosis de capsaicina y a partir del dia 21 de
edad y hasta su sacrificio recibieron una dosis diaria de 50 mg/kg de ALCAR ® (Sigma,
St. Luis MO, USA) i.p. (Grupo: CAPS+ALCAR). Un tercer grupo recibié vehiculo al
nacimiento y a partir del dia 21 ALCAR (Grupo: VH + ALCAR). Se registr6 la edad de

apertura vaginal y los animales se perfundieron al primer estro vaginal.

EI Preparaciéon de farmacos

La capsaicina se disolvié en una solucién compuesta por 10% de etanol, 10% de Tween
80 y 80% de solucion salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9%). Mientras que la

ALCAR se solubilizé en solucién salina fisioldgica.

EZ Obtencién de muestras

Los animales fueron sacrificados al primer estro vaginal en el Laboratorio de
Histofisiologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas mediante anestesia con
pentobarbital sédico en dosis de 0.20 ml/ 100 g peso vivo i.p., se les realizé una incision
toracica exponiendo el corazén para realizar la perfusion cardiaca con solucion
Hartmann (250 ml), por el ventriculo izquierdo del corazon, realizando un corte a la
vena cava superior (Figura 10). Se extrajeron los cerebros y se colocaron en 20 ml de

solucion de Golgi-Cox obtenida del Laboratorio de Neuropsiquiatria del Instituto de
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Fisiologia de la BUAP. Los ovarios fueron fijados en 20 ml de Bouin para tratamiento

histoldgico.

(Hartmann). Tomado de Romero, 2009

Eg Tincion de Golgi-Cox

Para el protocolo de impregnacion los cerebros se mantuvieron durante 30 dias en
solucién Golgi-Cox (K2Cr207 170 mM, HgClz 200 mM, Kz2CrO4 200 mM), en total
oscuridad, con un cambio de Golgi-Cox a los 15 dias después de la perfusion, después
de este tiempo la soluciéon se remplazé por una solucién de sacarosa al 30% y se
almacenaron nuevamente en total oscuridad durante 15 dias mas, con un cambio de
sacarosa al 30% a los 7 dias antes de ser cortados (este Ultimo paso por sacarosa
confiere al tejido flexibilidad, por lo que es menos propenso a la resequedad y a la

fractura cuando se corta).

Ell Impregnacién con solucién Golgi-Cox

Para los cortes histolégicos, se monto el cerebro en un vibratomo motorizado (Camden
Instrument, MA750) utilizando cianosacrilico como pegamento para posteriormente ser
cubierto con agua destilada, se realizaron cortes coronales de 200 um, se fijaron en
laminillas previamente gelatinizadas al 2% presionandolas uniformemente con papel
filtro. Las laminillas se mantuvieron en una camara hiumeda y se procedio a realizar el
protocolo de revelado de tincion en total oscuridad. Tomada y modificada de la técnica
de (Gibb y Kolb, 1998).
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e Las laminillas fueron sumergidas en solucién de Hidréxido de amonio por 30
minutos.
e Un lavado con agua destilada por 1 minuto.
e Posteriormente se sumergieron en fijador Kodak para pelicula fotografica (en una
disolucioén 1:1) durante 30 minutos.
e Un ultimo lavado en agua destilada por 1 minuto.
e Deshidratacién del tejido mediante el uso de concentraciones crecientes del
alcohol.
- 5 minutos en alcohol al 50%
- 5 minutos en alcohol al 70%
- 5 minutos en alcohol al 95%
- 5 minutos en alcohol al 100%
e Finalmente se sumergieron las laminillas durante 15 minutos en xileno con la
intencion de aclarar el tejido.
e Se montaron los cortes revelados con resina sintética y se dejaron secar en un

cuarto oscuro por unos dias para su posterior observacion.

EE Dibujo y analisis morfologico de las neuronas

Para el dibujo de las neuronas se utilizé un microscopio Optico (Leica modelo DMSL), el
cual esta articulada a una camara llucida, donde permite al observador dibujar las
neuronas a partir de una imagen observada en el microscopio. Se dibujaron 10
neuronas por estructura cerebral (5 neuronas por cada hemisferio). Las neuronas
fueron dibujas con el objetivo de 40X, se dibujaron en un plano bidimensional
auxiliandose del micrométrico del microscopio. Los dibujos de las neuronas se
analizaron por el método de Sholl (Sholl, 1953). Las regiones de interés fueron CAly
CA3 del hipocampo, para identificarlas y localizarlas se us6 como guia el atlas
estereotaxico de (Paxinos y Watson, 2007). Las neuronas dibujadas se seleccionaron

en base a los siguientes parametros.
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e El soma neuronal debe encontrarse dentro de la region de interés.

¢ El soma debe poseer una morfologia piramidal

eLa neurona debe estar completamente tefiida e integra.

eNo deben estar sobrepuestas con otras neuronas o estructuras para
facilitar el trazado.

Realizado el dibujo de la neurona se procedido a realizar el analisis de Sholl, se
marcaron con diferentes colores las dendritas de acuerdo con su orden de ramificacion,
tomando en cuenta como primer orden aquellas dendritas que emergen del soma, las
de segundo orden aquéllas que surgen de la bifurcacion de las anteriores y asi
sucesivamente.

La valoracion de los datos morfoldgicos se realizé mediante el andlisis de Sholl, el cual
consiste en sobreponer una serie de circuitos concéntricos alrededor del soma de la
neurona, de los cuales el centro debe coincidir con el soma, de esta manera se
determina el numero de dendritas que interceptan cada uno de los circulos
subsecuentes, lo cual nos permitié evaluar la longitud dendritica por segmento de 10
um y el total, asi como el nUmero de ramificaciones, pudiendo determinar asi el nUmero
méaximo de orden dendritico por cada neurona analizada y su arborizacién dendritica
(Figura 11).

Para el andlisis de datos, cada caso sera representado por el valor promedio, obtenido
de cada circulo (existen 10 um entre cada circulo que antecede a otro), obteniéndose el
namero de dendritas que cruzan cada circulo del tal forma que se grafica el nimero de
intersecciones entre las dendritas identificadas y cada circulo concéntrico contra el
numero ordinal de cada circulo que se encuentra a 10 um uno de otro, por tanto contra
la longitud del arbol dendritico.

Por cada neurona dibujada obtuvimos 3 datos importantes que fueron: arborizacién

dendritica, longitud dendritica total y longitud por nimero de orden.
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Fig. 11. Esquema de andlisis morfolégico de la neurona. A) Trazado de neuronas en el microscopio
Optico con cAmara licida. B) Diagrama en el que se muestra la plantilla de discos concéntricos para el
analisis de Sholl. (Tomada de Sanchez, 2009)

EE Andlisis histolégico de ovarios

Una vez sacrificados los animales se fijaron los ovarios en solucion Bouin, transcurridas
las 12 horas se realizé un cambio de Bouin por alcohol al 70%, con respectivos lavados
de alcohol 70% hasta disminuir el color amarillo que deja el Bouin al 6rgano, para
después iniciar la deshidratacion con cambios crecientes de alcohol y cloroformo.

e 1% hrs. de alcohol al 96%

e 1% hrs. de alcohol al 96%

e 1% hrs. de alcohol al 100%

e 2 hrs. de alcohol al 100%

e Dejar toda la noche en cloroformo usado

e 2 hrs. de cloroformo puro

e 2 hrs. de parafina liquida ler bafio

e Colocar en blogques por 24 hrs.

Listos los cubos de parafina se realizaron cortes de 10 um en micrétomo manual (Erma

Tokyo). Se utiliz6 la técnica de tincion Hematoxilina-Eosina (H-E) por lo que se procedi6
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a desparafinar los cortes en una cadmara de formol durante 24 hrs. para después pasar

al tren de tinciéon H-E:

e 1.5 min. Xilol

1.5 min. Xilol

e 1.5 min. -OH 100%
e 1.5 min. -OH 96%

e 1.5 min. Agua destilada

¢ 1.5 min. Hematoxilina de Meyer
e 5 min. Agua

e 5 min. Agua

e 5 min. Agua

e 15s. Eosina

e 1.5 min. -OH 96%

e 1.5 min. -OH 100%

e 1.5 min. Carbol-Xilol

e 1.5 min. Xilol

Terminado el proceso de los cortes histolégicos se monté con resina sintética para su

analisis por microscopia Optica.

E7 Anadlisis del crecimiento folicular

Los cortes de ovarios de 2 animales por grupo se analizaron por microscopia Optica, a
todos los foliculos ovaricos primarios, secundarios y terciarios se les observo su nucleo
y nucléolo se analizaron si eran sanos 0 presentan un signo de atresia como picnosis
nuclear, engrosamiento de la teca, descamacion, alteracién del ovocito, ademas si

presentan o no antro folicular, se contabilizaron y se analizaron los datos.
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EB Analisis estadisticos

Los datos sobre la edad de apertura vaginal, primer estro vaginal, el crecimiento
folicular, tipo y estado folicular de los animales se analizaron con un ANOVA de dos
vias (P<0.05). Los datos resultantes del andlisis de Sholl fueron: longitud dendritica, la
cual se analizé utilizando un ANOVA de una via (P<0.05), arborizacion dendritica,
numero de orden y longitud dendritica por lateralidad, todos analizados con un ANOVA
de dos vias (P<0.05). Para cada uno de estos rasgos se utilizo el test de Tukey como
prueba post hoc para comparaciones multiples cuando se presentaron diferencias
significativas en las medias. Todos los andlisis estadisticos se realizaron en el

programa Graph Pad Prism version 7.0
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7. RESULTADOS

A continuacién se mostraran los resultados del efecto de la acetil I-carnitina en ratas

hembras puberes desnervadas sensorialmente al hacimiento con capsaicina.
El analisis de Sholl fue realizado en un total de 360 neuronas del hipocampo.

En la region CA1l y CA3 se obtuvo una n de 6 ratas por grupo y se analizaron 180
neuronas respectivamente. Se determinaron los siguientes aspectos: arborizacion

dendritica, longitud dendritica, longitud dendritica por numero de orden en 10 pm.

Se realizaron analisis del crecimiento folicular con una n de 2 ratas por grupo, se
observaron distintos tipos de foliculos y se determiné el inicio de la pubertad usando

una n de 6 ratas por grupo.
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7' Parametros de pubertad

Al administrar la ALCAR en las ratas hembras desnervadas sensorialmente al
nacimiento, mediante la inyeccion de capsaicina, se observé un adelanto de la edad de
apertura vaginal en comparacion a las ratas con sélo denervacion sensorial. Al analizar
la edad del primer estro no se presentaron diferencias significativas en ninguno de los
grupos experimentales, sin embargo, se puede observar que en los animales del grupo
CAPS+ALCAR muestran una tendencia hacia un adelanto de la edad del primer estro
en comparacién con CAPS+VH (Figura 12).
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Fig. 12. Comparacién de edad de apertura vaginal y primer estro en ratas hembras puberes con o sin
desnervacién sensorial y tratadas con ALCAR. Se presentan las medias een £+ SEM con una n=6
ratas por grupo. *P=0.004.

40| Pagina



72 Crecimiento folicular

La administracion de ALCAR en los animales desnervados sensorialmente provocé un
incremento en el numero total de foliculos en comparacién a los otros dos grupos
experimentales. Interesantemente, dicho incremento de foliculos tienen la condiciéon de
ser sanos, mientras que el nimero de foliculos atrésicos se reduce significativamente

con respecto al grupo CAPS+VH (Figura 13).
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Fig. 13. Efecto de la acetil I-carnitina sobre la poblacién folicular ovérica en ratas hembras
puberes con o sin desnervacion sensorial. Se presentan las medias con + SEM con una n=2 ratas
por grupo. (*P<0.0001, **P<0.0001, *P<0.0001, **P<0.0001, *P=0.0238, **P=0.0003).
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Al analizar la poblacion folicular por ovario los resultados mostraron un aumento
significativo en el niumero de foliculos totales y sanos del grupo CAPS+ALCAR en
comparacion a los grupos VH+ALCAR y CAPS+VH para ambos ovarios. Con respecto
a los foliculos atrésicos, se encontr6 una disminucion significativa en el numero de
foliculos del grupo CAPS+ALCAR en comparacion con el grupo CAPS+VH para el
ovario izquierdo (Figura 14a). En el caso del ovario derecho se observa que el
tratamiento de ALCAR en ratas, previamente desnervadas sensorialmente o no, reduce
el nimero de foliculos atrésicos en comparacion a las ratas con sélo desnervacion

sensorial (Figura 14b).
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Fig. 14. Efecto de la acetil I-carnitina sobre la poblacion folicular en ratas hembras puberes con
desnervacion sensorial Se presentan las medias con + SEM con una n=2 ratas por grupo. a.
(*P=0.0002, **P=0.0005, *P<0.0001, **P<0.0001, *P=0.0457), b. (*P=0.0005, **P=0.0038, *P<0.0001,
**P<0.0001, *P=0.0309, *P=0.0371, ***P=0.0005).
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La clasificacion de los foliculos en preantrales y antrales revelé que el incremento de
foliculos sanos en el grupo CAPS+ALCAR es por un aumento de foliculos pequerios, es
decir preantrales. El nimero de foliculos antrales no se modifico significativamente en

ninguno de los grupos experimentales (Figura 15).
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Fig. 15. Efecto de la acetil I-carnitina sobre el tipo folicular en ratas hembras puberes con
desnervacion sensorial. Se presentan las medias con + SEM con una n=2 ratas por grupo.
(*P<0.0001, **P=0.0002).
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La figura 16 muestra que el incremento significativo de foliculos preantrales totales
observado en el grupo CAPS+ALCAR (figura 15) es por un aumento por parte sélo del
ovario izquierdo, en comparacion a los otros dos grupos experimentales. En el ovario
derecho no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los tres

grupos experimentales.
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Fig. 16. Efecto de la acetil I-carnitina sobre el tipo folicular en ratas hembras puberes con
desnervacion sensorial. Se presentan las medias con + SEM con una n=2 ratas por grupo. a.
(*P<0.0001, **P<0.0001)
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Los datos obtenidos para el estado folicular por porcentaje se analizaron usando como
factores independientes el tratamiento y el tipo folicular. Los resultados mostraron que
la desnervacién sensorial provoca, tanto en foliculos preantrales como antrales, un
mayor porcentaje de foliculos atrésicos que de sanos. La administracion de ALCAR en
los animales con desnervacion sensorial incrementa significativamente el porcentaje de
foliculos sanos preantrales, en comparacion a los grupos VH+ALCAR y CAPS+VH, y
también un aumento significativo en el porcentaje de foliculos antrales en comparacion
al grupo CAPS+VH (Figura 17a). En consecuencia el porcentaje de foliculos atrésicos
disminuyéo en el grupo CAPS+ALCAR, en comparaciéon a los otros dos grupos

experimentales (Figura 17b).
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Fig. 17. Efecto de la acetil I-carnitina sobre el porcentaje folicular en ratas hembras
puberes con desnervacién sensorial. Se presentan las medias con + SEM con una n=2
ratas por grupo. a. (*P=0.0242, **P=0.0007, *P=0.0031), b. (*P=0.0331, **P=0.0012,
*P=0.0122, **P=0.0046).
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73 Hipocampo region CAl

Arborizacion dendritica

En este parametro se analiz6 el numero de intersecciones que tuvo el arbol dendritico
cada 10 pum con respecto al soma de la neurona, es decir, cuantas dendritas habian
cada 10 um. El andlisis mostré que el mayor grado de arborizacion se presento en la
zona comprendida entre las 40 y las 160 um. El grupo CAPS+ALCAR presenté un
mayor namero de intersecciones en esta region, en comparacion con los otros dos

grupos experimentales (Figura 18).
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Fig. 18. Arborizacién de neuronas piramidales de la region CAl del hipocampo. Se presentan las
medias con = SEM con una n=6 ratas por grupo y 10 neuronas por cada. (P<0.0001 grupo CAPS+ALCAR
vs CAPS+VH y VH+ALCAR).
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Longitud dendritica

Los datos obtenidos del analisis de Sholl para la longitud dendritica de las neuronas de
CA1 del hipocampo mostraron un aumento significativo en la longitud dendritica total
del grupo CAPS+ALCAR con respecto al grupo CAPS+VH (Figura 19).
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Fig. 19. Comparacion entre la longitud dendritica total de neuronas piramidales de la region CA1l
del hipocampo. Se presentan las medias con + SEM con una n=6 ratas por grupo y 10 neuronas por cada
rata d. (*P<0.0037 grupo CAPS+ALCAR vs CAPS+VH).
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Longitud por numero de orden

En la grafica 21 se muestran los resultados de la longitud de neuronas piramidales de
CA1 del hipocampo por nimero de orden, los animales del grupo CAPS+ALCAR mostro

un incremento significativo con respecto a los grupos CAPS+VH y VH+ALCAR (Figura

20).
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Fig. 20. Numero de orden dendritico de neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo. Se
presentan las medias con *+ SEM con una n=6 ratas por grupo y 10 neuronas por cada rata.
(CAPS+ALCAR vs CAPS+VH: *P=0.0021; CAPS+ALCAR vs CAPS+VH y VH+ALCAR: **P<0.0001;

CAPS+ALCAR vs CAPS+VH *P=0.0023).
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7ll- Hipocampo region CA3

Arborizacion dendritica

Resultados del andlisis de Sholl para la arborizacibn dendritica de las neuronas
piramidales de la region CA3 del hipocampo. No se observaron cambios significativos

en ninguno de los grupos experimentales (Figura 21).
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Fig. 21. Arborizacién de neuronas piramidales de la region CA3 del hipocampo. Para el andlisis de
datos se utilizé un ANOVA de dos vias (P<0.05). Se presentan las medias con £+ SEM con una n=6 ratas
por grupo y 10 neuronas por cada rata.
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Longitud dendritica

Los resultados tampoco mostraron cambios significativos en la longitud dendritica en
ninguno de los grupos experimentales (Figura 22).
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Fig. 22. Comparacion entre la longitud dendritica total de neuronas piramidales de la region CA3 del
hipocampo. Se presentan las medias con + SEM con una n=6 ratas por grupo y 10 neuronas por cada
rata.
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Longitud por numero de orden

En la figura 23 se muestran los resultados de la longitud de neuronas piramidales de
CAS3 por numero de orden, los datos obtenidos del analisis de Sholl mostraron en los
animales con desnervacion sensorial tratados o no con ALCAR un aumento significativo
en el tercer orden en comparacion al grupo VH+ALCAR. Y un incremento en el quinto

orden en los animales del grupo CAPS+ALCAR con respecto al grupo VH+ALCAR.
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Fig. 23. Nimero de orden dendritico de neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo. Se
presentan las medias con + SEM con una n=6 ratas por grupo y 10 neuronas por cada rata. (VH+ALCAR
vs CAPS+VH: *P=0.0137; CAPS+ALCAR vs VH+ALCAR: **P=0.0040).
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75 Longitud dendritica por lateralidad de laregion CA1y CA3

Los datos obtenidos del andlisis de Sholl para la longitud dendritica de las neuronas de
CA1 y CA3 de hipocampo fueron analizados usando como factores independientes el
tratamiento y la lateralidad del hipocampo. Los resultados mostraron un aumento
significativo en la longitud dendritica de las neuronas ubicadas en el hemisferio derecho
de la region CA1l del hipocampo del grupo CAPS+ALCAR con respecto al grupo
CAPS+VH (Figura 24).

—
c CAl
)
a » 15001
M * Il zquierdo
E —
Derecho
»
>
g 10001 =
°
©
S 5004
)
ko]
©
]
=
5) 0= T T T
c VH+ALCAR CAPS+VH CAPS+ALCAR
o
-
—
c CA3
)
" 15001
L | [ | Izquierdo
E —
Derecho
»
=
g 10001
(8]
=
-
ko]
S 5004
)
©
°
]
=
;7 0- T T T
c VH+ALCAR CAPS+VH CAPS+ALCAR
o
|

Fig. 24. Comparacién de la longitud dendritica total por lateralidad de neuronas piramidales de la
region CAly CA3 del hipocampo. Se presentan las medias con + SEM con una n=6 ratas por grupo y
10 neuronas por cada rata. a. (*P=0.0034).
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En la figura siguiente se observan algunas fotografias representativas de las neuronas
piramidales de las regiones CAl y CA3 del hipocampo de ratas hembras puberes
(Figura 25)
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Fig. 25. Fotografias representativas de las neuronas piramidales de la region CAl1 y CA3 del
hipocampo de ratas hembras puberes desnervadas.
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B. DISCUSION

En el presente estudio se observdo que en los animales del grupo CAPS+VH la
administracion de capsaicina provoco la aparicion de lesiones en la piel, reduccion del
peso corporal, protuberancias, tal y como como se ha reportado por Carrillo et al.
(1994). Estos efectos producidos nos permiten tener la certeza de la destruccion de las

fibras sensoriales mediante la Unica dosis de capsaicina.

Nuestros resultados mostraron que la administracion de acetil I-carnitina en ratas
denervadas sensorialmente mediante la inyeccion de capsaicina provoc6 un adelanto
de la edad de la apertura vaginal en comparacion a la de las ratas que solo fueron
desnervadas sensorialmente. Nuestros resultados apoyan la idea de que la inervacion
sensorial regula de manera estimulatoria los mecanismos neuroendocrinos que
participan en el inicio de la pubertad (Moran et al., 2003; Trujillo et al., 2015). Lo anterior
nos permite sugerir que la ALCAR probablemente estimulé6 en los animales
desnervados con CAPS, mecanismos de plasticidad neuronal como la reparacion y
regeneracion de neuronas sensoriales, en apoyo a lo anterior se ha reportado que la
administracion de ALCAR induce la reparacion de nervios seccionados y previene la
pérdida neuronal. Eventualmente promueve un incremento en el ndmero y la
mielinizacion de axones, como sucede con el nervio ciatico (Wilson et al., 2010; Ferreira
y McKenna., 2017). Por otro lado, no se puede descartar un efecto de retroalimentacion
positiva por parte del ALCAR, en los animales desnervados sensorialmente, sobre el
eje neuroenddécrino hipotalamo-hipofisis-ovarios. ElI grupo de Krsmanovic, Virmani,
Stojilkovi¢ y Catt, (1992) realizaron experimentos en ratas aciclicas en condicion de
anestro que fueron inducidas por cambios en el fotoperiodo (expuestas a oscuridad
permanente durante tres semanas), tiempo en el cual s6lo una mitad de los animales
fueron tratados con ALCAR vy la otra mitad fueron parte del grupo control. Al restablecer
el fotoperiodo normal los autores muestran una recuperacion del ciclo estral sélo en los
animales tratados con ALCAR, mediante estudios in vitro, relacionan esta recuperacion
con un incremento en la secrecion de hormonas como GnRH, LH, PRL y estradiol

durante el estro. Estos resultados permiten sugerir que la ALCAR estimula mecanismos
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neuroenddcrinos que inducen la liberacion de GnRH, incrementando los niveles de LH y

finalmente de estradiol.

No se observaron adelantos en los pardmetros de la pubertad en los animales tratados
con VH+ALCAR, sin embargo se mantuvieron en los parametros normales,
posiblemente esto se deba a que la ALCAR no tenga efectos relevantes en animales
sin previa desnervacion, o bien que sus efectos estimulatorios, en un animal con
inervacion sensorial intacta, generen una retroalimentacion negativa en el circuito

neuroendocrino que regula el inicio de la pubertad.

El grupo de Moran et al., (2003) mostraron que en la rata hembra la desnervacion
sensorial inducida mediante la administracion de capsaicina retrasa la edad del primer
estro. En el presente estudio los animales del grupo CAPS+ALCAR no presentaron una
diferencia en la edad del primer estro en comparacion a los del grupo CAPS+VH lo que
apoya nuestra idea de que la ALCAR estimula mecanismos neuroenddcrinos que
participan en la secrecion de hormonas esteroides y la ciclicidad vaginal, restableciendo
la “normalidad del funcionamiento de las génadas” en los animales desnervados con
capsaicina. El trabajo de Genazzani et al., (2011) muestra que la ALCAR también tiene
un efecto en la ciclicidad vaginal, se realiz6 el estudio en mujeres con amenorrea
hipotalamica funcional hipo-gonadotréopicas (LH) y secreciéon de LH normal, los
resultados mostraron un aumento de LH e insulina en mujeres hipo-gonadotrdpicas y en
ambos grupos se observé la recuperacion de la ciclicidad vaginal durante y después de
las 16 semanas de administracion del ALCAR, lo que sugiere el posible papel positivo
de la administracion de la ALCAR. Mas aun, Dominguez, Cruz, y Chavez, (1989)
sugieren que para mantener la ciclicidad del estro, es necesaria la presencia de ambos
nervios vagos, ya que la integridad de uno de ellos no es suficiente para compensar la

pérdida de informacion provocada por la seccion de uno de ellos.

En cuanto al andlisis del crecimiento folicular, nuestros resultados mostraron que los
animales desnervados sensorialmente presentaron una menor poblacién de foliculos en
crecimiento y un incremento del porcentaje de foliculos con caracteristicas atrésicas, lo
cual concuerda con lo reportado por el grupo de Moran et al., (2003). Interesantemente

la administracion de ALCAR en las ratas desnervadas sensorialmente provocO dos
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efectos: 1) Un incremento significativo de la poblacion de foliculos en crecimiento y 2)
Un rescate de foliculos de la atresia. Probablemente el primer efecto sea mediante la
activacion de mecanismos neuroendocrinos y/o neurales que estimulan un incremento
en el reclutamiento de foliculos primordiales al “pool” de foliculos preantrales. Si bien
este efecto se observa en ambos ovarios, es mayor en el ovario izquierdo, lo que
refuerza la idea de que la inervacion puede ser una via de reclutamiento ya que se ha

mostrado que el ovario izquierdo tiene una mayor inervacion supraespinal

que el derecho (Toth et al., 2007). El rescate de la atresia, es decir un incremento de
foliculos sanos y una disminucion de los foliculos atrésicos observado en el grupo
CAPS+ALCAR puede explicarse por el efecto estimulatorio que tiene el ALCAR sobre la
secrecion de estrogenos (Krsmanovic et al.,1992; Agarwal et al., 2018). También esta
respuesta en el crecimiento folicular podria estar asociada a los efectos antioxidantes
de la ALCAR, ya que se ha mostrado que mejora la calidad de los ovocitos (Liang et al.,
2017). Se sabe que un ambiente rico en antioxidantes disminuye los radicales libres
que inducen la atresia folicular (Tilly y Tilly, 1995).

Se ha informado que la ALCAR mejora los efectos de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y el estrés oxidativo inducido por radicales libres (OS). Con respecto a la
fisiologia de la reproduccién en la mujer, los ROS y los sistemas antioxidantes
desempeiian diferentes funciones (Agarwal et al., 2018; Agarwal, Gupta, Sekhon y
Shah, 2008). En concentraciones adecuadas se comportan como mediadores de la
sefalizacion hormonal, la esteroidogénesis ovarica, la ovulacion, la formacion del
cuerpo lateo y la lutedlisis, asi como de la funcién de las células germinales. Diversos
estudios han demostrado la relacion existente entre ROS del liquido folicular, la
foliculogénesis y la esteroidogénesis (Meijide, 2004). Por todo lo anterior, es posible
gue la aplicacion de acetil I-carnitina en las ratas desnervadas sensorialmente mejora
los efectos de ROS que inciden en una disminucion de foliculos atrésicos, un
incremento en los foliculos sanos y posiblemente una mejor calidad en los ovocitos. En
el grupo de VH+ALCAR no se observd un efecto estimulatorio de la ALCAR sobre el
nuamero de foliculos totales y foliculos sanos, puede ser explicado por un aumento en la

concentracion de antioxidantes que causan a su vez un efecto inhibitorio sobre el
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reinicio de la meiosis como ha sido mostrado mediante estudios in vitro con ovocitos de
rata (Takami et al.,1999).

Por otro parte el andlisis de la morfologia dendritica de las neuronas piramidales de la
region CAl del hipocampo de las ratas del grupo CAPS+ALCAR presentaron un
incremento en la arborizacion, longitud dendritica, niumero de orden significativamente
mayor en comparacion a los grupos CAPS+VH y VH+ALCAR. El incremento de la
longitud dendritica apoya lo reportado por el grupo de Lau, Bigio, Zelli, McEwen y
Nasca, (2017) quienes mostraron que en la rata con restriccion de movimiento, la
administracion de ALCAR provoca un incremento de la longitud dendritica en neuronas
piramidales de la amigdala basolateral. Incluso puede inducir neurogénesis en el
hipocampo de la rata adulta (Singh et al., 2017). No se puede descartar que los cambios
observados en la morfologia dendritica de neuronas piramidales CAl en los animales
del grupo CAPS+ALCAR estén asociados a un estimulo en la via neural ovario-
hipotalamo-hipocampo que estimulé un adelanto de la pubertad y los cambios en el
crecimiento folicular ya mencionados. Ma&s auln, nuestros resultados apoyan la
predominancia de las vias neurales supraespinales del ovario izquierdo (T6th et al.,
2007) y es muy probable que esta via a nivel encefalico sea contralateral, ya que en
nuestro estudio la longitud dendritica fue mayor en las neuronas piramidales de CAl
derecho.

Existen pocos estudios que muestren que el hipocampo participa en la regulacion de las
funciones reproductivas. Previamente hemos demostrado que en la rata macho
prepuber el bloqueo de la comunicacion neural entre el testiculo izquierdo y el SNC
mediante la hemiorquidectomia unilateral izquierda provoca en la etapa adulta un
aumento significativo en la arborizacion dendritica y en la longitud dendritica por
namero de orden de las neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo (Santos,
2017) acompafiado de un aumento en la produccion de espermatozoides en el testiculo
derecho; mientras que en la orquidectomia unilateral derecha provoca en el testiculo
izquierdo una disminucion significativa en el nimero de espermatozoides asi como su
viabilidad (Gonzalez et al., 2016). Todo lo anterior, nos permite sugerir que el
hipocampo participa en la regulacion de las funciones reproductivas.
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Por otro lado, es posible que también los cambios en la morfologia dendritica estén
asociados a un posible aumento en las concentraciones séricas de estrégenos. Se sabe
que el estrégeno una hormona esteroide gonadal influye mucho en el comportamiento y
las respuestas fisiologicas neuroendocrinas. También juega un papel importante en el
cerebro, por ejemplo, en la regulacion del desarrollo neuronal, la plasticidad y el
comportamiento reproductivo (Ho6sli y H6sli,1999). Dado que el estradiol como la
testosterona pueden llegar al cerebro a través de la circulacion sanguinea, se han
realizado amplios estudios para investigar su papel en la modulacion de la plasticidad y
funciéon del hipocampo (Woolley, Weiland, McEwen y Schwartzkroin, 1997).
Anteriormente Woolley et al., (1993) han demostrado los efectos del estradiol y la
progesterona en ratas ovariectomizadas sobre la densidad de las espinas dendriticas
en las células piramidales CA1 del hipocampo, en donde mostraron el aumento de la
densidad dendritica a partir de las 24 horas posterior a la administracion de estradiol y
con respecto a la progesterona; esta tiene un efecto bifasico sobre la densidad de las
espinas ya que el tratamiento con progesterona después del estradiol inicialmente
aumenta, pero luego produce una disminucibn mucho mas aguda. Por otro lado,
también se ha asociado cambios en la morfologia dendritica con las concentraciones de
prolactina, por ejemplo se ha visto que en ratas ovariectomizadas seguidas de la
administracion de acido kainico y con postratamiento de prolactina, mostraron los
efectos neuroprotectores de la prolactina en neuronas piramidales de la region CAly la
prevencion del déficit cognitivo que provoca el acido kainico (Reyes-Mendoza, y
Morales et al.,, 2004). En apoyo a lo anterior, se ha mostrado que en la rata la
administracion de ALCAR provoca un incremento en la secrecion de prolactina y
estradiol durante el estro (Krsmanovic et al.,1992). Mediante la administracién de
ALCAR pudimos observar en el grupo CAPS+ALCAR cambios en algunos parametros
de pubertad y crecimiento folicular que a su vez se ven influenciados por el posible
aumento de estrogenos que puedan modular la morfologia dendritica de las neuronas
hipocampales, por lo que respaldamos la idea del rol del hipocampo en los procesos
reproductivos. El grupo de Hojo (2004) demostr6 mediante inmunohistoquimica la
expresion de la aromatasa P45017 a como para P450 de los citocromos en las

neuronas piramidales hipocampales de las regiones CA1-CA3 asi como en las células
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granulares del giro dentado en ratas macho adultas. Estos datos sugieren fuertemente
gue el estradiol se sintetiza endégenamente en las neuronas a partir del colesterol en la
formacion del hipocampo. Estos resultados indican la necesidad de reconsiderar la
creencia de que estos esteroides sexuales se producen sélo en las gonadas y llegan a
diversas estructurales cerebrales a través de la circulacion sanguinea. En nuestro
trabajo no se observaron cambios significativos para las neuronas piramidales de la
region CA3 excepto para el parametro de longitud dendritica por nimero de orden.
Dentro del hipocampo, estudios han sugerido diferencias importantes en la funcion de
las areas CAl y CA3 (los principales campos de células piramidales en el hipocampo)
en la memoria espacial y contextual (Ji y Maren, 2008), probablemente la desnervacion
sensorial induce en el area del hipocampo CA1l y CA3 efectos diferenciales que se ven
reflejados en la morfologia dendritica de las neuronas. Por otra parte Farovik, Dupont y
Eichenbaum, (2010) analizaron los efectos de la lesion, mediante la inyeccidon de acido
iboténico, de las subregiones del hipocampo dorsal CA3 y CA1 sobre la memoria para
el orden de elementos no espaciales asociados secuencialmente. Las ratas con
lesiones de CA3 se vieron gravemente afectadas en la memoria, pero las ratas CALl se
desempefiaron tan bien como los controles. Se observd un dafio promedio del 62%
para el area CA3 y un promedio del 39% para la region CAL, siendo mas sensible y
esencial CA3 para procesos de memoria: Dado que en nuestro estudio encontramos un
incremento arborizacién, longitud dendritica y nimero de orden sélo en las neuronas
piramidales de CA1l del grupo CAPS+ALCAR nos permite sugerir que estén asociados
a un aumento de la comunicacién neural entre los ovarios y el SNC, incluyendo el
hipocampo, como una respuesta compensatoria ante la desnervacion sensorial
neonatal. También sugerimos que CAl estaria asociada a la via de comunicacion
neural entre los ovarios y el SNC en el control de la reproduccion. Estos trabajos
sugieren la diferencia de roles de estas dos regiones del hipocampo, especulamos que
mediante la administracion de ALCAR se podria restablecer la reinervacion de estas
fibras sensoriales que afectan directamente las estructuras cerebrales y gonadales. Se

requieren mas estudios que prueben esta hipotesis.
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H. CONCLUSIONES

La administracion de ALCAR en las ratas hembras desnervadas sensorialmente
induce un adelanto de la edad en la apertura vaginal con respecto a los animales
tratados con solo capsaicina o acetil I-carnitina.

En las hembras desnervadas sensorialmente la administracion de ALCAR estimula
mecanismos neuroendocrinos y/o neurales que reclutan un mayor ndamero de
foliculos y los rescatan de la atresia.

El efecto del ALCAR sobre el aumento de foliculos y disminucion de la atresia es
asimétrico, siendo mayor en el ovario izquierdo.

En las ratas hembras la administracion de ALCAR posterior a la desnervacion
sensorial, induce un aumento de la arborizacion y longitud dendritica, asi como en
el numero de orden de las neuronas piramidales de la region CA1.

La acetil |-carnitina provocé un mayor aumento de la longitud dendritica de
neuronas piramidales de CA1l del hemisferio derecho de las ratas hembras
desnervadas sensorialmente.

En las ratas hembras desnervadas sensorialmente la administracion de acetil I-
carnitina, induce un aumento de la longitud dendritica en las neuronas piramidales
por numero de orden de la region CA3 del hipocampo, con respecto al grupo con

so6lo desnervacion sensorial.
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"]. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo resultan de gran relevancia considerando la
poca atencion que se le ha dado al hipocampo como una region del Sistema Nervioso
Central relacionado con el control de las funciones gonadales, por lo cual consideramos

las siguientes opciones:

Por otro lado al administracion de ALCAR permite agregar una ventaja mas a la lista de
beneficios que puede provocar este farmaco. También no menos importante es que el
tratamiento crénico de acetil I-carnitina en organismos "sanos" puede tener efectos
adversos. Por lo que seria necesario realizar un estudio dosis-respuesta del ALCAR
tanto en el modelo crénico como agudo.

Resultaria necesario llevar a cabo un estudio de los ganglios celiacos para analizar si el
ndmero de neuronas se modifica en nuestro modelo experimental.

Ahondar en la participacion de la via neural de los ovarios y el Sistema Nervioso
Central, en especial del hipocampo.

Analizar la fertilidad en nuestro modelo experimental y medir los niveles séricos de las
hormonas esteroides sexuales, principalmente estradiol.

Probar mediante estudios de inmunohistoquimica la existencia de una posible

reinervacion de las fibras sensoriales del ovario de las ratas del grupo CAPS+ALCAR.
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". ANEXOS

Fig. 26. a, b, c) Efectos de administracion de CAPS, d) VH de CAPS en
ratas hembras de 21 dias posnhatales.
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