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RESUMEN

En la coneja, la organizacion histoldgica vaginal difiere longitudinalmente y cada segmento
esta relacionado con su funcion. Nuestro grupo de investigacion ha reportado que la
multiparidad modifica la histologia del conducto vaginal, induce cambios en la morfologia
de los ganglios autondmicos paravaginales y reduce la concentracion sérica de estradiol.
Los estrégenos participan en el arreglo histoldgico de los segmentos abdominal y perineal.
Sin embargo se desconoce el efecto que los cambios hormonales tendrian sobre el
segmento pélvico, involucrado en la reproduccion y la miccion de la mayoria de las
hembras de mamiferos. El objetivo de este estudio fue determinar la contribucion de los
estrégenos en la organizacién histoldgica de la mucosa, musculatura (lisa y estriada),
colageno y en la morfologia de los ganglios autonémicos paravaginales. Los resultados
obtenidos muestran que los estrogenos influyen sobre el espesor de la capa mucosa pero no
sobre el de la intermedia ni externa. En la capa intermedia, la ovariectomia (OVX) no
modifica la concentracion de musculo liso ni la de coldgeno y la administracion de
benzoato de estradiol (BE) las reduce. En la externa, la OVX incrementa la concentracion
de musculo estriado, efecto que no es revertido con el tratamiento de BE. Al igual que la
capa mucosa, el area de las neuronas ganglionares es dependiente del tratamiento con BE.
Nuestros resultados sugieren que los estrogenos modulan los componentes histoldgicos de

la vagina pélvica de la coneja.
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1. INTRODUCCION

En hembras de mamiferos, los procesos fisiologicos subyacentes a orinar, copular y parir
tienen como sustrato anatdmico el aparato urogenital. Este comprende dos grupos de 6rganos,
los urinarios y los genitales. Los urinarios elaboran, almacenan y eliminan la orina, los
genitales participan en funciones reproductivas como la cépula y el parto. En la mujer y la
rata, los conductos urinario y reproductor estan separados, a diferencia de lo que se observa en
la mayoria de las especies (por ej. hiena, gata, vaca, perra y coneja) en las que un solo
conducto cumple con funciones de uretra y vagina (Cruz y col. 2002; Martinez-Gémez y col.
1997). Estos conductos provienen de un mismo desarrollo embrionario y comparten
caracteristicas histologicas que pueden verse afectadas por eventos similares como la edad, la
menopausia y el parto. Condiciones fisioldgicas como la cépula y la multiparidad, entre otros,
inducen una desorganizacion de la histologia vaginal (Rodriguez-Antolin y col. 2009;
Robinson y col. 2003; Xelhuantzi en preparacion).

En la mujer, la gestacion y el parto se consideran factores de riesgo para manifestar
incontinencia urinaria y prolapso de organos pélvicos. Por otro lado, también se ha
involucrado a la menopausia y la subsecuente deficiencia de estrégenos con patologias en el
tracto urogenital (Moalli y col. 2008; Hextall y col. 2000; Berman y col. 1999). Estudios en
modelos de ovariectomia muestran una alteracién estructural en los componentes histolégicos
a lo largo del conducto vaginal, los cuales podrian relacionarse con la disminucién en la
concentracion de hormonas esteroides circulantes (Pessina y col. 2006; Kim y col. 2004; Park
y col. 2001; Yoon y col. 2001). La inervacién que recibe este conducto también se ve afectada
por la fluctuacion de hormonas esteroides (Purves-Tyson y col. 2007; Ting y col. 2004; Al-
Hijji y col. 2000; Kaleczyc 1994).

En conjunto, estas alteraciones histologicas podrian estar involucradas en algunos
trastornos reproductivos y de miccion. Los efectos observados en conejas multiparas pudieran
estar relacionados con la concentracion sérica de estradiol. En este contexto resulta interesante
analizar la contribucion de los estrdgenos en la organizacion histoldgica de los distintos
componentes tisulares y los ganglios autondmicos paravaginales en la vagina pélvica de la

coneja.



2. ANTECEDENTES

2.1 Morfologia del aparato reproductor femenino: conducto vaginal

En hembras de mamiferos el aparato reproductor incluye varios érganos que contribuyen de
manera directa a la funcion primaria de la reproduccion, o bien la complementan. Los 6rganos
del aparato reproductor incluyen ovario, oviducto, (tero y vagina. La vagina es el principal
organo involucrado durante la respuesta sexual femenina (Baloglu y col. 2009; Alexander y
col. 2004). Este 6rgano cumple con dos funciones, sexual y reproductiva; esta doble funcién
se refleja en varios aspectos de su estructura, en especial su aporte vascular, su inervacion
sensorial y motora y su capacidad de distencion (Azadzoi y col. 2010). La vagina es un érgano
tubular localizado en el area pélvica, que se encuentra detras de la vejiga urinaria y por delante
del recto. En la mujer mide entre 8-11 cm de largo y de 2-5 cm de diametro (Baloglu y col.
2009; Alexander y col. 2004). La pared vaginal esta compuesta por cuatro capas: la capa
superficial consiste en un revestimiento interno de epitelio escamoso estratificado. Seguida de
la 1dmina propia, formada por fibras de colageno y elastina, que contiene un rico aporte de
vasos y canales linfaticos. La tercera es la capa muscular formada por paquetes de musculo
liso en direccion circular y longitudinal. La cuarta capa estd formada por tejido conectivo
areolar y un plexo venoso, también Ilamada tunica adventicia (Alexander y col. 2004).

En la mayoria de las hembras de mamiferos como la coneja doméstica, modelo de
estudio utilizado por nuestro grupo de investigacion, la uretra y la vagina se fusionan para
formar una via comun, mediante la cual se llevan a cabo funciones fisioldgicas como orinar,
copular y parir. EI conducto vaginal en esta especie mide 18 cm de largo (Rodriguez-Antolin y
col. 2009) y esta sostenido por musculos estriados de la region pélvica como el coccigeo, el
iliococcigeo, el pubococcigeo, el obturador externo, el obturador interno, el constrictor vulvar
y el bulboglandular. Otros musculos perineales como el constrictor vestibular, el
isquiocavernoso Y el bulboesponjoso se localizan fuera de la cavidad pélvica, asociados con la
porcion vaginal protruida (Cruz y col. 2002; Martinez-Gomez y col. 1997).

Debido a su posicion en la cavidad pélvica el conducto vaginal se divide en tres
segmentos denominados vagina abdominal, vagina pélvica y vagina perineal (Rodriguez-
Antolin y col. 2009; Cruz y col. 2001; Martinez-Gémez y col. 1997). La vagina abdominal, de

aproximadamente 11cm, es la porcion cercana a la vejiga y al cérvix. La pélvica, mide 4 cmy



es la porcién situada dentro de la cavidad pélvica que se encuentra rodeada por un plexo
venoso y en cuyo lumen desemboca la uretra. Este segmento también est4 rodeado por las
glandulas de marcaje vestibulares. El segmento de la vagina que protruye caudalmente de la
cavidad pélvica se denomina vagina perineal y mide aproximadamente 3 cm (Fig.1). Esta
ultima division es analoga a otras que han dividido el conducto vaginal de la coneja en tres
regiones: anterior, media y posterior (Oh y col. 2003; Giraldi y col. 2002; Al-Hijji y col.
2000).

Cuerno
uterino

Vejiga
urinaria

Vagina abdominal

|
|

Vagina
pélvica

Vagina
perineal |

fom | 4

Figura 1. Vista ventral del aparato urogenital de la coneja adulta. Se observan las tres regiones de la vagina (Rodriguez-
Antolin y cols. 2009).

En esta especie, la pared vaginal consta de cuatro capas distintas: mucosa, submucosa,
muscular y externa (Rodriguez-Antolin y col. 2009; Alexander y col. 2004). En la vagina
pélvica (Figuna 1, V1-V2) la mucosa esta formada por abundantes pliegues transversales.
Epitelio cilindrico simple en la region anterior a la desembocadura de la uretra y epitelio

escamoso estratificado plano en la region posterior a la desembocadura de la uretra. La lamina



propia, compuesta de colageno y elastina, contiene un rico aporte de canales vasculares y
linfaticos. La submucosa, esta compuesta por tejido conectivo fibroso, asi como de abundantes
capilares, vénulas y arteriolas. La capa muscular o capa intermedia se divide en dos subcapas
formadas por fibras de musculo liso, una capa interna que presenta fibras orientadas en forma
longitudinal y una capa externa constituida por fibras orientadas en forma circular, ambas
subcapas se encuentran entre mezcladas con fibras de tejido conectivo. En la region posterior a
la desembocadura de la uretra también se observan fibras orientadas en forma oblicua. La
ultima capa, llamada capa externa, se encuentra formada de tejido conectivo areolar y un gran

plexo venoso, separado por fibras de masculo estriado orientadas de forma circular (Fig. 2).

Epitelio escamoso
estratificado

i

sumbucosa

—

Capa interna (musculo liso)

Capa externa (musculo estriado)

Figura 2. Caracteriscticas histoldgicas del conducto vaginal de la coneja doméstica Oryctolagus cuniculus (Rodriguez-
Antolin y col. 2009).
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Este arreglo histoldgico es distinto para cada uno de sus segmentos y podria estar
relacionado con su funcion. Oh y col. (2003) mediante un estudio histologico y funcional

proponen que debido a sus caracteristicas histolégicas el conducto vaginal puede dividirse en



tres regiones, anterior, media y posterior. Dicho estudio muestra que la arquitectura de la
pared de la region posterior o vagina perineal es histoldgica y funcionalmente diferente a los
otros dos tercios. Esta diferencia radica en la abundancia de fibras de musculatura lisa
dispuestas en forma circular y longitudinal. La region anterior o vagina abdominal es la que
presenta una menor proporcion de musculatura, lo cual estaria relacionado con su menor grado
de participacion en eventos sexuales y reproductivos (Tabla 1, Rodriguez-Antolin y col. 2009;
Oh'y col. 2003).

Tabla .1 Diferencias histologicas de las regiones del conducto vaginal de la coneja

Contenido de musculo Espado sinusoldal Espesor de la pared

(%) (%) (um)
Segmento anterior 10.6+0.5* 14.8+1.0* 1748.0+48.7**
Segmento medio 67.910.7 4.5+0.2 1211.6+37.5%*
Segmento posterior 71.4%0.6 2.140.1 946.6+41.1

Los valores representan la mediaze.e
*P<0.05
P<0.05

La organizacion histologica de estos componentes depende de factores como el pH,
niveles hormonales, el trauma durante el coito y la edad. En conejas sexualmente maduras
después de una cépula se observan diferencias en el epitelio a lo largo del conducto vaginal.
Los dos tercios superiores presentan epitelio cilindrico simple secretor similar al del
endocevix, Utero y oviducto de la misma especie, el Gltimo tercio, epitelio estratificado plano
(Barberini y col. 1992).

2.2 Inervacion del aparato reproductor femenino: conducto vaginal
El control nervioso de los érganos pélvicos se caracteriza por un complejo conjunto de reflejos
espinales, que son modulados por el descenso de las sefiales de la base del cerebro y las

hormonas circulantes (Yan y col. 2007; Giuliano y col. 2002). La salida final del sistema



nervioso central (SNC) a los 6rganos pélvicos es a través de las neuronas preganglionares
ubicadas en los segmentos sacros y lumbares de la médula espinal. Estas neuronas del SNC
Ilegan a ganglios autondmicos. Los ganglios pélvicos proveen de la mayoria de conexiones
autonomicas al aparato urogenital (Keast 2006). Las neuronas que contienen son la via motora
final que controla la fisiologia urogenital. También inervan la mayor parte de los drganos
reproductivos femeninos. Los ganglios pélvicos también se conocen como plexo pélvico, y
plexo hipogastrico inferior (Imai y col. 2006). Las neuronas responsables de la regulacion de
la motilidad, la resistencia vascular y la secrecion glandular en los 6rganos pélvicos como la
vejiga y el tracto reproductivo se encuentran en los ganglios pélvicos (Jobling y col. 2003).

La inervacion autondmica dirigida a los 6rganos sexuales femeninos, esta constituida
por la cadena ganglionar simpatica y el nervio pélvico e hipogastrico, que transmiten el flujo
de salida simpatico y parasimpatico, respectivamente. Estos nervios reciben conexiones de los
segmentos sacros de la médula espinal (a través del nervio pélvico en animales y del
espléacnico en el humano) y de los segmentos lumbares llegan a través del nervio hipogastrico.
El nervio pélvico presenta fibras nerviosas adrenérgicas y colinérgicas y proveen la mayoria de las
conexiones nerviosas autonémicas. Las fibras simpaticas destinadas a la vagina y el clitoris se
transmiten por el nervio hipogastrico y la cadena simpatica cervical (Guiliano y col. 2002). La
inervacién autondmica vaginal se complementa con la proveniente de ganglios autondmicos
adosados a la pared vaginal como los paracervicales (Houdeau y col. 1995) y los
paravaginales (Castelan y col. 2008; Giraldi y col. 2002; Houdeau y col. 1995; Owman and
Sjoberg 1966; Kanagasuntheram and Verzin 1964). Los nervios pélvicos participan durante la
estimulacion vaginal, mientras que el nervio pudendo interviene en la estimulacion de los
labios y el clitoris.

En la coneja se han descrito estructuras ganglionares adosadas al tejido conectivo
dorsolateral adyacente a la desembocadura uretral, las cuales pudieran estar contribuyendo
también a la inervacion del conducto vaginal (Castelan y col. 2008). Todos estos componentes
nerviosos contienen fibras aferentes y eferentes que contribuyen a la regulacion de la respuesta
sexual femenina (Maggi y col. 1988).

La fisiologia vaginal depende del control autondmico nervioso que se ejerce sobre el

masculo liso vascular y vaginal. La funcion sexual consiste en una combinacion de eventos



vasocongestivos y neuromusculares en el tracto genital y el piso pélvico, que son controlados
por neurotransmisores especificos. La vagina y otros érganos reproductores reciben inervacion
simpatica y parasimpatica. Estos sistemas incluyen ganglios y nervios. La vagina presenta
fibras nerviosas adrenérgicas y colinérgicas. Ademas varios transmisores/moduladores no
adrenérgicos ni colinérgicos (NANC) son liberados en el tejido vaginal y paravaginal. Entre
ésos puede mencionarse el VIP (péptido intestinal vasoactivo), el NPY (neuropépido Y), el
NO (6xido nitrico) y la sustancia P, entre otros (Kim y col. 2002, Giuliano y col. 2002). En
este sentido, cualquier alteracion que ocurra en la inervacion del aparato urogenital podria

provocar trastornos reproductivos y de miccion (Maggi y col. 1988).

2.3 Fisiologia del conducto vaginal: respuesta sexual femenina

La respuesta sexual femenina consiste en una serie de procesos neurofisioldgicos que son
regulados por componentes centrales y periféricos. Las respuestas periféricas son la
vasocongestion genital, lubricacion y congestion resultante de un aumento en el flujo
sanguineo en la vagina y el clitoris. En conjunto, estos eventos son dependientes de la
estructura e integridad de los tejidos genitales, la funcion de sistemas neuronales, endocrinos y

vasculares que regulan y coordinar la respuesta sexual (Giuliano y col. 2002).

2.3.1 Mecanismos fisioldgicos

La vagina interviene como reservorio durante el coito, como salida del flujo menstrual y como
canal de parto. Es morfologica y funcionalmente diferente en cada region. La region distal
(vagina perineal) juega un papel importante en la funcién sexual, la region proximal (vagina
abdominal) interviene como reservorio de espermatozoides y en el mantenimiento de su
viabilidad (Biljana y col. 2009; Oh y col. 2003). Es el principal érgano involucrado en la
respuesta sexual femenina (Alexander y col. 2004). La cual, consiste de cuatro fases sucesivas:
excitacion, meseta, orgasmo Y relajacion. La fase de excitacion se caracteriza por un aumento
del aporte sanguineo a los organos genitales, debido a su vasodilatacion. Lo que se traduce en
la ereccidn del clitoris y la vasocongestién de la vagina. Estos acontecimientos determinan la
lubricacion vaginal (Giraldi y col. 2001). El orgasmo se caracteriza por las contracciones de la

musculatura lisa de los 6rganos genitales y la musculatura esquelética. La fase de resolucion



consiste en el retorno a los valores funcionales iniciales, con reduccion de la vasocongestion
pélvica y relajacion muscular (Levin 2002; Berman y col. 1999).

Durante las primeras fases de la excitacion genital, la vagina abdominal y pélvica se
alargan y aumentan en volumen, seguido por la contraccion de la vagina perineal. La
vasodilatacion de los vasos sanguineos dentro de la vagina y la relajacion del masculo liso
vaginal son acontecimientos importantes durante la misma (Aikawa 2002, Wagner and Levin
1978).

2.3.2 Mecanismos neuronales

La respuesta sexual femenina es el resultado de una sucesion de reflejos neuronales,
modulados a su vez por factores como la concentracion sérica de diversas hormonas y estados
emocionales. Todo esto regulado por el sistema nervioso (Berman y col. 1999).

Las fibras simpaticas provienen del plexo hipogastrico y su actividad produce
vasoconstriccion de los 6rganos eréctiles y la vagina. Las fibras parasimpaticas, forman los
nervios pélvicos. Estos promueven mediante la liberacion de NO y VIP vasodilatacion y
lubricacion vaginal. El nervio pélvico responde a la estimulacion mecénica de la vagina, el
cervix y el recto (Peters y col. 1986). El nervio pudendo proporciona la principal inervacion
motora a los musculos estriados como el bulboesponjoso y el isquiocavernoso que participan
en la respuesta orgasmica (Cruz y col. 2001; Martinez-Gémez y col. 1997)

La estimulacion sensorial del sistema nervioso central durante la respuesta sexual
femenina, conduce a la relajacion del musculo liso vaginal y del clitoris, y origina un
incremento en el flujo sanguineo genital (Wagner and Levin 1978). Esta respuesta culmina
con una serie de eventos vasocongestivos y neuromusculares, que incluyen un mayor dimetro
y longitud de la vagina y el clitoris, y un aument6 en la lubricacion de la pared vaginal.
(Berman y col. 1999). ElI Orgasmo, se produce luego que el estimulo y excitacién sexual
generan multiples aferencias sensoriales desde el é&rea genital hacia el cerebro
desencadenandose la descarga de neurotransmisores asi como la contraccion de los musculos
del piso pélvico, Utero y vagina. Los estrogenos regulan la inervacion periférica, en particular

con respecto a los 6rganos de la reproduccion. (Alison y col. 2004).



2.3.3 Influencia hormonal

La funcion sexual humana tiene un soporte hormonal por parte de los esteroides gonadales.
Los esteroides gonadales (androgenos y estrdgenos) regulan la estructura y la funcién de los
organos genitales y modifican la respuesta sexual. Las hormonas esteroides sexuales regulan
distintos componentes celulares de la vagina. Las interacciones entre los distintos
componentes celulares influencias modulan eventos fisiologicos tales como el crecimiento y
funcién de las neuronas, los vasos sanguineos, musculo liso y células epiteliales. Los
estrégenos participan en el manteniendo del estado trofico de la vagina y su capacidad de
respuesta a estimulos sexuales, por vasodilatacion y un aumento de la lubricacion (Levin y col.
2002). Los androgenos Yy los estrogenos regulan: a) la sintesis, secrecion y reabsorcion de los
neurotransmisores, b) la contractilidad del musculo liso vascular y no vascular; c) la
mucificacion, queratinizacién y permeabilidad del epitelio y d) la produccion autocrina y
paracrina de factores de crecimiento, vasoactivos y sustancias troficas. Ademas, pueden
regular la sintesis y la deposicion de la matriz de tejido conectivo en la vagina. En mujeres, el
estradiol (E2) es importante en la regulacion del desarrollo, crecimiento y mantenimiento de
muchos organos Yy tejidos. Ademas de su papel critico en la funcion reproductiva. (Erskine y
col. 2004, Mani 2003).

La disminucion de los niveles circulantes de E2 asociado con la menopausia se
relaciona con trastornos sexuales en mujeres postmenopausicas [66,67]. La deprivacién de E2
disminuye el flujo sanguineo pélvico, lo que disminuye la lubricacién vaginal, induce fibrosis
del clitoris, adelgazamiento de la pared vaginal y disminuye la vascularizacion de la
submucosa. Ademas, la deficiencia de estrégenos conduce a la involucion y atrofia de
organos genitales [66].

2.3.4 Cambios en la respuesta sexual femenina

La fisiologia de la vagina puede ser modificada por diversos factores como son: la
edad, el estado hormonal, la gestacion y cambios en el pH. La disfuncién sexual femenina es
un desorden multi-factorial y multi-dimensional. Los cambios endocrinos relacionados con la
edad, pueden modular de forma directa o indirecta la funcion sexual, debido a una alteracién

en las hormonas esteroides, modificacion de la microvasculatura, factores neurogénicos y/o



factores psicolégicos (Wierman y col. 2009). Con el envejecimiento y la menopausia, la
mayoria de las mujeres experimentar algunos cambios en la funcion sexual. Dentro de los que
incluyen la pérdida del deseo, disminucion de la frecuencia de actividad sexual, relaciones
sexuales dolorosas, disminucion de la sensibilidad, dificultad para un orgasmo y disminucién
de la sensibilidad genital. Los sintomas relacionados con alteraciones en la sensibilidad genital
y el flujo sanguineo son, en parte, secundarios a la disminucion de los niveles de estrgenos, y
hay una correlacién directa entre la presencia de las quejas sexuales y los niveles de estradiol
por debajo de 50 pg/mL (Robinson and Cardozo 2003; Min y col. 2001; Berman y col. 1999).
Al igual que el impacto de la menopausia natural, la menopausia quirdrgica inducida
por ovariectomia o histerectomia han tenido un impacto negativo sobre la funcién sexual. La
histerectomia sola puede resultar en disfuncion sexual. Las mujeres suelen experimentar
sintomas después de la cirugia, que incluyen la disminucion del deseo, disminucion de la
excitacion, disminucion de la sensibilidad genital y la disfuncion orgasmica (Berman y col.
1999). Otro mecanismo por el cual el nivel hormonal puede afectar la funcidn sexual es debido
a que también afecta a la inervacion que recibe el conducto vaginal. En hembras de
mamiferos, las fibras nerviosas sensoriales, simpaticas y parasimpaticas tienen un papel
importante en la modulacién del dolor y la sensacién vaginal, asi como de la modulacion del

flujo sanguineo, la secrecion y el tono de la pared vaginal. (Ting y col. 2004).

2.4 Multiparidad: histologia y fisiologia del conducto vaginal

En mujeres disfunciones del piso pélvico como incontinencia urinaria y prolapsos de érganos
pélvicos son frecuentes. En algunas poblaciones se estima que aproximadamente el 40% de
mujeres sufren de prolapsos de o6rganos pélvicos y del 2 al 55% padecen incontinencia
urinaria. A pesar de que la fisiopatologia de las disfunciones del piso pélvico se consideran
multifactoriales, la incontinencia urinaria y los prolapsos de 6rganos pélvicos comparten
factores de riesgo entre los que se encuentran condiciones fisiologicas como la cdpula
(Barberini y col. 1992) y la multiparidad, entre otros, que conllevan a cambios histologicos
como la perdida de la inervacion, de musculatura lisa y estriada, y un aumento en la
proporcidn de tejido conectivo en el tracto genitourinario (Xelhuantzi en proceso). Existe una

correlacion positiva entre patologias como la incontinencia urinaria y el nimero de partos
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vaginales, por lo que el dafio en la musculatura pélvica y perineal asi como en la inervacion
durante el parto pudiera ser irreversible (Alleny col. 1990).

La coneja es un buen modelo experimental para estudiar la posible relacion de factores
de riesgo con los cambios estructurales en la organizacion tisular del conducto urogenital. En
conejas multiparas (cuatro partos) se ha observado que (Xelhuantzi en preparacion): a) las
hembras multiparas orinan con mayor frecuencia en forma de goteo vs las nuliparas (Corona-
Quintanilla y col. 2009); b) induce un desarreglo en la histologia del aparato urogenital
inferior observandose una disminucion en el espesor de la capa epitelial y el area de la
musculatura lisa a lo largo de los distintos segmentos vaginales, asi como de colageno y
elastina de la vagina pélvica; c) en la pared uretral y vaginal existe una mezcla de la
submucosa y la capa muscular, por lo que solo se pueden reconocer tres capas la epitelial,
intermedia y externa a diferencia de las nuliparas donde se reconocen las 4 capas clasicas de
un organo tubular (mucosa, submucosa, muscular y externa). Esta mezcla en las capas es
semejante a lo que ocurre en hembras viejas multiparas, no obstante en estas se incrementa el
espesor de la pared debido a un aumento en el espesor del plexo venoso que rodea a uretra y
vagina (Rodriguez-Antolin 2007). También se presenta una reduccion en el espesor de las tres
capas y por lo tanto en el espesor total de la pared vaginal antes y después de la
desembocadura de la uretra en el conducto vaginal (Xelhuantzi 2006). En el Gltimo tercio del
conducto urogenital solo se observa una reduccion en la capa epitelial (Bravo 2006); d)
disminuye la contractibilidad de las fibras que componen a musculos estriados involucrados en
la continencia y expulsién de la orina (Fajardo 2008); y €) induce una disminucién en el
namero de neuronas y promueve un desarreglo en la morfologia de los ganglios paravaginales,
tal desarreglo no modifica ni el &rea de los ganglios ni el de los haces nerviosos analizados
(Castelan y col. 2008).
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Fig. 3 Cambios histolégicos del conducto vaginal debidos a la multiparidad (Xelhuantzi en proceso).

Al parecer la multiparidad también disminuye la concentracion sérica de estrogenos.
Datos obtenidos por nuestro grupo de investigacion muestran que existe un pico maximo en la
concentracion sérica de estradiol en conejas multiparas el dia 30 de la primera y segunda
gestacion. El cual ya no se observa durante el dia 30 de la tercera y cuarta gestacion (Figura 4,
Lopez-Garcia 2010). En la rata también se observa una disminucion en la concentracion serica
de estradiol asociada con la experiencia reproductiva (gestacion, parto y lactancia), después de
uno (Bridges and Byrnes 2006) o multiples partos (Matt y col. 1986). En este contexto, es
probable que los cambios histolégicos encontrados en el conducto vaginal de conejas jovenes
multiparas vs la de jovenes nuliparas estén asociados con la concentracion de hormonas

esteroides circulantes.
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Fig. 4 Concentracién sérica de estradiol antes, durante y después de la experiencia reproductiva de la coneja
(Lolez-Garcia 2010)

2.5 Conducto vaginal y estrégenos

Las hormonas esteroides se producen en los ovarios. El cerebro regula el funcionamiento del
sistema hormonal femenino para que exista una coordinacion entre los ovarios, que producen
las hormonas, y los 6rganos femeninos, que las reciben. En la mujer, las glandulas encargadas
de mantener la circulacién de las hormonas sexuales son los ovarios, el hipotdlamo y la
hipdfisis. Los ovarios son la principal fuente de estrogenos.

Los estrogenos, ejercen una gran variedad de efectos sobre el crecimiento, desarrollo y
diferenciacion de diversos tejidos entre los que se encuentran la proliferacion, estratificacion y
cornificacion del epitelio vaginal (Buchanan y col. 1998). Controlan una serie de procesos
fisioldgicos, entre los cuales se encuentran los ciclos reproductivos y la gestacién (Alonso y
col. 2006). Los estrogenos juegan un papel importante en el mantenimiento de la estructura
vaginal, de tejidos de soporte pélvico, del metabolismo de colageno y de la fuerza de
contraccion del masculo liso vaginal (Higgins y col. 2009; Rehm y col. 2007). Los estrégenos
mas importantes son el estradiol y la estrona.

Los efectos de los estrogenos (Estradiol, E2) en su érgano blanco estan mediados por
factores de transcripcion conocido como receptores de estrogeno (REs). La expresion de

dichos receptores es modulada por la fluctuacion en la concentracion serica de estradiol
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aungue ésta puede ocurrir a la alza o a la baja dependiendo del tejido y/o del subtipo de
receptor en cuestion (Alonso y col. 2006; Papka and Mowa 2003).

En mujeres, los 6rganos del tracto urinario y genital son sensibles a estas hormonas, ya
que expresan REs. Estos receptores también se expresan en el epitelio escamoso de la uretra
proximal y distal, y de la vagina. En tejidos de raton dos subtipos del receptor de estrégenos
fueron descritos, receptor de estrogenos a y receptor de estrogenos B (Fu y col. 2003; Hewitt y
col. 2003). EIl receptor de tipo B se encuentra en las paredes vaginales y los ligamentos
uterosacros de mujeres pre-menopausicas. Ademas, los receptores estdn localizados en el
esfinter uretral y, ayudan a mantener el tono muscular. También se han identificado en los
mastocitos de mujeres con cistitis intersticial y en la parte baja del tracto urinario masculino
(Robinson and Cardozo 2003).

Las fluctuaciones en los niveles circulantes de estrogenos que se producen durante la
gestacién y la menopausia, pudieran modificar la funcién urogenital (Lin y col. 2006; Alonso
y col. 2006; Robinson and Cardozo 2003; Hextall 2000). Estudios epidemiolégicos relacionan
la deficiencia de estrégenos con un incremento en la disfuncion del piso pélvico, incluyendo
prolapsos de Organos pélvicos, atrofia urogenital, incontinencia urinaria por estrés y
recurrentes infecciones urinarias. La terapia de reemplazo con estrogenos es utilizada para
tratar a mujeres postmenopausicas con problemas de incontinencia urinaria y prolapso de
organos pélvicos (Higgins y col. 2009; Robinson and Cardozo 2003). En hembras de
mamiferos los estrégenos son importantes moduladores de las funciones reproductivas.

La funcion vaginal es dependiente del nivel circulante de hormonas sexuales. La
remocién de los ovarios (ovariectomia) modifica la histologia del conducto vaginal, Gtero y
glandulas mamarias como consecuencia de una reduccién en los niveles de estrogenos
circulantes. Durante la menopausia el descenso de la funcion ovarica es asociado con
mulriples cambios en tejidos especificos entre los que se incluyen atrofia vaginal y de Utero
(Atzuki y col. 2009; Moalli y col. 2008).
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Figura 5. Efecto de la ovariectomia en 6rganos del aparato urogenital de ratas virgen de 4 meses de edad. La muestra a
la izquierda, es de ocho semanas después de la ovariectomia, sin tratamiento hormonal. La muestra de la derecha es de
una hembra con cirugia simulada. En la muestra de la derecha se observa atrofia de vejiga (flecha) y Utero (asterisco). La
barra muestra la disminucion en el didmetro de la vagina a la altura media. PS indica la posicion de la sinfis pubica
(Moalli y col. 2008).

En mujeres premenopausicas, los ovarios producen la gran mayoria de estrogeno
circulante, y con la pérdida de la funcion ovérica en el momento de la menopausia los niveles
circulantes caen drasticamente (Smith 2010). En mujeres postmenopausicas se ha reportado
una reduccion en la capa de células epiteliales, incluyendo perdida de células intermedias, y
disminucion de musculo liso. Estos cambios histolégicos dan origen a patologias como
incontinencia urinaria y prolapsos de 6rganos pélvicos (Moalli y col. 2008; Sanoja y col. 2007,
Robinson and Cardozo 2003; Sarrel 1998). En la rata la OV X promueve atrofia de la mucosa
uretral, similar a la que se observa en el Utero asi como un desarreglo evidente sobre la
musculatura lisa del conducto vaginal (Pessina y col. 2006). En esta especie se ha reportado un
incremento en el peso corporal posterior a la OVX (Shinoda y col. 2002). Cambios en el
epitelio vaginal ocurren durante el estro normal y en animales OVX en respuesta a la
fluctuacién hormonal (Rehm y col. 2007; Poonia y col. 2006; Parakkal 1972). En la coneja las

15



hormonas esteroides gonadales son fundamentales para mantener la integridad estructural y
funcional del tejido vaginal (Kimy col. 2004). La OV X en esta especie induce un incremento
en el contenido de colageno, una disminucion en la proporcion de musculatura lisa, un marcado
adelgazamiento de las capas epiteliales asi como una disminucion de la microvasculatura en la submucosa del
conducto vaginal. Estas modificaciones son recuperadas significativamente después del
remplazo con estrégenos (Park y col. 2001; Yoon y col. 2001).

2.5.6 Inervacion y esteroides gonadales
La relacion entre las hormonas esteroides y la inervacion visceral ha sido poco
estudiada. Se sugiere que estas hormonas tienen influencia sobre el control neural de los

mecanismos de continencia urinaria debido a que la inervacion periférica es potencialmente
sensible a las hormonas esteroides gonadales. Por lo que una disminucion en los niveles de estas hormonas puede

contribuir a la disfuncién urogenital (Alison y col. 2004; Hextall y col. 2000).

Los ganglios pelvicos expresan el REs. Los subtipos a y B del REs se han localizado
en neuronas provenientes de la inervacion simpatica, parasimpatica y las neuronas sensoriales
que se proyectan hacia el aparato reproductor femenino, siendo el subtipo a el que predomina
(Zoubina and Smith 2002). En contraste, el subtipo [ es el que predomina en las neuronas que
se proyectan hacia el aparato urinario inferior (Zoubina and Smith 2002; Makela y col. 2000).
Por lo que es posible que los estrégenos afecten de forma directa a la inervacion vaginal,
contribuyendo asi a cambios en su funcion (Ting y col. 2004). La restitucién de hormonas
gonadales, entre las que se incluye el E2, modifica la inervacion que recibe el conducto
vaginal de especies como la cerda (Kaleczyc 1994), la rata (Pessina y col. 2006) y el raton
(Purves-Tyson y col. 2007). La contribucion de los estrogenos a la organizacién de estos
componentes podria ser tan importante como lo es para la capa epitelial de la vagina. En
modelos animales el tratamiento con E2 aumenta la zona receptora de contacto a través del
nervio pudendo y mejora la actividad sensorial (Park y col. 2001). El efecto especifico de la
terapia de estrogenos puede deberse a la expresion diferencial de los genes que codifican para
los REs lo cual depende del estado fisiologico del tejido blanco (Fu y col. 2003).

16



3. JUSTIFICACION

La concentracion de estrdgenos es menor en la coneja joven multipara que en la
nulipara (L6pez-Garcia 2010). En la rata también se observa una disminucion en la
concentracion sérica de estradiol asociada con la experiencia reproductiva (gestacion, parto y
lactancia), después de uno (Bridges and Byrnes 2006) o mdultiples partos (Matt y col. 1986).
En este contexto, es probable que los cambios histologicos encontrados en el conducto vaginal
de conejas jovenes multiparas vs la de jovenes nuliparas estén asociados con la concentracion

de hormonas esteroides circulantes.
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4. HIPOTESIS

En la coneja, los estrogenos contribuyen en la organizacion histolégica de los

componentes tisulares de la vagina pélvica.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar la contribucion de los estrogenos en la organizacion histologica de la
mucosa, musculatura (lisa y estriada), coladgeno y la inervacion autonémica paravaginal de la

vagina pélvica.

5.2 Objetivos particulares
En la vagina pélvica de conejas virgenes, ovariectomizadas y ovariectomizadas con
administracion de benzoato de estradiol:
a. Describir la organizacién de la mucosa
b. Determinar la proporcién de paquetes de musculatura lisa y estriada.
c. Determinar la proporcion de fibras de colageno.
d. Determinar la morfologia de la inervacion autondémica paravaginal (ganglios paravaginales

y fasciculos nerviosos).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Modelo experimental

Se utilizaron conejas (Oryctolagus cuniculus) adultas (11-12 meses de edad) de la raza
Chinchilla mantenidas en condiciones estandar de bioterio. Con un ciclode 16 h/8 hde luzy
oscuridad. Los animales fueron alojados en jaulas individuales de acero inoxidable de 50 x 60
x 40 cm, con alimento Purina y agua ad libitum, a una temperatura de 22 + 2 °C. Las conejas
se dividieron en los siguientes grupos (n=6 por cada grupo): control (C); ovariectomizadas
(OVX) y OVX + benzoato de estradiol (OVX+BE). Para la ovariectomia, las conejas de los
grupos OVX y OVX+BE fueron anestesiadas via intramuscular con una combinacion de
ketamina (0.2 ml/Kg) y xilacina (0.15 ml/Kg). Para extraer los ovarios se realizaron incisiones
bilaterales que se cerraron con sutura de seda. Después de tres meses y medio de la cirugia, al
grupo OVX+BE se le implanto por mes y medio una capsula de silastic con benzoato de
estradiol (70 mg). ElI manejo de los animales de experimentales se hizo bajo los lineamientos
establecidos por los protocolos de bioética del Instituto de Investigaciones Biomédicas
(UNAM) y el Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta (UATX).

6.2 Cuantificacion de la concentracion sérica de estradiol

Las muestras sanguineas se obtuvieron el dia del sacrificio por puncién cardiaca. El suero fue
separado por centrifugacion (a 10,000 rpm, 15 min) y se almacené para su andlisis a -30 °C.
Para la extraccion de esteroides totales se colocaron 100 pL de suero en un tubo de vidrio. Se
agrego a cada tubo un mL de éter etilico y se agito durante 30 s. Posteriormente, se colocaron
las muestras en el congelador hasta la separacion de fases. La fase orgénica fue recolectada y
el éter etilico se evaporo en bafio Maria a 40°C en una campana de extraccion. A continuacion
se agrego un mL de metanol a cada tubo, se agito por 10 s, y se centrifugo (a 5000 rpm, 5
min). El etanol se evaporo en bafio Maria a 80°C en una campana de extraccion. El extracto
fue re-suspendido en 55 pL de buffer de ELISA (PBS 50Mm/ 0.1% gelatina). Se centrifugaron
las muestras a 10000 rpm por un minuto. Posteriormente, las muestras se incubaron por 10
min a 37°C en bafio Maria. La cuantificacion de estradiol se hizo por la técnica de ELISA. Se

colocaron 25 pL de la muestra con 100 pL de estradiol HRP y 50 pL de rabbit anti-estradiol
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mezclandose por 30 s. Se incubaron por 90 min a temperatura ambiente. Se realizaron tres
lavados con 300 pL de buffer de lavados 1x. Posteriormente, se adicionaron 100 puL de TMB y
se incubaron por 20 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con 100 pL de

solucion de paro. La lectura se realizo con un espectrofotometro a 450 nm.

6.3 Obtencion y procesamiento de la vagina pélvica

Las conejas se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico (60 mg / Kg peso, ip.).
Se realiz6 una incision sobre la linea media, desde la cavidad abdominal hasta la vagina
perineal. Los musculos abdominales y el tejido adiposo del area fueron extraidos. Después se
extrajeron los huesos (isquion y pubis) y los musculos obturadores (externos e internos). Se
ligaron venas y arterias que irrigan al plexo venoso para evitar hemorragias y obtener el
conducto vaginal. Después de la extraccion del conducto, se delimito la vagina pélvica. Que
fue fijada en solucién de Bouin-Duboscq (&cido Picrico 0.39 %, formalina 26.66 %, Ac.
Acético 6.66 %, etanol 80 %) por 24 h. Posteriormente, la vagina pélvica se lavo y deshidrato
en alcohol etilico en concentraciones ascendentes (70, 80, 96 y 100%). Fue aclarada en Xxileno,
infiltrada e incluida en paraplast X-tra (Sigma). Para obtener cortes transversales de 7 um en
un micrétomo Leica (RM2135) colectados en portaobjetos formando series paralelas. Tefiidos
con tricrdmica de Masson (especifica para colageno); Azul de Alcian a pH 2.5 (para mucinas

4cidas no sulfatadas) y Acido Peryddico de Schiff (PAS; para células en polisacaridos).

6.3.1 Tincion tricromica de Masson
Los cortes se desparafinan para sumergirlos en el mordente Bouin por 24 hrs, y poder correr el
siguiente tren de tincion.

1. Lavar con agua corriente.

2. Teiir con hematoxilina de Weigert por 11 min (lavar con agua corriente y agua destilada

por 40 s).

3. Colocar en amoniaco al 1% por dos min (lavar con agua corriente).
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4. Tefiir con Fushina &cida- escarlata de Biebrich por cuatro min (lavar con agua corriente).
5. Diferenciar con solucion de acido fosfomolibdico: acido fosfotungstico por cuatro min.
6. Contrastar con azul de anilina por tres min.

7. Diferenciar con solucion de acido acético glacial al 1% por tres min (lavar en agua

corriente).

8. Deshidratar y aclarar a través etanol en concentraciones ascendentes, etanol-xileno (1:1) y
xileno. Montar en Cytoseal-60 (Richard- Allan Scientific).

6.3.2 Azul alcian

Los cortes se desparafinan para el siguiente tren de tincion.
1. Colocar en la solucion de acido acético al 3% por tres min.

2. Tefiir con la solucién de azul alcian por 30 min (lavar con agua corriente por 10 min y

enjugar con agua destilada).

3. Contrastar con la solucion de rojo nucleo-resistente por cinco min (lavar con agua

corriente).

4. Deshidratar y aclarar a través etanol en concentraciones ascendentes, etanol-xileno (1:1) y
xileno. Montar en Cytoseal-60 (Richard- Allan Scientific).

6.3.2 Acido Peryddico de Schiff (PAS)

Los cortes se desparafinan para el siguiente tren de tincion.
1. Oxidar en la solucion de acido peryddico por cinco min (lavar con agua destilada).

2. Colocar en el reactivo de Schiff de Coleman por 15 min (lavar con agua corriente tibia por
10 min).
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3. Contrastar con la solucién de hematoxilina de Harris por seis min (lavar con agua corriente

por 15 min).

4. Deshidratar y aclarar a través etanol en concentraciones ascendentes, etanol-xileno (1:1) y
xileno. Montar en Cytoseal-60 (Richard- Allan Scientific).

6.4 Analisis histologico

La vagina pélvica se dividié en dos segmentos para su andlisis: vagina pélvica antes la
desembocadura de la uretra y vagina pélvica después de la desembocadura de la uretra. Por
cada segmento se seleccionaron 30 portaobjetos (por coneja), considerando como punto de
partida la desembocadura de la uretra. Los cuales se tifieron de forma alterna con tricrémica de
Masson, Azul de Alcian y PAS.

El andlisis cualitativo se realizo en cortes tefiidos con las tres tinciones, para
determinar el tipo de secrecion y organizacion tisular de la vagina pélvica. Las observaciones
se hicieron en un microscopio Nikon ECLIPSE E600 a 20X y 40X y fotografiadas con una
camara OLYMPUS a una resolucion de 5.1 megapixeles.

El andlisis morfométrico se realizo en los cortes tefiidos con tricromica de Masson.
Para determinar la proporcién de musculatura (lisa y estriada) y coldgeno. Asi como, el area
de los ganglios paravaginales y fasciculos nerviosos. Y numero y area de las neuronas
ganglionares. Para el muestreo se consideraron los puntos equiparables tres-nueve en sentido
de las manecillas del reloj (Figura 7). Las observaciones se realizaron en un microscopio de
luz visible Nikon ECLIPSE E600. Se fotografiaron campos en las capas mucosa, muscular,
externa y ganglios paravaginales, con una camara OLYMPUS a una resolucion de 5.1
megapixeles. Con los objetivos 10X (neuronas), 20X (musculo liso) y 40X (mdsculo estriado).

El andlisis de imégenes se hizo con la ayuda del programa AxioVision Rel 4.3.
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Vagina

Dorsal

Figura 6. A) Esquema con vista longitudinal del segmento pélvico del tracto vaginal de la coneja. Esquemas de las regiones
A) anterior y B) posterior a la desembocadura de la uretra. Los recuadros indican la posicién de muestreo en cada punto.

6.5 Analisis estadistico
El analisis estadistico se hizo mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una via con un
nivel de significancia a una P=0.05 para determinar diferencias en la proporcion de
musculatura (lisa y estriada) y colageno. Asi como, el area de los ganglios paravaginales y
fasciculos nerviosos. Y el nimero y area de las neuronas ganglionares. Para determinar la
diferencia entre grupos se utilizo una post-hoc de Tukey-Kramer. Se considero para el disefio
un factor independiente (condicién: C, OVX y OVX+BE) de efectos fijos y como variable de
respuesta la proporcion de musculatura y colageno (%); nimero de neuronas y area del soma,
ganglios paravaginales y fasciculos nerviosos (um>).

El andlisis se hizo con la ayuda del programa Prism v4.0 para Windows (GraphPad).

En todos los casos se grafico la media + el error estandar.
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7. RESULTADOS

7.1 Parametros morfométricos

Se encontraron diferencias en los patrones morfométricos entre los grupos. En la tabla 2 se
muestran los pesos de las conejas C, OVX y OVX+BE, asi como el peso del utero de cada
grupo. Los pesos de los animales fueron similares en los tres grupos (4.68 + 0.23 vs 4.49 +
0.14 vs 4.11 £ 0.19 Kq). El peso del utero es menor en el grupo OVX (4.25 £ 0.49 g, P>0.05)
respecto a los otro dos grupos experimentales (C 14.58 + 1.18, OVX+BE 16.43 + 1.44 g). El
peso del utero fue similar en los grupos C y OVX+BE (14.48 £ 1.18 vs 16.43 + 1.44 Q).

A) Peso del animal

C OVX OVX+BE
a a a
4.68+023 Kg 449+ 0.14 Kg 411 £0.19Kg
B) Peso del utero
C OVX OVX+BE
= a s b a
1458+1.18 g 4254049 g 1643+1.44 ¢

Tabla 2. Pardmetros morfométricos tomados el dia del sacrificio. A) Peso de conejas C, OVX y OVX+BE. B)
Peso del Gtero de conejas C, OVX y OVX+BE. Los datos muestran la media + e.e. Letras diferentes indican

diferencias significativas entre los grupos. ANOVA de una via, post hoc Tukey—Kramer, P>0.05

7.2 Concentracion sérica de estradiol

Se observaron diferencias en la concentracion sérica de E2 entre los grupos. En la figura 7 se
observa que la concentracion sérica de E2 para el dia del sacrificio fue similar en el grupo
OVX (17.82 £ 2.32 pg/mL) y el grupo C (21.14 + 1.53 pg/mL). La del grupo OVX+BE fue
mayor (160.6 + 43.03 pg/mL, P>0.05) que en los otros grupos.

25



L
N
a
o

]

(@3

£

2 200-

o

0

= 1504

» 50

Q

T a a

S 254

0-

] | ) | )
c oVX OVX+BE

Figura 8. Concentracion sérica de estradiol de conejas control (C), ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas
con restitucion de benzoato de estradiol (OVX+BE). Las muestras se obtuvieron el dia del sacrificio por puncién
cardiaca. Las muestras fueron cuantificadas por duplicado. Los datos representan la media + e.e. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre los grupos. ANOVA de una via, post hoc Tukey—Kramer,

P>0.05.

7.3 Caracteristicas histologicas de la vagina pélvica

Las caracteristicas histoldgicas del la vagina pélvica fueron distintas entre los grupos. De
manera cualitativa en la figura 9 se observa que en el grupo OVX (B) hay una mayor
vascularizacion vs el grupo C (A). La vascularizaciéon en el grupo OVX (A) y el grupo
OVX+BE (C) fue similar. El orifico uretral en el grupo OVX se observdé mas grande vs el
grupo C. En el grupo OVX+BE (C) se observa que el efecto es revertido, siendo distinto al

cotrol.

26



Figura 9. Corte transversal de la vagina pélvica de conejas control (C), ovariectomizadas por 5 meses (OVX) y
ovariectomizadas 3.5 meses y tratadas durante 1.5 meses con benzoato de estradiol (OVX+BE). Barra 2 mm.

Se observaron diferencias en la organizacion histoldgica de la vagina pélvica entre los
grupos. La OVX modificd la organizacion histolégica de las capas submucosa y muscular.
Esto no permitié evaluar el efecto hormonal en cada una, por lo que se analiz6 una capa
intermedia que incluia a las dos. Los resultados que se muestran corresponden a la mucosa,
capa intermedia (submucosa y muscular) y externa. Comenzando con una descripcion

cualitativa seguida de una cuantitativa.

7.4 Caracteristicas histoldgicas de la mucosa

La organizacion histologica de la capa mucosa es diferente entre los grupos. En la figura 10 se
observa que el grupo OVX (B y E) presenta escasas células positivas a PAS y azul del alciano
en comparacion con el grupo C (A y D). En el grupo OVX+BE (C, D) se observod una
disminucion en el namero células epiteliales positivas a PAS vs el grupo C. Para azul de
alciano el marcaje de las células de la zona apical fue mayor en el grupo OVX+BE vs el grupo
C.
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Figura 10. Caracteristicas histoldgicas de la mucosa de la vagina pélvica de conejas control (C; A,D), ovariectomizadas por
5 meses (OVX; B,E) y ovariectomizadas 3.5 meses y tratadas durante 1.5 meses con benzoato de estradiol (OVX+BE; C,F).
Tefiidas con PAS (A, By C) y azul de alciano (D, Ey F).

7.4.1 Espesor de la capa epitelial

El espesor de la capa mucosa fue diferente entre los grupos. La OVX induce atrofia de la
mucosa vaginal (Figura 11). El grupo OV X muestra una disminucion en el nimero de estratos
celulares y una disminucion en el espesor de esta capa vs el grupo C (47.48 £ 1.72 vs 68.76 +
6.85 um, P<0.0001). La administracion enddgena de BE tiene un efecto inverso. En este
grupo se observa un mayor numero de estratos celulares vs el grupo C. El espesor en el grupo

OVX+BE fue mayor que en el grupo C (93.86 + 5.02 vs 68.76 £ 6.85 um, P<0.0001).
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Figura 11. Espesor de la mucosa de la vagina pélvica de conejas control (C), ovariectomizadas (OVX) y
ovariectomizadas con administracién de benzoato de estradiol (OVX+BE). Los valores representan la media + e.e. de 20
cortes analizados por coneja. Las letras mindsculas indican diferencias significativas entre los grupos. ANOVA de una
via P<0.05, post hoc Tukey-Kramer.

7.5 Caracteristicas histologicas de la capa intermedia

7.5.1 Componentes histolégicos

La organizacion histologica de la capa intermedia es diferente entre los grupos. En la figura
12, se puede observar de manera cualitativa que la OVX incrementa la concentracion de
colageno vs el grupo C. Los paquetes de musculo liso en este grupo son de menor tamario vs el
grupo C. En comparacién con el control, la administracion de BE reduce la concentracion de
colageno y paquetes de musculo liso. En los grupos OVX y OVX+BE se observo una mayor

vascularizacion vs el grupo C.
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Figura 12. Componentes histologicos de la capa intermedia de la vagina pélvica de conejas control (C, A),

ovariectomizadas (OVX, B) y ovariectomizadas con administracion de benzoato de estradiol (OVX+BE, C). Barra 50
pm.

7.5.2 Espesor de la capa intermedia

El espesor de la capa intermedia fue similar en los grupos C, OVX 'y OVX+BE (594.8 + 65.32
vs 527.8 £47.71 vs 631.0 £ 94.22 um, P=0.585).
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Figura 13. Espesor de la capa intermedia de la vagina pélvica de conejas control (C), ovariectomizadas (OVX) y
ovariectomizadas con administracion de benzoato de estradiol (OVX+BE). Los valores representan la media + e.e. de 20

cortes analizados por coneja. Las letras mindsculas indican diferencias significativas entre los grupos. ANOVA de una via
P>0.05.
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7.5.3 Proporcién de musculo liso y coldgeno

La concentracion de musculo liso fue similar en los grupos OVX y C. En la figura 14aA, se
observa que la administracion de BE disminuye la concentracion de musculo liso en el grupo
OVX+BE (7.14 + 1.08 pm?) vs los grupos C y OVX (15.91 + 1.74, 15.75 + 0.43 pm?, P=
0.0001).

En la figura 14B, se observa que la OVX incrementa la proporcion de colageno vs el
grupo C (43.50 + 3.00 vs 27.79 + 1.22 pm?, P<0.0001). La administracién endégena de BE
tiene un efecto inverso. La proporcion de coladgeno disminuye en el grupo OVX+BE vs los
grupos Cy OVX (17.77 £ 1.25vs 27.79 £+ 1.22 vs 43.50 + 3.00, P<0.0001).
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Figura 14. Proporcidn de musculo liso (A) y codgeno (B) de la capa intermedia de la vagina pélvica de conejas control
(C), ovariectomizadas por 5 meses (OVX) y ovariectomizadas 3.5 meses y tratadas durante 1.5 meses con benzoato de
estradiol (OVX+BE). Los valores representan la media + e.e. de 20 cortes analizados por coneja. Letras minusculas
diferentes indican diferencias significativas entre los grupos. ANOVA de una via P<0.05, post hoc Tukey-Kramer.

7.6 Caracteristicas histoldgicas de la capa externa

7.6.1 Componentes histolégicos

La organizacion histologica de la capa externa es diferente entre los grupos. De manera
cualitativa observamos que la fibras de masculo estriado en los grupos OVX y OVX+BE son
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mas anchas que las presentes en el grupo control. En el grupo OVX+BE, se observa un menor

ndmero de fibras musculares.

Figura 15. Componentes histoldgicos de la capa externa de la vagina pélvica de conejas control (C, A), ovariectomizadas
(OVX, B) y ovariectomizadas con administracion de benzoato de estradiol (OVX+BE, C).

7.6.2 Espesor de la capa externa

El espesor de la capa externa fue similar entre los grupos (C, 1100 £ 177.20 vs OVX,

629.5 + 90.42 vs OVX+BE, 897.1 + 146.40 um, P=0.096).
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Figura 16. Espesor de la capa externa de la vagina pélvica de conejas control (C), ovariectomizadas (OVX) y
ovariectomizadas con administracion de benzoato de estradiol (OVX+BE). Los valores representan la media + e.e. de 20
cortes analizados por coneja. Letras mindsculas diferentes indican diferencias entre os grupos. ANOVA de una via
P>0.05.
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7.6.3 Proporcion de masculo estriado y colageno
La OVX incrementa la proporcion de musculo estriado en la capara externa. El grupo OVX
muestra una concentracion mayor vs el grupo C (46.28 + 4.94 vs 27.85 + 4.94 um? P=
0.0007). Efecto que no es revertido con la administracion de BE (Figura 17A). La
concentracion de musculo estriado fue similar en los grupos OVX y OVX+BE (46.28 + 4.94
vs 56.70 + 1.78 pm?, P<0.05).

La concentracion de colageno fue similar entre los grupos (C 26.67 * 4.24 vs OVX
21.24 £1.99 vs OVX+BE 24.73 £+ 3.71 umz, P=0.543).
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Figura 17. Proporcion de musculo estriado (A) y colageno (B) en la capa externa de la vagina pélvica de conejas control (C),
ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas con administracion benzoato de estradiol (OVX+BE). Los valores representan
la mediate.e. de 20 cortes analizados por campo de cada coneja. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
grupos. ANOVA de una via P<0.05, post hoc Tukey-Kramer.
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7.7 Morfologia de los ganglios autonémicos paravaginales

Figura 18. Ganglios autonémicos paravaginales de la vagina pélvica de conejas control (C, A), ovariectomizadas por 5 meses
(OVX, B) y ovariectomizadas 3.5 meses y tratadas durante 1.5 meses con benzoato de estradiol (OVX+BE, C). Barra 100 pum.

El area de los ganglios autonémicos paravaginales fue diferente entre los grupos (Figura 19A).
La OVX disminuye el area de los ganglios autonémicos paravaginales vs el grupo C. La
administracion de BE no revierte tal efecto (Figura 19A). Los grupos OVX y OVX+BE
muestran un area menor respecto al grupo C (9800 + 2438, 14577 + 3979 vs 39209 + 6776
um?, P=0.001).

El nimero de neuronas fue similar entre los grupos C, OVX y OVX+BE (13.55 + 1.52
vs 12.98 + 3.23 vs 13.43 + 2.03 pm?, P=0.983). La OVX no modifica el niimero de neuronas
por campo (Figura 19A). El area del soma de las neuronas es diferente entre los grupos. La
OVX disminuye el area del soma de las neuronas vs el grupo C (281.8 £ 16.76 vs 494.2 +
41.66 pm?, P= 0.0009, Figura 19B). La administracion de BE revierte los efectos observados
en el grupo OVX. El &rea del soma de las neuronas fue similar en los grupos C y OVX+BE
(494.2 + 41.66 vs 435.2 + 33.31 um?, P=0.05).
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Figura 19. Area del ganglio (A), nimero (B) y area (C) de neuronas por campo de la vagina pélvica de conejas control
(C), ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas con administracién de benzoato de estradiol (OVX+BE). Los valores
representan la mediate.e. de 20 cortes analizados por campo de cada coneja. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre los grupos. ANOVA de una via P>0.05, post hoc Tukey-Kramer.

7.7.1 Area de los haces nerviosos

La figura 20 muestra que el area de los haces nerviosos también son afectados por la
ovariectomia. La administracion enddgena de BE no revierte este efecto. Los grupos OVX y
OVX +BE muestran un &rea menor respecto al grupo C (3634 + 1034, 4996 + 1429 vs 14673
+ 2442 um?, P=0.0008).
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Figura 20. Area de los haces nerviosos de neuronas por campo de la vagina pélvica de conejas control (C),
ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas con administracion de benzoato de estradiol (OVX+BE). Los valores
representan la mediate.e. de 20 cortes analizados por campo de cada coneja. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre los grupos. ANOVA de una via P>0.05, post hoc Tukey-Kramer.
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8. DISCUSION

Los estrégenos contribuyen en la organizacion histolégica de componentes tisulares de la
vagina pélvica de la coneja domestica. Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran
que los estrogenos influyen sobre el espesor de la capa mucosa pero no sobre el de la interna
ni externa. La OVX tiene efectos sobre la concentracion de musculo y coldgeno. El érea del
ganglio, haces nerviosos y neuronas ganglionares es dependiente de E2. Estudios en modelos
OVX reportan atrofia vaginal, acumulacion de colageno, disminucién de la microvasculatura 'y
cambios en la densidad nerviosa autonomica de la pared vaginal (Moalli y col. 2008; Ting y
col. 2004; Giraldi y col. 2002). Resultados que en parte son consistentes con lo que hemos

encontrado.

8.1 Modelo

Debido a que los cambios histoldgicos en el conducto vaginal pueden deberse a una variedad
de factores es necesario establecer modelos animales que nos permitan diferenciar el efecto de
cada factor. En la vagina pélvica de la coneja doméstica pudimos evaluar los cambios
histologicos debidos a la OVX en las capas mucosa, intermedia y externa. La inervacion
autonomica paravaginal también fue evaluada. Estos componentes histologicos son
determinantes para ejecutar diversos procesos fisioldgicos como son la miccion, la copula y el
parto. También involucrados durante la respuesta sexual femenina (Min y col. 2004).

Algunos resultados obtenidos en nuestro modelo contrastan con lo reportado para el
modelo de OVX bilateral en la rata y la coneja blanca de Nueva Zelanda. La discrepancia
puede deberse al corto plazo relativamente después de la OVX y la subsecuente
administracion hormonal en los modelos, lo que puede no haber permitido observar cambios
en la histologia del conducto vaginal. Para estos modelos se han empleado de dos a seis
semanas de OVX por dos a cuatro semanas de administracion hormonal (Pessina y col. 2006;
Kim y col. 2004; Park y col. 2001; Yoon y col. 2001). Tiempos menores a los nuestros.
Nosotros implementamos tres meses y medio de OVX por mes y medio de administracion de
BE. Sanoja y col. (2005) reportaron que los cambios histoldgicos promovidos por la OVX se
observan de cuatro a ocho semanas posteriores a la cirugia. Kim y col. (2004) reportaron que

la administracién hormonal dos semanas después de la OVX previene la pérdida de musculo
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liso que ocurre en la tercera y cuarta semana. Los tiempos de OV X y administracién hormonal
son determinantes para evaluar el efecto de los estrogenos sobre la histologia vaginal. Las
diferencias en la organizacion histologica a lo largo del conducto vaginal es otro factor que
podria explicar el contraste en los resultados. Los reportes del efecto de los estrogenos sobre la
histologia del conducto vaginal se han enfocado en la vagina abdominal y perineal. Las capas
analizadas has sido la mucosa y la intermedia (Pessina y col. 2006; Kim y col. 2004; Park y
col. 2001; Yoon y col. 2001). No se ha reportado el efecto de los estrégenos sobre la vagina

pélvica, la capa externa y los ganglios autonomicos paravaginales.

8.2 Efecto de la ovariectomia sobre los pardmetros morfométricos y la concentracion sérica
de estradiol

Las hormonas esteroides, entre los que se encuentra el estradiol (E2), son indispensables para
mantener la funcion y la integridad estructural de los 6rganos reproductivos femeninos (Kim y
col. 2004). Se ha reportado que la experiencia reproductiva promueve cambios en la
concentracion sérica de E2 después de uno o multiples partos (Lopez-Garcia 2010; Bridges
and Byrnes 2006; Matt y col. 1986). Estos cambios van acompafiados de modificaciones
histologicas en la vagina pélvica del conducto vaginal de la coneja doméstica (Xelhuantzi en
preparacion). En el modelo de multiparidad no se puede descartar el dafio mecéanico y saber la
contribucion hormonal.

La menopausia se caracteriza por una marcada reduccién en la produccion de
estrégenos (Purohit and Reed 2002). La OV X conduce casi a la total privacion de esteroides
sexuales lo que permite conocer los efectos de estas hormonas en sus 6rganos blanco (Kim y
col. 2004). Como se observa en la figura 8 la concentracion sérica de E2 es similar en los
grupos C y OVX. Se observo atrofia de Utero en el grupo OVX (Tabla 2), lo que infiere una
fluctuacion en la concentracion sérica de E2. Tejidos como Utero y vagina expresan receptores
de estrogenos, por lo que son sensibles a estas hormonas (Hextall 2000). La expresion del
receptor de estrégenos (REsS) es modulada por la fluctuacion hormonal aunque esta puede
ocurrir a la alza o a la baja dependiendo del tejido y/o del subtipo de receptor en cuestién
(Alonso y col. 2006). En la mujer, se han reportado atrofia de vagina y utero posterior a la

menopausia. Estos cambios morfoldgicos estan asociados con una reduccion del 50% en la
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concentracion sérica de E2 (Lin y col. 2006; Berman y col. 1999; Semmelink y col. 1990). En
mujeres premenopausicas la produccion de E2 es de 400g/24h, después de la menopausia
disminuye a 6g/24h (Purohit and Reed 2002). En la rata se ha reportado atrofia de Utero y
disminucion en el peso y longitud de la vagina posterior a la OVX. En esta especie, la
concentracion sérica de E2 disminuye en un 63% posterior a la OVX (Moalli y col. 2008;
Alison y col. 2004; Kim y col. 2004). En contraste, Shinoda y col. (2002) reportaron que
cuatro semanas posteriores a la OVX la concentracion sérica de E2 en la rata disminuye en un
27%. En la coneja los cambios histoldgicos encontrados en la vagina perineal se relacionan
con una disminucién en la del 35% en la concentracion sérica de E2 (Kim y col. 2004; Park y
col. 2001).

En nuestro modelo, la administracion de BE incrementa la concentracion serica de E2
aproximadamente en un 80% respecto al grupo C. Zoubina y col. (2001) reportaron resultados
similares en la rata después de la administracion de 17-f estradiol. En la rata se ha observado
un incremento del doble en la concentracion sérica de E2 después de ocho semanas de
tratamiento (Shinoda y col. 2002). En la coneja blanca de Nueva Zelanda se ha reportado un
incremento de aproximadamente el 90% en la concentracion sérica de E2 (datos no
publicados) administrando dosis suprafisioldgicas de esta hormona (Kim y col. 2004). En esta
especie, Park y col. (2001) reportaron un incremento del 30% en la concentracién sérica de E2
posterior a la administracién hormonal. En la rata y la coneja los efectos observados en la
vagina perineal son revertidos con la administracién hormonal, siendo similares al grupo C
(Pessina y col. 2006; Kim y col. 2004; Park y col. 2001; Yoon y col. 2001). Nosotros hemos
observado efectos diferentes. La discrepancia entre los resultados puede deberse al segmento
analizado, asi como al tiempo de OV X y administracion hormonal.

Una de las terapias utilizadas para el tratamiento de desordenes en el aparato urogenital
como son la incontinencia urinaria, prolapsos de viseras pélvicas e infecciones urinarias
recurrentes, entre otras, es la Terapia de Remplazo Hormonal (HTR). Aunque se cree que ésta
terapia es util, no hay informacion precisa sobre la eficacia de su uso como tratamiento en
éstos padecimientos. Debido a que la concentracion sérica de E2 fue similar en el grupo C y el
grupo OVX, es necesario estudiar con detalle los mecanismos que pudieran promover los

cambios en la concentracion de E2 durante la OVX. Se ha sugerido que factores como las
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citoquinas y prostaglandinas participan en la estimulacion de la sintesis de estrogenos en
tejidos periféricos. Las concentraciones plasméticas de citoquinas incrementan con el
envejecimiento. Es posible que este incremento en los niveles de citoquinas se deba a que el
cuerpo esta tratando de corregir el déficit de estrogenos que se produce en la menopausia,
incrementando asi la produccién de factores que pueden estimular la sintesis periférica de
estrogenos (Purohit and Reed 2002). Otros mecanismos podrian ser la secrecion adrenal y la
aromatizacion extragonadal que también podria estar jugando un papel importante. En la cabra
y la rata la expresion de aromatasa incrementa posterior a la OVX (Dessauge y col. 2009;
Thordarson y col. 2001). En la rata se ha reportado que la administracion de
dihidroepiandrostenediona (DHEA) posterior a la OV X tiene efectos sobre la morfologia e
histologia de 6rganos reproductivos como Utero y vagina. Tal efecto se debe a la
transformacion local de este metabolito a E2 (Sourla y col. 1998). Si bien ya son conocidos
algunos de los efectos del E2 sobre la histologia vaginal, es importante conocer los

mecanismos por los cuales esta hormona lleva a cabo su funcién.

8.3 Efecto de la ovariectomia sobre los componentes histoldgicos del segmento pélvico del
conducto vaginal

La OVX modifica caracteristicas cualitativas de la vagina pélvica de la coneja doméstica. En
el grupo control se identificaron las cuatro capas mucosa, submucosa, muscular y externa, las
mismas que fueron descritas por Rodriguez- Antolin y col. (2009), también descritas en la
mujer (Alexander y col. 2004). En conejas de 10 semanas se ha reportado una organizacion
similar (Oh y col. 2003). De manera cualitativa observamos que en el grupo OVX el orificio
de salida vaginal es méas pequefio vs el grupo control. En el grupo OVX+BE este efecto al
parecer es inverso. Estas modificaciones podrian estar relacionadas en el grupo con OVX con
el incremento en la proporcion de colageno. Debido a que el colageno es el encargado de dar
forma y sostén podriamos sugerir que su modificacion implica cambios estructurales o
morfoldgicos en la vagina pélvica. En la rata, la OVX disminuye la longitud y el diametro del
conducto vaginal. Los efectos observados en la morfologia vaginal son revertidos con la
administracion hormonal (Higgins y col. 2009; Moalli y col. 2008; Alison y col. 2004). Moalli
y col. (2008) también reportan cambios en el tipo de colageno debido a la OVX, esto se
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acompafia con cambios en la estructura de la vagina y utero de la rata. En el grupo con
administracion de BE se observo una disminucion en la proporcion de colageno efecto que
también podria interferir con la estructura de la vagina pélvica. Los cambios en el colageno en
los grupos experimentales podrian explicar cambios en la morfologia de la vagina pélvica. En
nuestro modelo la OVX incrementa la vascularizacion en la vagina pélvica de la coneja
doméstica. En contraste con lo reportado por Park y col. (2001), para la vagina perineal en
donde se observa una disminucién de la vascularizacion posterior a la OVX. La
administracion de BE no revierte tal efecto. La vascularizacion fue similar entre los grupos
OVXy OVX+BE.

8.4 Efecto de la ovariectomia sobre las caracteristicas histologicas de la mucosa
Los estrogenos participan en la proliferacion de células epiteliales del tracto urinario inferior y
la vagina (Blakemann y col. 2001; Buchanan y col. 1998). En el conducto vaginal de la coneja
domestica el segmento anterior a la desembocadura uretral presenta un epitelio cilindrico
simple. El segmento posterior a la desembocadura uretral presenta un epitelio de tipo
escamoso estratificado (Rodriguez-Antolin y col. 2009). La OVX disminuye el nimero de
estratos de células epiteliales de la vagina pélvica de la coneja domestica (Figura 10B, D).
Este efecto no permitié hacer el andlisis por region. En el grupo OVX no fue posible
diferenciar una y otra region. Con la administracion endégena de BE se observo un mayor
namero de estratos celulares que en el grupo C (Figura 9, D). Esto podria deberse al tiempo de
administracion y la dosis empleada de BE. Nuestros resultados son similares a los encontrados
en la coneja blanca de Nueva Zelanda. En esta especie, se observa apoptosis, atrofia de la
mucosa y una disminucién del citoplasma en las células epiteliales posteriores a la OVX. La
administracion de E2 en dosis farmacoldgicas causa hipertrofia de la mucosa (Aikawa y col.
2003). En contraste, Kim y col. (2004) reportan atrofia de la mucosa, efecto que es revertido
con la administracion de E2 siendo similar al grupo C (Park y col. 2001). Estos resultados con
consistentes con los reportados para la rata (Pessina y col. 2006).

El epitelio protege a las superficies libres contra el dafio mecanico y la entrada de
microorganismos; también es importante en cuanto al sentido del tacto, puesto que contiene

terminaciones nerviosas sensitivas. La actividad epitelial, particularmente la secrecion
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(mucosa y serosa), es modificada por la OVX. Mediante técnicas histoldgicas como Azul de
alcian y PAS se observo que en el grupo OVX las células positivas a estas tinciones son
escasas. En el grupo OVX+BE se observo un menor nimero de células epiteliales positivas a
PAS vs el grupo C. Por el contrario para azul de alcino las células de la zona apical son las que
presentaron marcaje, siendo este incluso méas intenso que en el grupo C. Las observaciones
obtenidas en estos métodos histoldgicos nos hacen inferir que el tipo de secrecion en esta capa
es de tipo mixta. Esto debido a que azul de alcian tifie mucinas acidas no sulfatadas, las cuales
al contacto con el agua producen moco. La tincion de PAS es selectiva para
mucopolisacaridos los cuales dan origen a la produccién de glucégeno. En mujeres post
menopausicas se ha reportado que con la disminucién en la concentracion sérica de E2, el
contenido de glucogeno de la vagina también disminuye (Smith 2010). Los cambios
observados para esta capa en el grupo OVX se relacionan con menor grado de proteccion
contra infecciones bacterianas, debido a que el epitelio es mas delgado y méas féacil de
desgarrarse, pero también porque ha perdido su capacidad de producir glucégeno y asi ayudar
a mantener un pH bajo en el liquido vaginal (Pessina y col. 2006). No hemos encontrado
reportes en la rata o en la coneja del tipo de secrecion de las células epiteliales a lo largo del
conducto vaginal. Debido a que la histologia es diferente, podria pensarse que la secrecion

también pudiera serlo.

8.5 Efecto de la ovariectomia sobre las caracteristicas histologicas de la capa intermedia

Las fluctuaciones en la concentracién sérica de E2 que se producen durante la menstruacion,
la gestacion y la menopausia modifica la histologia del conducto vaginal (Lin y col. 2006). En
nuestro modelo la OV X modifico el arreglo histolégico de las capas submucosa y muscular
por lo que no fue posible determinar su espesor de manera independiente. Se considero una
capa intermedia.

El espesor de la capa intermedia fue similar entre los grupos (Figura 13). De manera
cualitativa se observo que en los grupos OV X y OVX+BE hay una mayor vascularizacion con
respecto al grupo C, lo cual podria explicar el por qué no se observan diferencias en el espesor
de esta capa. En contraste Higgins y col. (2009) reportaron en la coneja blanca de Nueva

Zelanda, que la OV X incrementa el espesor de la capa muscular en la vagina perineal y lo
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disminuye en la vagina abdominal. La vascularizacion de la submucosa de la vagina perineal
también disminuye (Lin y col. 2006). En este modelo, el espesor total del conducto vaginal
disminuye vs el grupo C (Higgins y col. 2009). Con la administracion de E2 el grosor de la
capa muscular incrementa, siendo similar al control (Aikawa y col. 2003). Es importante
retomar que los componentes histoldgicos de cada segmento, asi como su funcion, difieren a
lo largo del conducto vaginal (Rodriguez-Antolin y col. 2009; Oh y col. 2003; Al-Hijji y col.
2000), por lo que no podriamos esperar que los cambios histologicos fueran de la misma
magnitud para los tres segmentos.

La OVX induce atrofia vaginal, un incremento en la proporcion de colédgeno y
apoptosis de los nervios, musculo liso y epitelio (Pessina y col. 2006; Park y col. 2001). En
esta capa se observaron diferencias entre los grupo C, OVX y OVX+BE en la proporcion de
musculo liso y coladgeno. La OVX no modifico la proporcion de masculo liso pero si la de
colageno. El coldgeno en esta capa incremento vs el grupo C. De manera cualitativa
observamos que la OVX disminuye el tamafio de los paquetes de musculatura lisa e
incrementa la vascularizacion vs el grupo C. Nuestros resultados contrastan a lo reportado en
otras especies de mamiferos. En la mujer, hay atrofia y una disminucion en la proporcion de
musculo liso posterior a la menopausia (Semmelink y col. 1990). Yoon y col. (2001) para la
coneja blanca de nueva Zelanda reporta disminucién en la proporcién de musculatura lisa, asi
como un incremento en la proporcion de colageno. En otros estudios realizados en la rata y la
coneja blanca de Nueva Zelanda solo se ha reportado atrofia del mdsculo liso vaginal y del
utero posterior a la OVX. Aunque el segmento analizado asi como el tiempo de ovariectomia
fue diferente, estos resultados son consistentes con lo que nosotros hemos encontrado. En
conjunto, los cambios histoldgicos observados en los diferentes modelos se relacionan con una
disminucion en la fuerza contractil de la pared vaginal. Los cambios en la histologia y
fisiologia de esta capa pudieran estar relacionados con algunas patologias del aparato
urogenital (Pessina y col. 2006; Kim y col. 2004; Alison y col. 2004; Park y col. 2001).

En nuestro grupo OVX+BE los efectos de la OVX no fueron revertidos. La
concentracion de musculo liso y colageno disminuyo posterior a la administracion de BE.
Nuestros resultados son similares a lo reportado para la rata, en la cual la administracién de

estrégenos no incremento la concentracion de masculo liso vaginal (Alison y col. 2004). Estos
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resultados sugieren que otras hormonas pudieran estar involucradas en modular las
caracteristicas de la capa interna. Los estrogenos, al parecer son capaces de ejercer efectos
troficos sobre algunos tejidos del aparato reproductor femenino pero no sobre otros (Pesina y
col. 2006; Alison y col. 2004). En conjunto, estos resultados contrastan con lo reportado para
el segmento abdominal y perineal en la coneja blanca de Nueva Zelanda. En esta especie, los
grupos con administracion hormonal son similares al grupo C (Higgins y col. 2009; Yoon y
col. 2001; Park y col. 2001). Estas variaciones pudieran deberse al tiempo de OVX y

tratamiento, asi como al segmento analizado.

8.6 Efecto de la ovariectomia sobre las caracteristicas histoldgicas de la capa externa

Los trabajos para evaluar la contribucion hormonal en el conducto vaginal, se han enfocado a
la vagina abdominal y perineal en la coneja blanca de Nueva Zelanda. En estos segmentos la
cuarta capa estd formada por tejido conectivo areolar y un prominente plexo de venoso
(Rodriguez-Antolin y col. 2009). Por lo que el efecto hormonal en la musculatura estriada
adosada a la pared de la vagina pélvica no ha sido estudiado.

El espesor en esta capa fue similar en los grupos C, OVX y OVX+BE. De manera
cualitativa observamos que la OV X incremento la vascularizacion en esta capa. EI diametro de
las fibras es mayor en el grupo OVX vs el grupo C (datos no reportados). El incremento en
estos componentes podria ser una respuesta adaptativa a las modificaciones hormonales que
resultan de la OVX. Las cuales también podrian explicar que el espesor sea similar entre los
grupos. Los niveles fisiologicos de estrogenos también parecen jugar un papel importante en el
mantenimiento de la estructura de la capa externa de la vagina pélvica de la coneja doméstica.

En la figura 17A, se observa un incremento en la concentracion de musculo estriado en
los grupos OVX y OVX+BE vs el grupo C. ElI nimero de fibras es menor en el grupo
OVX+BE, pero su didametro es mayor. En el grupo OVX no se observaron diferencias en el
numero de fibras vs el grupo control. EI diametro de las fibras fue mayor en el grupo OVX vs
el grupo C. Este efecto puede ser el responsable de que se observe un incremento en la
concentracion de musculo estriado. Estos resultados contrastan con lo reportado para otros
musculos estriados pélvicos y perineales involucrados en funciones reproductivas. En los que

se observa atrofia de la musculatura. Estas diferencias podrian estar relacionadas con la
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anatomia y funcion de dicha musculatura (Sitnick y col. 2005). En la coneja domestica se ha
observado que la OVX disminuye el area transversal de las fibras del misculo pubococcigeo
un musculo pélvico involucrado en funciones reproductivas y de miccion (Garcia-Villamar
2011), pero no tiene un efecto sobre el area transversal del musculo bulboesponjoso, el cual
participa durante la copula y el parto (Carrasco- Ruiz 2011). La concentracion de colédgeno
para esta capa fue similar entre los grupos. El incremento en el didmetro de las fibras podria
estar ocupando el espacio de fibras que se estén perdiendo, por lo que el colageno no se ve
modificado. Estos cambios nos hacen pensar que la musculatura estriada puede ser modulada
de manera diferencial por los estrogenos

En ratas OVX el receptor de estradiol se regula a la alta en la vagina y este nivel
elevado de expresion de receptores de estradiol se mantiene en los animales OVX infundidos
con una dosis de estradiol (Kim y col. 2004). El incremento en la expresion del receptor puede
ser responsable de los cambios histolégicos observados.

La administraciéon de BE no revierte algunos cambios en la morfologia de los
componentes histologicos posterior a la OVX. El examen histolégico mostré que la
administracion de BE puede mediar la remodelacion tisular en la vagina. El espesor de las
capas para el grupo OVX+BE se ve restaurado en el caso de la mucosa mostrando una
recuperacion en la estratificacion del epitelio (Pessina y col. 2006; Kim y col. 2004; Park y
col. 2001; Yoon y col. 2001). Otros efectos se observan en la capa externa en donde la
proporcion de musculo estriado también aumenta con la administracion de BE, no asi en la

capa intermedia en donde la proporcion de muasculo liso y colageno disminuye.

8.7 Efecto de la ovariectomia sobre la morfologia de los ganglios autonémicos
paravaginales

Nuestro estudio proporciona informacion de que, ademas de participar en la remodelacion del
tejido vaginal, las hormonas reproductivas también regulan la inervacion vaginal. No existen
reportes del efecto hormonal, en particular del E2, sobre los ganglios autonémicos
paravaginales localizados en el tejido conectivo dorsolateral de la vagina pélvica de la coneja.
Las neuronas presentes en los ganglios paravaginales son de naturaleza mixta, contienen

neuronas simpaticas y parasimpaticas (Xelhuantzi en preparacion). Las neuronas provenientes
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de la inervacion simpética, parasimpatica y las neuronas sensoriales que se proyectan hacia el
aparato reproductor femenino expresan los subtipos a y  del RE. Por lo que la fluctuacion de
estas hormonas pudiera afectar de forma directa a la inervacién vaginal, contribuyendo asi a
cambios en su funcion (Alison y col. 2004).

Los datos obtenidos para la inervacion muestran que el nimero de neuronas es similar
entre los grupos. El area del soma disminuye en el grupo OVX vs C. En contraste en conejas
jovenes multiparas el area del soma de las neuronas es mayor respecto al grupo C, en este
modelo la concentracion sérica de E2 también se ve modificada en la tercera y cuarta
gestacion (Lopez-Garcia 2010; Xelhuantzi en preparacion). La administracion endogena de
BE revierte el efecto en el area del soma de las neuronas. Debido a la naturaleza y expresién
de RE de las neuronas presentes en los ganglios paravaginales, estas pudieran estar siendo
moduladas por las fluctuaciones en la concentracion sérica de estradiol (E2). Ting y col.
(2004) reportaron que en la rata la inervacion simpatica y parasimpatica incrementa posterior a
la OVX. El aumento de la densidad en esta inervacion puede conducir a la disminucién del
flujo sanguineo vaginal y por lo tanto a una disminucion de la lubricacion vaginal. Estos
cambios también se han reportado durante la menopausia y después de la OVX en mujeres y
en modelos animales (Min y col. 2002; Sarrel 1998).

En la figura 19 se observa que el area de las neuronas fue similar en los grupos
OVX+BE y C. La OVX disminuye el &rea del soma neuronal. La concentracion de hormonas
gonadales afecta a la inervacion que recibe el conducto vaginal de diversas especies como la
cerda (Kaleczyc 1994), la rata (Pessina y col. 2006; Ting Yy col. 2004), el raton (Purves-Tyson
y col. 2007), y la coneja (Al-Hijji y col. 2000). La sensibilidad estrogénica de las neuronas
autonémicas ganglionares se ha estudiado en el GP (parasimpatico) y en el superior cervical
(simpatico). Las neuronas del GP del cobayo modifican su volumen neuronal y el ganglionar
durante el ciclo estral; la OVX los reduce y la administracion exdgena de estradiol los
recupera (Coujard 1951). Datos que en parte son consistentes con lo observado en nuestro
modelo para las neuronas presentes en los ganglios paravaginales de la coneja. En la rata
macho se han observado cambios posteriores a la gonadoctomia. Purves-Tyson y col. (2007)

reportaron que las neuronas presentes en los ganglios pélvicos de la rata macho expresan el
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RE y la enzima aromatasa, con lo que la aromatizacion extraganglionar de la testosterona
también podria explicar los cambios morfoldgicos observados en nuestro modelo.

Estos cambios en la inervacion autondmica se encuentran intimamente ligados con la
fisiologia vaginal. EI mecanismo de la excitacion sexual y el orgasmo durante las relaciones
sexuales implican la estimulacion de reflejos medulares que son mediados por las fibras
aferentes provenientes del nervio pudendo. El brazo eferente de los reflejos espinales implica
actividad simpatica, parasimpatica, y somatica (Goldstein y col. 2000).

Los ciclos reproductivos alteran la morfologia de los ganglios paracervicales del
cobayo (Coujard 1951). De manera preliminar se ha observado que la multiparidad incrementa
el area de los ganglios autondmicos paravaginales y de los haces nerviosos (Xelhuantzi en
preparacion). En contraste, en nuestro modelo, la OVX disminuye el area de los ganglios
autonomicos paravaginales y de los haces nervios. La administracion de BE no revierte tal
efecto.

Otros factores que podrian estar modulando los cambios morfolégicos encontrados,
son los factores de crecimiento que durante el desarrollo, estos factores neurotréficos
participan en la sobrevivencia, localizacion y proyeccion de las neuronas pélvicas. En la etapa
adulta se asocian con procesos de plasticidad. El aparato urogenital sintetiza el factor de
crecimiento neuronal (NGF) y las neuronas noradrenérgicas de los ganglios pélvicos expresan
receptores para este factor, como p75 y trkA (Keast 2006). La sefializacion de factores
neurotroficos es relevante para la recuperacién de lesiones que afecten la inervacion simpatica
y parasimpatica. En esta Gltima el factor de crecimiento neuronal derivado de la glia (GDNF)
es critico para la supervivencia neuronal; las neuronas parasimpaticas expresan los receptores
para este ligando (GFRal y 2), por lo que las neuronas presentes en los ganglios paravaginales
también pudieran ser sensibles a los cambios en la sintesis de estos componentes.

La OVX promovié cambios notables en la estructura de la vagina pélvica. Nuestros
resultados sugieren que los estrogenos circulantes pueden ser de gran importancia en el

mantenimiento de la estructura de la pared vaginal y su inervacion.
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9. CONCLUSIONES
9.1 General
En conejas, OVX y OVX+BE la organizacion histolégica de la mucosa, musculatura (lisa y

estriada), colageno y la inervacion autonémica paravaginal de la vagina pélvica se modifica.

9.2 Particulares

e Elespesory laactividad secretora de la capa mucosa son dependientes de estradiol.

e En los grupos OVX y OVX+BE se observd una mezcla de las capas submucosa y
muscular (capa intermedia). En esta capa la proporcion de musculo liso y colageno fue

diferente.

e El espesor de la capa externa fue similar entre los grupos. La proporcion de musculo
estriado fue mayor en los grupos OVX y OVX+BE, estos cambios se relacionan con

un incremento en el diametro de las fibras.
e EIl area del soma de las neuronas de los ganglios autonémicos paravaginales es
dependiente de estrogenos. Estos cambios estructurales podrian estar relacionados con

cambios en la funcion de sus 6rganos blanco.

e La concentracion sérica de E2 fue similar entre los grupos C y OVX. Lo cual nos

sugiere un cambio local méas que sistémico.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados que se muestran en el presente trabajo aportan informacién relevante sobre el
efecto de los estrdgenos sobre la organizacion histoldgica de la mucosa, la musculatura (lisa y
externa), el colageno y los ganglios autondémicos paravaginales en la vagina pélvica. Al mismo
tiempo que esta informacion permite contestar algunas preguntas, también genera nuevas
dudas en el conocimiento de la biologia reproductiva. A continuacion se presentan algunas
propuestas de investigacion que sugiero a partir de este trabajo.

e Establecer un mecanismo por el cual la concentracion sérica de estradiol no cambia, en
donde podria estar involucrada la participacion de la enzima aromatasa.

e Describir otros procesos involucrados en los cambios observados en la inervacion
autonomica paravaginal, en donde podrian participar los factores de crecimiento
neuronal y derivado de la glia de los que existe poca informacion (NGF y GDNF)

e Evaluar la participacion de otras hormonas esteroides sobre la organizacion histologica
la mucosa, la musculatura (lisa y externa), el colageno y los ganglios autonémicos

paravaginales de la vagina pélvica.
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