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Resumen

En mamiferos, la vagina es controlada por las fibras nerviosas autonémicas y somaticas. Esta
inervacion coordina la fisiologia vaginal durante la respuesta sexual mediante los componentes
tisulares en el tracto urogenital. Tanto la inervacion como los componentes del tracto urogenital
son afectados por la gestacion, el parto y la multiparidad. En rata, la gestacion y el parto
promueven la disminucion de fasciculos nerviosos intramurales en la vagina y uretra,
respectivamente. Por otra parte, se han reportado modificaciones histoldgicas y funcionales en
la vagina, por efecto hormonal (ovariectomia) y mecanico (distension vaginal). En el modelo de
multiparidad en coneja, se ha descrito cambios en la morfologia de la pared vaginal y en los
ganglios paravaginales. Desafortunadamente, la complejidad que engloba la multiparidad
dificulta evidenciar el efecto de los cambios hormonales durante las gestaciones y el efecto de
la distensién vaginal debida al parto. Por lo que, el objetivo de este trabajo es analizar el efecto
del historial reproductivo de la coneja, desde el final de la gestacion y hasta el dia 20 posparto,
sobre la organizacion neural e histoldgica de la pared vaginal pélvica. Los resultados indican
que la gestacion y el parto no afectan el espesor de las capas de la pared vaginal, ni la proporcion
de musculo liso y estriado con respecto al colageno en la capa interna y externa de la pared
vaginal. Sin embargo, se observan modificaciones en la distribucién de la musculatura lisa y de
colageno. Por otra parte, la cuantificacion de estructuras de tipo neuronal, haces nerviosos y
ganglionares por campo, son similares en cada grupo con respecto al grupo virgen. La gestacion
y el parto disminuyen el area transversal de los ganglios paravaginales y el area del soma de las
neuronas, sin embargo, 20 dias después del parto se recupera ambos pardmetros. De manera
cualitativa se observa que la gestacion disminuye la inmunorreactividad de receptores de
estrogenos (a y B) y tirosina hidroxilasa en las neuronas de los ganglios paravaginales, este
efecto se restablece después del parto. Estos resultados sugieren la coordinacion neuro-
hormonal para controlar la fisiologia vaginal que antecede al parto. Ademas, las modificaciones
en la inervacién paravaginal en la regidon pélvica observadas en la gestaciéon y el parto se
restablecen en un periodo posparto tardio. Se sugiere que las modificaciones observadas en el

modelo de multiparidad se deben al nimero consecutivo de eventos reproductivos.



1. Introduccidn

1.1.Fisiologia vaginal
La vagina es un 6rgano tubular localizado en la cavidad pélvica y conecta a los 6rganos genitales

internos con los externos. Esta implicada durante la excrecion de fluidos vaginales, funciona
como receptaculo de espermatozoides durante la copula y como canal de expulsion del feto
durante el parto. En mujeres, la porcién distal (~9.2 mm) de la vagina es dos veces mas gruesa
que la porcion proximal (~4.5 mm). Asi mismo, el espesor de la capa mucosa (~3.6 mm) y
muscular (~5.6 mm) tiene un espesor dos veces mayor que en la region distal (Song y cols.
2009). En la pared anterior de esta Gltima region es donde se presenta un plexo nervioso
conspicuo (Figura 1). En la mujer, la fisiologia de la vagina es influenciada por varios factores,
incluyendo la edad, el estatus hormonal (ciclo reproductivo), cambios en el pH (semen,
infecciones, menstruacion) y el control neural. Este ultimo ejerce un efecto sobre la relajacion
de musculo liso vascular y vaginal, para producir un aumento en el flujo sanguineo y una
filtracion de fluidos hacia el lumen, respectivamente (Aughton y cols. 2008, ¢ y Levin 1978).
En este sentido, cualquier alteracion que ocurra en la inervacion del conducto vaginal podria

provocar trastornos reproductivos (Maggi y cols. 1988).




Figura 1. Inervacidn vaginal en mujeres. A) Lumen vaginal. Los cuadros muestran la localizacién de nervios. B)
Anadlisis de la densidad de haces nerviosos en la pared vaginal. Las zonas mas obscuras muestran mayor presencia
de nervios. A, pared anterior. L, pared lateral. P, pared posterior. O, orifico uretral (Song y cols. 2009).

1.2.La coneja como modelo de estudio, descripcion histologica y anatémica de la vagina

En la mayoria de las especies (por €j. hiena, gata, vaca, perra y coneja) un solo conducto
cumple con funciones de uretra y vagina. En la coneja, la vagina es un tejido tubular localizado
en el area pélvica, esta sostenido por musculos estriados de la regién 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. De acuerdo con su posicion en la cavidad pélvica, el tracto vaginal
se divide en tres segmentos denominados abdominal, pélvico y perineal (Martinez-Gomez y col.
1997). El segmento abdominal es la porcion cercana a la vejiga y al cérvix. El segmento pélvico
es la porcidn situada dentro de la cavidad pélvica, se encuentra rodeada por el plexo venoso y
en cuyo lumen desemboca la uretra. Este segmento también esta rodeado por las glandulas de
marcaje vestibulares. El segmento de la vagina que protruye caudalmente de la cavidad pélvica
se denomina vagina perineal. Esta Ultima division es anéloga a la de otros estudios que han
regionalizado al tracto vaginal de la coneja en tres porciones: anterior, medio y posterior (Ohy
cols. 2003Giraldi y cols. 2002, Al-Hijji y cols. 2000).

La organizacion histologica del conducto vaginal en la coneja consta de cuatro capas
distintas (Rodriguez-Antolin y cols. 2009, Alexander y cols. 2004). El epitelio escamoso
estratificado forma la capa superficial. A continuacién se encuentra la lamina propia, compuesta
de colageno y elastina, que contiene un rico aporte de canales vasculares y linfaticos (Figura 2).
La tercera es la capa muscular o capa interna, que contiene fibras de musculo liso orientadas en
direccion circular y longitudinal. La ultima capa, llamada capa externa, consiste de tejido
conectivo areolar y un gran plexo de vasos sanguineos (Oh y col. 2003, Rodriguez-Antolin y
cols. 2009, Xelhuantzi, en preparacion).



Figura 2. Pared vaginal de la coneja. A) Epitelio cilindrico en la capa mucosa. B) Paquetes de musculo liso en la
pared intermedia. C) Vasos sanguineos y fibras de misculo estriado en la capa externa. Barra 50 um (Xelhuantzi,
en preparacion).

1.3.Estructura y funcién de la inervacion vaginal

En los mamiferos, la vagina es controlada por las fibras nerviosas parasimpaticas,
simpaticas, y sensoriales. Las fibras sensoriales estan presentes en tejido conectivo y la dermis
(Ghatei y cols. 1985, Giraldi y cols. 2002). Mientras que las fibras autonémicas simpaticas y
parasimpaticas, inervan masculo liso de la pared vaginal y de los vasos sanguineos (Giraldi y
cols. 2002). Los ganglios simpéticos poseen gran variedad de receptores y neurotransmisores
especificos, como catecolaminas y 6xido nitrico. Estos Gltimos y otros neurotransmisores son
considerados como mediadores del eje neuroendocrino (Brann y cols. 1997). A través de la
inervacion de axones simpaticos, provenientes de la cadena ganglionar simpatica principal y de
los ganglios mesentéricos superior y suprarrenal (Keast 2006).

En la vagina de la coneja, como en la mayoria de las hembras de mamiferos incluyendo
la mujer, el plexo pélvico estd formado por diferentes ramificaciones derivadas de los ganglios
de las ultimas lumbares (Figura 3), sacras y a través del nervio hipogastrico (Langley y Anderson
1896, Giraldi y cols. 2002, Ting y cols. 2004). La inervacion autonémica vaginal se
complementa con la proveniente de ganglios autonémicos adosados a la pared vaginal como los
paracervicales (Houdeau y cols. 1995) y los paravaginales (Kanagasuntheram y Verzin 1964,
Owman y Sjoberg 1966, Houdeau y cols. 1995, Giraldi y cols. 2002, Castelan y cols. 2008).

Varios reportes sobre la inervacion pélvica en diferentes especies establecen que, ademas
de los neurotransmisores autonémicos clasicos, ACh y NA, existen otros neurotransmisores y
neuromoduladores (no-adrenérgicos, ni colinérgicos), liberandose en el tejido vaginal y

paravaginal. Entre éstos puede mencionarse el VIP (péptido intestinal vasoactivo), el NPY
9



(neuropépido Y), el NO (6xido nitrico) y la sustancia P, entre otros (Mitchell y Satauber 1990,
Al-Hijji y cols. 2000, Giraldi y cols. 2002; Jobling 2011).

En la vagina de la rata, el musculo liso esta ricamente embebido por axones simpaticos

noradrenérgicos (inmunorreactivos a TH), predominantemente derivados de los ganglios de las

ultimas lumbares, las sacras y del nervio hipogastrico (Giraldi y cols. 2002, Ting y cols. 2004).

Ademas, se ha descrito que los axones sensoriales que inervan a la vagina se originan a partir

de los ganglios de la raiz dorsal lumbar y del nervio hipogastrico. Evidenciado mediante el

péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP), el cual se ha reportado que inerva la

musculatura vaginal mediando la relajacion (Ziessen y col 2002).

vagina
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Figura 3. Esquema del plexo pélvico
en conejo, a) rama vesical, b) hebra
vesical, ¢) nervio pélvico, d) filamentos
del nervio pélvico. S, proveniente de la
raiz dorsal de las vértebras sacras, L,
proveniente de la raiz dorsal de las
vértebras  lumbares  (Langley vy
Anderson 1896).
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En la hembra del cobayo se ha descrito que el ganglio paracervical esta constituido de
diferentes grupos de estructuras ganglionares con diversos tamafios, los cuales se encuentran a
diferentes intervalos dentro del tejido paracervical y paravaginal alineados paralelamente desde
el utrero hasta la regidn superior de la vagina. Estos grupos de ganglios no estan dispuestos
simétricamente y varia la disposicién entre individuos (Mitchell y Satauber 1990). El estudio
histologico del ganglio paracervical en cobayo, muestra una delgada capsula de tejido conectivo
y en el parénguima se exhiben varios somas neuronales con un citoplasma basofilo, un nicleo
con cromatina laxa y presentan uno o dos nucléolos, estas observaciones son similares a las
reportadas en el ganglio celiaco en rata (Vallcaneras y cols. 2009), estas neuronas ademas

presentan inmunorreactividad a los receptores de androgenos en esta especie (Figura 4).

o7
y
>

Figura 4. Micrografia del ganglio celiaco en rata macho. A) Tincion de Hematoxilina-eosina. Barra=100 um. B)
Inmunihistoquimica contra anti-receptores de andrdgenos. Barra= 50 um (cabezas de flecha muestran soma
neuronal (Vallcaneras y cols. 2009).
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2. Antecedentes

2.1. Mantenimiento de la gestacion

En la mayoria de mamiferos el cuerpo IUteo en el ovario es la estructura que secreta la mayor
cantidad de progesterona durante el inicio de la gestacion promoviendo su establecimiento y
mantenimiento a través de la produccion proveniente de la placenta (Bowen-Shuuver y Gibori,
2003). La progesterona juega un rol esencial en el mantenimiento del embarazo al establecer la
quiescencia uterina. La membrana fetal tiene un importante rol en la iniciacién y mantenimiento
del parto al ser el sitio de mayor sintesis y metabolismo de las prostaglandinas (Myatt y Sun
2010). El incremento de la sintesis de prostaglandinas ocurre en el parto a término y pre-termino
(Myatt y Sun 2010). EI muasculo liso del Gtero mantiene bajos niveles de contractilidad
espontanea durante la gestacién, pero responde a estimulos que de manera coordinada favorecen
la salida del feto durante el parto. Otras proteinas como las sintetasas del 6xido nitrico (NOS)
inducibles deben disminuir su expresidn al contribuir a la relajacion del masculos liso, necesaria
durante la gestacion (Arthur y cols. 2008). Un incremento en los niveles de estradiol regulan
hacia abajo la expresion de las NOS en la vagina y Gtero durante el parto (Al-Hijji y cols. 2000).

Estudios en diferentes especies, incluyendo humanos, han mostrado que el embarazo
estd asociado a la pérdida progresiva de inervacion uterina simpatica a través de la degeneracion
de las terminales axonicas (Brauer, 2008). En la gestacion, disminuye el area de las fibras de
colageno y el fenotipo de las células de musculo es transformado de contractil a sintético. En el
periodo posparto tardio estas caracteristicas se observan similares a las observadas antes de la
gestacion (Daucher y cols. 2007). Ademas se ha reportado un incremento del area de la capa
submucosa vaginal de ratas gestantes a término con respecto de las gestantes en el periodo
temprano. Este cambio previo al parto, probablemente favorece la distension mecéanica (Liao y
Smith 2011). La capacidad de distension vaginal incrementa durante el embarazo (Alperin y
cols. 2010). Este hallazgo caracteriza una importante adaptacion maternal (Figura 5). La
capacidad de la vagina para distenderse con un incremento minimo de presion durante el
embarazo esta fuertemente vinculada a la reduccién de riesgo de dafio tanto a la madre como al

feto durante el parto. En eventos donde la maxima capacidad para distenderse es excedida como
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el caso de fetos de gran tamario, la vagina y los tejidos que la rodean se dafian y es posible que

no tengan una recuperacion efectiva (Alperin y cols. 2010).
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Figura 5. Distensién vaginal asociado a la experiencia reproductiva. A) Modelo de distension vaginal en rata. B)
Curva de volumen-presion intra-vaginal en ratas virgenes, gestantes a término y 4 semanas posparto (Alperin y
cols. 2010).

Estudios en la vagina de ratas gestantes, revelan diferencias considerables en la
composicion celular. Esto incluye, incremento del area superficial, reduccion de la densidad de
paquetes de colageno y cambio en el fenotipo de contréctil a sintético (Daucher y cols. 2007).
Estos hallazgos podrian estar relacionados con los niveles hormonales durante la gestacion. Por
un lado, la concentracion de andrdgenos en el suero incrementa considerablemente durante la
segunda mitad de la gestacion en rata, a partir de la sintesis de hormonas de la placenta y su
posterior vaciamiento al sistema circulatorio (Gibori y Sridaran 1981). Estudios realizados en
mujeres revelan que los niveles de estradiol y progesterona son significativamente mayores en
mujeres con embarazo a término, mientras que, la oxitocina se incrementa significativamente
en el parto a término (Yuan y cols. 2009).

Por otra parte, también se ha observado en ratas gestantes, el cuerpo lGteo expresa
constitutivamente 3B-hidroxiesteriode-dehidrogenasa que interviene en la sintesis de
progesterona, esta enzima es regulada por prolactina. Mientras que la 20a-hidroxiesteriode-
dehidrogenasa, la cual, cataboliza a la progesterona, es regulada hacia abajo durante la gestacion
por prolactina y lactdgenos placentarios. Antes del parto la concentracion de progesterona en

circulacién disminuye debido al incremento de la expresion de la enzima 20a-hidroxiesteriode-
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dehidrogenasa (Stocco y cols. 2007). En la rata, se sugiere que en el dia 21 de gestacién la
presencia de androstenediona en el ganglio que inerva al ovario, probablemente causa el
incremento de diferentes neurotransmisores activando la sintesis de enzimas que degradan la

progesterona (Vallcaneras y cols. 2009).

2.2. Impacto de la gestacion sobre la inervacion vaginal

La inervacion simpética modula el flujo sanguineo mediado por la vasoconstriccion
noradrenérgica. En roedores gestantes a término se ha caracterizado una reduccion de la
inervacion en la pared vaginal. En el cobayo, al final de la gestacion un decremento en el nimero
de neuronas que expresan VIP, TH y NPY en el ganglio paracervical; sin embargo no se
observan diferencias en la actividad de acetilcolinesterasa, ni en el tamafio neuronal entre
gestantes y no gestantes (Mitchell y Satauber 1990). La pérdida de axones autonémicos y
sensoriales probablemente contribuye a un mecanismo adaptativo asociado al parto. En ratas al
dia 21 de gestacion, presentan una reduccion de la densidad de fibras nerviosas alrededor del
40% comparada con ratas gestantes en la etapa temprana, evidenciado mediante
inmunorreactividad al PGP-9.5 (Figura 6). De manera similar se observd una reduccion de
fibras nerviosas marcadas con tirosina hidroxilasa (TH), transportador de acetilcolina vesicular
(VAChHT), péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP) y receptor de potencial
transitorio Vainilloide tipo 1 (TRPV1) en la pared vaginal de ratas gestantes a término (Figura
6). Estas observaciones reflejan la disminucién de la inervacion simpatica al finalizar la
gestacion podria afectar el impulso neuro-efector, promoviendo la pérdida del tono muscular y
de esta manera facilitar el paso del feto por el canal de parto (Liao y Smith 2011). Se especulo
que la disminucion de la intensidad de inmunorreaccion es modulada por las hormonas
gonadales (Mitchell y Stauber 1990). Ademas, la reduccion de la inervacion simpatica hacia el
final de la gestacion podria incrementar el flujo sanguineo protegiendo al tejido vaginal durante
los episodios de isquemia provocados por la compresion vascular asociada al parto. Se presume

gue es una respuesta adaptativa para facilitar el parto (Liao y Smith 2011).
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Figura 6. Analisis cuantitativo de la inervacion vaginal durante la gestacion en rata. a) Area de la muestra ocupada
por fibras inmunorreactivas expresadas en porcentaje. b) Valores normalizados por el area total ocupada.
(Liao y Smith 2011).

2.3.  Modulacion endocrina del tejido vaginal

La concentracion sérica de estradiol fluctda a lo largo de los ciclos reproductivos como
el ciclo estral y la gestacion en diversas especies de mamiferos. En la rata se ha reportado una
disminucion en la concentracion sérica de estradiol asociada con la experiencia reproductiva
(gestacidn, parto y lactancia), después de uno (Bridges y Byrnes 2006) o multiples partos (Matt
y cols. 1986). Se ha sugerido que la fluctuacién de hormonas, como los estrogenos u otras,
podria modular la organizacion histoldgica del conducto vaginal previo al evento del parto.

Los receptores de estrdgenos son abundantes en los tejidos del aparato urogenital inferior
(Hextall 2000), en la vagina, los estrégenos inducen proliferacién del epitelio vaginal y
remodelacion vascular a través de los subtipos o y B del receptor de estrogenos (Buchanan DL
y cols. 1998). Estos receptores actlan como factores de transcripcion activados por ligando o
como receptores de membrana acoplados a cascadas de sefializacion intracelular (Papka y Mowa
2003). Se ha descrito que la administracion de estradiol, asi como de progesterona modifica la
histologia vaginal en ratas ovariectomizadas (Pessina y cols. 2006). Ademas, se evidenciado la
participacion de la relaxina sobre el contenido de fibras de colageno y elastina en la vagina en
rata (Zhao y cols. 2000).

La masa de musculatura lisa en el miometrio uterino varia durante las diferentes fases
del ciclo estral en la rata. La administracion de estrogenos revierte los efectos de la

gonadectomia, al aumentar la masa de musculatura lisa en el Utero (Zoubina y cols. 2001). En
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contraste, la administracion de estrégenos no revelan cambios significativos en los estudios
morfométricos sobre la musculatura lisa de la pared vaginal de ratas, lo cual implica que otras
hormonas gonadales son responsables del tamarfio de este tejido (Ting Y y cols. 2004; Liao y
Smith 2011).

En mujeres se ha evidenciado que el estatus hormonal contribuye a la disfuncion
posmenopausica a través de la inervacion (Komisaruk y cols. 2011). EI marcador PGP-9.5 se
expresa constitutivamente en todos los tejidos neuronales, su densidad incrementa
significativamente en tejido vaginal de ratas ovariectomizadas comparadas con ratas en la fase
estro de su ciclo (Ting y cols. 2004). Se ha evidenciado que el estradiol es la hormona principal
que media el cambio en la inervacion vaginal. En ratas ovariectomizadas se observa un
incremento de la inervacion vaginal, la cual disminuye con la administracion de estrogenos a
niveles cuantitativamente idénticos a los observados durante la fase estro (Ting y cols. 2004).
En este Gltimo modelo, se ha evidenciado que el incremento de inervacion simpatica provoca la
contraccion de musculo liso, generando vasoconstriccion, incremento en el tomo vaginal,
disminucion del flujo sanguineo y lubricacién vaginal (Giraldi y cols. 2002). La disminucion de
estrdgenos en suero esta asociado con la reduccion de la actividad de las sintasas del oxido
nitrico en la vagina (Al-Hijji y cols. 2000). En este contexto se han observado diferencias
importantes en la neuroplasticidad uterina y vaginal, implicando que diferentes mecanismos

operan en estos dos tejidos (Ting y cols. 2004).

2.5.  El partoy modelos de distension vaginal

El mecanismo del comienzo del parto es una compleja interaccion de diferentes vias
hormonales, culminando con la actividad contractil uterina, mediada por la produccion de
prostraglandinas. Antes del nacimiento, la actividad uterina es asociada con los cambios en el
tejido conectivo, resultando en la maduracién y dilatacién cervical.

La denervacion del piso pélvico durante el segundo estado de labor es mayor que la
generada durante el embarazo en mujeres, ademas, puede variar la intensidad del dafio

dependiendo del tamafio del feto y la capacidad de distension vaginal (Jozwik y Jozwik 2001).
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En el modelo de simulacion de trauma de parto (dilatacién de globo intravaginal) seguido por
ovariectomia, se observa, atrofia en la capa mucosa, incremento del contenido de colageno y
disminucion de la capa muscular. A pesar de ello, no se observa diferencia entre el grupo
expuesto a la distension vaginal y el control en el indice de apoptosis (Resplande y cols. 2002).
La sensibilidad a la oxitocina aumenta al final del embarazo y durante el parto promoviendo
cambios biogquimicos y fisioldgicos que facilitan el parto (Arthur y cols. 2008). En estudios
realizados en rata muestran que la distension vaginal en la gestacion no regresa en el periodo
posparto tardio (Alperin y cols. 2010). Estos hallazgos sugieren que los cambios en el
comportamiento biomecanico de la vagina son consecuencia del embarazo y del parto
espontaneo (Alperin y cols. 2010). El parto esta fuertemente asociado con el desarrollo de
incontinencia urinaria debido al dafio generado en los tejidos del piso pélvico y estructuras
musculares que fisicamente soportan a la uretra y érganos responsables de la continencia, como
las fibras nerviosas. Un neonato de gran tamafio o una prolongada duracién del parto han sido
asociadas con el dafio en el piso pélvico y con el desarrollo de incontinencia urinaria (DeLancey
y cols. 2008)

Estudios muestran que la distension vaginal o el dafio del nervio pudendo por
compresion resultan en un decremento del punto de presion de goteo y disminuye el nimero de
fasciculos nerviosos (13%), lo que evidencia un proceso de degeneracion que contribuye a la
disfuncion de los 6rganos del piso pélvico (Damaser y cols. 2003). Otros estudios en modelos
similares de parto generan: dafio en el musculo estriado de la uretra, disminucion de las células
ganglionares en el plexo neural de la vagina y disminucion de la sintasa del oxido nitrico
neuronal en el musculo estriado de la uretra (Sievert y cols. 2001). EI decremento del flujo
sanguineo y el incremento de hipoxia tisular pueden significar que ocurre isquemia tisular
durante la distension vaginal significando un dafio en los 6rganos del piso pélvico (Damaser y
cols. 2005). Otro grupo de investigadores aseguran que el embarazo y la cesarea no inducen
alteraciones en el nimero de fibras. Por el contrario, el parto y el trauma vaginal disminuyen el
numero de fibras significativamente, ademas, se acentlan las alteraciones en el nimero de fibras
cuando la estimulacién de trauma vaginal precede al parto (Rocha y cols. 2007)

En lo que respecta al muasculo liso en la vejiga y uretra se sabe que tiene la capacidad de
regenerarse. Recientemente se han identificado otros quimioatrayentes, como el factor
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quimiotéctico de monocitos 3 (MCP-3) que funciona como molécula de sefializacién para la
migracion de células hematopoyéticas que promueve la reparacion del dafio. Estudios
histologicos seguidos de la distension vaginal muestran un incremento en la expresion de MCP-
3 en la uretra y vagina seguido de la distension vaginal, sugiriendo la iniciacion de un

mecanismo de dafo-regeneracion (Woo y cols. 2009).

2.6.  El modelo de multiparidad en la coneja

Condiciones fisiologicas como la copula (Barberini y cols. 1992) y la multiparidad (Xelhuantzi
y cols. en preparacion), entre otros, inducen una desorganizacion de la histologia vaginal. En
conejas multiparas se ha observado que en la pared uretral y vaginal existe una mezcla de la
submucosa y 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 cuatro capas clasicas
de un drgano tubular (mucosa, submucosa, muscular y externa). También presentan una
reduccion en las tres capas y en el espesor total de la pared uretral y vaginal antes y despueés de
la desembocadura de la uretra en el conducto vaginal (Xelhuantzi 2006). Ademas, se presenta
una disminucién en el area de la musculatura lisa a lo largo de los distintos segmentos vaginales,
una menor area de musculatura estriada en la vagina pélvica, asi como de colageno y elastina
en la vagina pélvica (Xelhuantzi y cols. en preparacién). También se ha evidenciado que la
multiparidad promueve un desarreglo en la morfologia de los ganglios paravaginales, en la
coneja. Tal desarreglo no modifica ni el &rea de los ganglios ni el de los haces nerviosos
analizados. En contraste el nimero de neuronas por campo es menor en la coneja multipara que
en la nulipara (Castelan y cols. prensa).

Ademas, en coneja multipara disminuye el porcentaje de musculatura lisa en la pared de
la uretra, pero incrementa el nimero de paquetes de éstos mismo. Estos cambios han sido
asociados a los diversos factores que se presentan, como: la gestacion, la distension vaginal
durante el parto y el nimero de partos (Sanchez-Vazquez C. 2011). Estos cambios podrian

asociarse a incremento de presion abdominal durante la gestacion, ademas, esto podria explicar
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parcialmente las diferencias conductuales respecto a la miccion en conejas multiparas vs conejas
virgenes (Quintanilla DL. 2005)

A pesar de las aportaciones que brinda el modelo de multiparidad, este disefio no permite
determinar las causas directas de los cambios estructurales de la uretra distal debidas a la

exposicion de la copula, gestacion, parto y lactancia (Sanchez-Vazquez C. 2011).
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3. Justificacion

La coneja es un modelo experimental Gtil para estudiar procesos reproductivos como la
gestacién y el parto. En este modelo, los niveles de las hormonas gonadales se mantienen
constantes hasta que se presentan eventos como la copula, gestacion y el parto, debido a que es
una especie ovuladora refleja. En varias especies de mamiferos se ha establecido que las
fluctuaciones de hormonas gonadales modulan la organizacion histolégica del conducto vaginal
y la inervacion paravaginal en el modelo de ovariectomia y restitucion hormonal. En conejas
multiparas, se ha observado modificaciones histoldgicas en la pared vaginal y en los ganglios
paravaginales. Sin embargo, en este Ultimo modelo es dificil determinar la contribucién de
factores hormonales y mecénicos durante la experiencia reproductiva sobre la organizacion
histologica de la pared vaginal y la inervacion paravaginal. Tales factores pueden ser
evidenciados al observar la organizacién histolégica antes del parto (debida a las fluctuaciones
hormonales), en el periodo posparto temprano (debido a la distension vaginal) y en un periodo

tardio en que probablemente ocurra una recuperacion.
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4. Hipdtesis

Durante el historial reproductivo de la coneja que incluye el final de la gestacion y hasta el dia
20 posparto, la organizacion neural e histologica de la pared vaginal pélvica se encuentra

modificada.
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5. Objetivos

5.1.  Objetivo general

Analizar el efecto del historial reproductivo de la coneja desde el final de la gestacion y hasta el

dia 20 posparto sobre la organizacién neural e histolégica de la pared vaginal pélvica.

5.2.  Objetivos particulares

En la vagina pélvica de conejas virgenes, gestantes a término y primiparas de 3 y 20 dias

posparto:

- Determinar el espesor de las capas de la pared vaginal.
- Cuantificar la proporcién de musculatura lisa.

- Cuantificar la proporcién de musculatura estriada.

- Cuantificar la proporcién de fibras de colageno.

- Analizar la morfometria y composicion de la inervacion paravaginal.
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6. Metodologia

6.1.  Animales
Se utilizaron conejas (Oryctolagus cuniculus) de la raza Chinchilla, de seis meses de edad y

mantenidas en condiciones estandar de bioterio con un ciclo de 16 h/8 h de luz y oscuridad,
respectivamente. Los animales fueron alojados en jaulas individuales de acero inoxidable de
50 x 60 x 40 cm, con alimento Purina y agua ad libitum y a una temperatura de 22 + 2 °C.
Las conejas se dividieron en los siguientes grupos (n = 6 por cada uno): 1) virgenes (V); II)
gestantes a término (G), 1) primiparas 3 dias posparto (P3) y IV) primiparas 20 dias posparto
(P20). El protocolo reproductivo de los grupos G, P3 y P20 comenz6 a los 6 meses de edad.
El dia de la primera cépula sera considerado el dia 1 de gestacion. La gestacion de la coneja
es de aproximadamente 31 dias. El grupo G fue sacrificado el dia 30 de gestacién. EI grupo
P3 fue sacrificado 3 dias después del parto P20 fue sacrificado 20 dias después del parto. El
uso y manejo de los animales de experimentacion se hizo bajo los lineamientos establecidos
por los protocolos de bioética del Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM) vy el

Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta (UATX).

6.2.  Diseccion
Las conejas fueron sacrificadas mediante una sobredosis de pentobarbital sédico (60 mg/ Kg

peso, ip.), y se les realizd una incision sobre la linea media, desde la cavidad abdominal hasta
la vagina perineal. De acuerdo con el protocolo descrito por Martinez-Gémez y cols. (1997),
los masculos abdominales y el tejido adiposo del area fueron extraidos. Después se
removieron los huesos isquion y pubis, asi como los musculos obturadores externos e
internos. Se ligaron venas y arterias que irrigan al plexo venoso para evitar hemorragias

severas y se extrajo el segmento pélvico de la vagina.

6.3.  Histologia
Después de la extraccion, la vagina pélvica fue fijada en solucion de Bouin-Duboscq (acido

Picrico 0.39%, formalina 26.66%, Ac. Acético 6.66%, etanol 80%), por 24 h, deshidratada
con etanol en concentraciones ascendentes (70, 80, 96 y 100%), aclarada en xileno, infiltrada
e incluida en paraplast X-tra (McCormick); para obtener cortes transversales de 7 um con un
microtomo (Leica, RM2135). Los cortes se recolectaron en portaobjetos formando series

paralelas. Estos fueron tefiidos con tricromica de Masson para determinar aspectos
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histomorfométricos (espesor) de la capa mucosa, intermedia y externa de la pared del

conducto vaginal.

En la capa intermedia se evalud el porcentaje de fibras de colageno y de paquetes de
musculatura lisa. En la externa se determind el porcentaje de musculatura estriada y de
colageno. En la capa externa se evalud el numero de fibras por campo y el diametro de las
fibras. En los ganglios paravaginales se evalu6 el nimero y area de los ganglios, nervios y
neuronas por campo. Se evidenci6 la identidad neuroquimica por medio de acetilcolina-
transferasa y tirosina hidroxilasa en los ganglios paravaginales que fueron identificados
previamente mediante B-tubulina 111 empleando la técnica de inmunohistoquimica descrita a
continuacion. Se evalud la presencia de receptores de estrogenos a y B en los ganglios

paravaginales mediante inmunohistoquimica.

6.4.  Inmunohistoquimica
En los ganglios paravaginales para determinar la naturaleza de las células ganglionares, se
uso6 un anticuerpo especifico para la enzima tirosina hidroxilasa (TH; enzima que participa
en la sintesis de adrenalina, marcador de neuronas simpaticas), y la enzima aceltilcolina
transferasa (ChAT; que participa en la sintesis de acetilcolina; marcador de neuronas
parasimpaticas). Y con el fin de reconocer la identidad neuronal de las células
inmunorreactivas anti-TH (abcam, monoclonal) y anti-ChAT se emple6 un anticuerpo anti-
B-tubulina 111, especifico de neuronas. En estos mismos ganglios para determinar la
sensibilidad a los estrogenos se usé un anticuerpo especifico para receptores de estrogenos
alfa (REa) y beta (RE). Despues de desparafinar y hacer la re-exposicion de los antigenos,
los cortes del conducto vaginal fueron incubados con una solucién de perdxido de hidrogeno
al 3% en PBS 0.1 M pH 7.4 durante 30 min. A continuacion, se incubaron con una solucién
5% de suero normal de cabra (NGS) para anti-Tuj, anti-TH, anti-REa y anti-REp. Para anti-
ChAT se incubaron con suero normal de burro (NDS) cada uno en 0.3% de triton x-100 en
PBS, durante 1 hora, para bloguear uniones inespecificas. Posteriormente, los cortes se
incubaron con el primer anticuerpo anti-B-tubulina 111 (TUJ, 1:500), neuronas; anti-tirosina
hidroxilasa (TH, 1:250), neuronas adrenérgicas; anti-colina acetiltransferasa (ChAT, 1:500);
neuronas colinérgicas, Receptores de estrogenos (REa y Rep, 1:150); cada uno diluido en

una solucion de 0.3% triton x-100 en PBS, durante una noche a 4°C para Tujl, THy ChAT,
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y 3 noches para REa y REB. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-
IgG biotinilado) diluido 0.3% triton x-100 en PBS, durante 2 h a temperatura ambiente.
Después, los cortes se lavaron con PBS y se incubaron con el Complejo avidina-biotina-HRP
(ABC), diluido 1:200 en PBS, durante 1 h. Finalmente, se realizd el revelado en una solucion
de DAB al 0.05% y H20: al 0.02% en PBS, hasta obtener el marcaje de las células. La
reaccion se detuvo haciendo varios lavados con PBS 0.1 M. Los cortes fueron deshidratados

en alcoholes de 70, 96 y 100%, cubiertos con medio de montaje y un cubreobjetos.

6.5.  Analisis histologico en la tincién tricromica de Masson
La determinacion de las caracteristicas estructurales de la pared vaginal y tejido paravaginal
se analizo en 20 cortes tefiidos con tricromica de Masson. Tomando como referencia a la
desembocadura de la uretra como punto de muestreo. Se cuantifico el espesor de cada capa
en la pared vaginal, la proporcion de musculatura lisa y estriada, la proporcién de colageno.
También, se analizd el tejido paravaginal, del nimero y area de estructuras de tipo
neuronales, ganglios y nervios por campo, en cada grupo. Ademas, se evalud el perimetro
del lumen vaginal siguiendo las anfractuosidades en cortes localizados justo antes de la
desembocadura de la uretra. Estos analisis se realizaron mediante microfotografias tomadas
con un microscopio de luz visible (nikon ECLIPSE E600) y con una camara digital

(OLYMPUS de 5.1 megapixeles) utilizando los programas ImageJ y AxioVision Rel 4.3.

6.6.  Cuantificacion la proporcion de musculatura lisa y musculatura estriada
Para la musculatura lisa y estriada se analizaron microfotografias tomadas con el objetivo

20X y 40X respectivamente en la pared lateral derecha de la vagina pélvica (Figura 7), 10
cortes antes de la desembocadura de la uretra y 10 cortes posteriores a ésta, con una distancia
aproximada entre ellos de 70 micrometros. En las microfotografias el diametro, nimero de

fibras de musculatura estriada,

6.7.  Cuantificar la proporcion de fibras de colageno
Se evalud la proporciéon de fibras de colageno en la capa interna y externa, tomando

como referencia las mismas regiones y aumentos que se emplearon para evaluar la

musculatura lisa y estriada respectivamente.
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6.8. Determinacion del espesor de las capas de la pared vaginal.

Para evaluar el espesor de las capas de la pared de la vagina se tomaron microfotografias con
el objetivo de 4X. Se muestred el lado derecho e izquierdo de la vagina, a la altura de la
desembocadura de la uretra, 10 cortes en direccion la region craneal y 10 cortes en direccion
caudal (Figura 7). Se grafico el espesor derecho e izquierdo en una sola barra para cada
condicion.

En el espesor de la capa mucosa se considero la capa epitelial desde la region apical
hasta la basal. La capa intermedia se consideré desde la lamina propia hasta el inicio del
plexo venoso. Para la medicion de la capa externa se considerd desde el plexo venoso hasta
la dltima fibra de la musculatura estriada circular que rodea a la vagina. Dentro de esta Gltima
capa se considerd evaluar por separado el plexo venoso y la capa de fibras de musculo
estriado. Para evaluar el espesor del plexo venoso se considero6 la zona donde se presentaran

abundantes vasos sanguineos y de gran calibre.

6.9. Determinacién de la morfologia y composicion de la los ganglios

paravaginales.

6.9.1. Parametros morfométricos
Para la evaluacion de estos parametros se eligieron 20 cortes de la vagina pélvica (10 cortes
antes de la desembocadura de la uretra y 10 cortes posteriores a ésta), con una separacion de
70 um entre los cortes, registrando s6lo el lado derecho del conducto vaginal.

Para evaluar el efecto de la condicion sobre el niUmero de neuronas, se cuantifico el
numero total de somas con nucleo en el area seleccionada previamente para la medicion de
los ganglios. Los datos presentados son la suma de neuronas, ganglios y nervios por campo
en cada individuo. Para el area de los ganglios y nervios, los resultados representar la

densidad de nervios y ganglios por campo.
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Figura 7. Regiones de muestreo en la vagina pélvica de la coneja. A) Vista lateral de la vagina pélvica, flecha
indica la regién de los ganglios paravaginales. B) Esquema de un corte transversal de la vagina pélvica antes
de la desembocadura de la uretra. C) Esquema de un corte transversal de la vagina pélvica después de la
desembocadura de la uretra. Los cuadros con relleno muestran la ubicacién de los ganglios paravaginales. Los

cuadros sin rellenos muestran la zona de muestreo para la evaluacion de la pared vaginal.

6.9.2. Comunicacion quimica
De manera cualitativa se estimd la intensidad del marcaje en los ganglios paravaginales, entre
los grupos experimentales para cada anticuerpo. Se emplearon cortes consecutivos para cada
anticuerpo, 10 cortes antes de la desembocadura de la uretra para cada individuo en las

diferentes condiciones.

6.10. Analisis estadistico
Los datos son expresados como la media + el error estandar. Para cada parametro, el analisis
estadistico se hizo mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una via con una p<0.05 y
una prueba post-hoc de Newman-Keuls con una n=6 para cada grupo. Para los pardmetros
cualitativos se evalud presencia o ausencia y se analiz6 mediante una chi-cuadrada p<0.05 y
con una n=6 para cada grupo. En todos los casos se usé el programa de analisis estadistico

Prism v4.0 para Windows (GraphPad).
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7. Resultados

7.1.  Pesode laconejay las crias
Antes de presentar los resultados correspondientes a los objetivos planteados, se muestra en
la siguiente tabla el peso de las crias nacidas y el peso de las conejas en el dia del sacrificio.
No se observan diferencias estadisticamente significativas en los pesos de conejas, ni entre

las crias de las diferentes condiciones experimentales.

Estado Peso de laconeja  Numero de Peso de las crias
reproductivo (Kg) crias (9)
\Y 4.07 £0.15 NA NA
G 3.94+£0.14 NA NA
P3 3.70 £0.13 71 55.04 +2.7
P20 3.84+£0.12 61 63.24 £ 1.5

Tabla 1. Peso de las conejas y crias: virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20
dias posparto (P20) Los datos representan la media + ee; NA=No Aplica, n=6. Analizados mediante ANOVA.

7.2.  Descripcion histologica de la pared de la vagina pélvica
Se evalud diferentes caracteristicas histologicas de la pared y ganglios paravaginales en la
region pélvica de la vagina. En el primer apartado se muestran los resultados obtenidos de la
caracterizacion morfométrica de musculo y colageno en las capas de la pared vaginal (interna
y externa), asi como de la capa mucosa en conejas gestantes y primiparas. En el segundo
apartado, se exponen los resultados obtenidos de la caracterizacion morfométrica de la
inervacion en el tejido paravaginal, asi como, la evaluacion de la sensibilidad estrogénica y
comunicacion quimica del tejido neuronal en las diferentes condiciones reproductivas.

Comenzaremos en el primer apartado con los resultados obtenidos del espesor de las
diferentes capas de la pared vaginal, el tipo de epitelio en la capa mucosa, el contenido de
musculo y de colageno, asi como, la descripcién de la distribucién y caracteristicas
morfoldgicas de musculo, colageno y vasos sanguineos en las capas intermedia y externa de

la pared vaginal.
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Se analizé la pared de la vagina en la region pélvica y se realizaron diversas
observaciones a lo largo del conducto. En los cortes fue posible apreciar diferencias en la
superficie del lumen vaginal y uretral (Figura 8). Las observaciones de la capa epitelial
muestran mdaltiples anfractuosidades en conejas primiparas, sin embargo, en conejas

gestantes el tamafio de la uretra parece tener un lumen mayor que el de la vagina.

Figura 8. Pared lateral de la vagina pélvica en conejas: virgen (A), gestante (B), primipara 3 dias posparto (C)

y primipara 20 dias posparto (D), tefiidas con Tricromica de Masson, barra 200 um.

La cuantificacion del perimetro de lumen uretral no mostro diferencias
estadisticamente significativas (ver anexo 1). La relacion de lumen uretral respecto del lumen
vaginal evidencio que en conejas virgenes la relacion es cercana a 1 (Grafica 1). Mientras
que en conejas gestantes la relacion incrementd (1.3), pero 3 dias posparto se invierte la
relacién al aumentar el tamafio del lumen vaginal (0.8), 20 dias posparto la relacién tiene un

comportamiento similar al de conejas virgenes (1).
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Grafica 1. Relacion del lumen uretra-vagina en la region pélvica de conejas: virgen (V), gestante (G), primipara

3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee, *P=0.033 con
respecto del grupo V.

El analisis del perimetro del lumen vaginal a la altura de la desembocadura de la uretra
muestra que las conejas primiparas tienen una superficie epitelial mayor que las conejas
gestantes y virgenes (Grafica 2). En conejas primiparas, 20 dias posparto, el perimetro del

lumen vaginal tiende a disminuir y se acerca a los valores obtenidos en conejas virgenes y
gestantes.
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Grafica 2. Perimetro del lumen vaginal en la region pélvica de conejas: virgen (V), gestante (G), primipara 3

dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee, *P=0.033, con
respecto del grupo V.
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7.3. Espesor de la capa mucosa en la pared vaginal
En el grupo virgen se contabilizé un espesor de 45.01+£3.5 um, durante la gestacion se midio
un espesor de 36.25+2.2 um, mientras que en el grupo 3 dias posparto fue de 44.41+4.8 um
y 20 dias posparto se registro de 47.64+3.5 um. Los resultados de la cuantificacion del
espesor de la capa mucosa no muestran diferencia estadisticamente significativa comparada

con el grupo virgen (Grafica 3).
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Gréfica 3. Espesor de la mucosa de la vagina pélvica en conejas: virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias
posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee, P=0.1778, con respecto

del grupo V.
En la evaluacion histoldgica, el grupo virgen mostré epitelio cubico estratificado y

cilindrico, este ultimo se observé preferentemente antes de la desembocadura de la uretra, en
las paredes laterales de la vagina (Tabla 2). En la gestacion a término y el periodo posparto
temprano (3 dias) sélo se observa cubico estratificado en toda la region pélvica (antes y
después de la desembocadura). En el grupo evaluado 20 dias después del parto, se observa
epitelio cilindrico antes de la desembocadura de la uretra, pero en menor proporcion que el

observado en el grupo virgen (Figura 9).

Tipo de epitelio en la capa mucosa

Tipo de epitelio \Y G P3 P20
a) Cilindrico 3/6 (50%) 0/6 (0%)*** 1/6 (16.66%)***  1/6 (16.66%)***
b) Cdabico 3/6 (50%) 6/6 (100%) 5/6 (83.33%) 5/6 (83.33%)

Tabla 2. Virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos

representan la frecuencia observada, Analizado mediante Chi-cuadrada, ***P=0.0001, n=6.

31



Figura 9. Capa mucosa en la vagina pélvica en conejas: virgen (A), gestante (B), primipara 3 dias posparto (C)

y primipara 20 dias posparto (D), tefiidas con Tricromica de Masson. Barra 50 pm.

7.4.  Evaluacion de la capa interna en la pared vaginal

7.4.1. Espesor de la capa intermedia de la pared vaginal

El espesor de la capa intermedia se considerd desde la capa submucosa (inmediatamente
después de la zona basal del epitelial) y hasta antes de la zona de plexo venoso, este Gltimo
compuesto por vasos de mayor calibre en el corte transversal de la vagina. Para el grupo
virgen se midid un espesor de 574.6+55.5 um, en el grupo gestante se registré un espesor de
596.9+54.6 um, en el grupo 3 dias posparto fue de 627.8+42.7 um y para el grupo evaluado
20 dias posparto se encontr6 de 692.5+56.5 um (Gréafica 4). Los resultados no muestran
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos gestante y posparto comparados
con el grupo virgen, analizados mediante ANOVA, P=0.4354.
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Grafica 4. Espesor de la capa muscular interna de la vagina pélvica en conejas: virgen (V), gestante (G),
primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee;

P=0.4354, con respecto del grupo V.

7.4.2. Proporcion de musculo liso y colédgeno en la capa intermedia
La evaluacién de la proporcion de musculo liso en la capa intermedia de la pared vaginal,
muestra en el grupo virgen un porcentaje de area de musculo liso de 11.35+1.2% por campo
(Grafica 5). Hacia el final de la gestacion fue de 10.35+1.3% por campo, durante el periodo
posparto temprano (3 dias posparto) se observo un porcentaje de 12.80+1.9% por campo,

mientras que en el periodo tardio (20 dias posparto) se registré 11.26x1.0% por campo.
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Gréfica 5. Proporcion de musculatura lisa en la capa muscular interna de la vagina pélvica en conejas: virgen
(V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la

media + ee, P= 0.6836, con respecto del grupo V.

Los resultados de la musculatura lisa no muestran diferencia estadisticamente

significativa entre los grupo gestante y primiparas con respecto del grupo virgen, analizados
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mediante ANOVA, P= 0.6836. La evaluacion del porcentaje de colageno por campo en la
capa muscular interna evidencia en el grupo virgen un porcentaje de 15.85+2.1 por campo,
mientras que en la gestacion a término se muestra un 15.37£2.1% por campo. En el periodo
temprano se muestra un 14.51+2.0% por campo, y 20 dias posparto se encontrd un
11.17+1.6% por campo (Grafica 6). El andlisis de los resultados no muestra diferencia

estadisticamente significativa con respecto del grupo virgen, P=0.9276.
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Grafica 6. Proporcion de colageno en la capa muscular interna de la vagina pélvica en conejas: virgen (V),
gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media

* ee, P=0.9276, con respecto del grupo V.

7.4.3. Caracteristicas histoldgicas de la musculatura lisa y colageno en la

capa intermedia

En la capa interna de la pared de la vagina, el grupo virgen muestra una distribucién
homogénea de musculatura lisa, colageno y vasos sanguineos (Figura 8). En este mismo
grupo, se observa que las fibras de muasculo liso corren transversalmente. De manera
cualitativa, en el grupo gestante se encontraron fasciculos de muasculo liso de menor tamafio
respecto al grupo virgen. Esta caracteristica se mantiene hasta 20 dias después del parto
(Tabla3). La frecuencia de paquetes de musculatura lisa de tamafio mediano y grande
disminuye durante la gestacion, inmediatamente después del parto y hasta los 20 dias

posparto.
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Tamafio de los paquetes de muasculo liso en la capa intermedia

Tamanfo \% G P3 P20
a) Pequefio 1/6 (16%) 4/6 (66%)** 2/6 (33%)** 3/6 (50%)**
b) Mediano 6/6 (100%) 6/6 (100%)** 4/6 (66%)** 3/6 (50%)**
c) Grande 6/6 (100%) 3/6 (50%)* 4/4 (66%)* 4/6 (66%)*

Tabla 3. Virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos

representan la frecuencia observada, Analizado mediante Chi-cuadrada, **P=0.001, * P=0.01.

En el grupo gestante s6lo algunos de los individuos presentaron alteraciones
histologicas en las fibras de colageno, éstas Gltimas se observaron con una estructura difusa
(50%) o compactada (33%) solo en zonas cercanas a los paquetes de musculatura lisa (Tabla
4). Esta evaluacion muestra diferencia estadisticamente significativa entre las conejas

gestantes a término y primiparas con respecto del grupo virgen en el colageno compacto.

Caracteristicas morfologicas de la estructura de colageno en la capa intermedia

Tipo de colageno \ G P3 P20
d) Difuso 2/6 (33%) 3/6 (50%) 2/6 (33%) 2/6 (33%)
e) Compacto 0/6 (0%) 2/6 (33%)* 2/6 (33%)* 1/6 (16%)

Tabla 4. Virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos

representan la frecuencia observada, Analizado mediante Chi-cuadrada, *P=0.01, n=6.

Cualitativamente, se observa al final de la gestacién una mayor presencia de vasos de
pequerio calibre con respecto del grupo virgen. Después del parto (3 dias) se evidencia con
mayor frecuencia vasos de mediano y gran calibre con respecto al grupo virgen. Las
observaciones de la vascularizacion en esta capa, 20 dias después del parto revelan resultados

similares a los observados en las conejas virgenes (Tabla 5).
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Tamanfo de los vasos sanguineos en la capa intermedia

Tamaiio \% G P3 P20
a) Pequefio 3/6 (50%) 5/6 (83%)** 1/6 (16%)** 3/6 (50%)
b) Mediano 3/6 (50%) 1/6 (16%)** 5/6 (83%)** 3/6 (50%)
c) Grande 3/6 (50%) 416 (66%) 414 (66%) 4/6 (66%)

Tabla 5. Virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos
representan la frecuencia observada, Analizado mediante Chi-cuadrada, **P=0.001, n=6.

La evaluacion de la distribucion de los componentes histologicos de la capa
intermedia, muestra que al final de la gestacién y en el periodo posparto temprano,
alteraciones en el tamafio de los paquetes de musculo liso (Figura 10), coldgeno compactado
en algunas zonas y mayor frecuencia de vasos de pequefio calibre con respecto a las
observaciones realizadas en conejas virgenes. En un periodo posparto tardio (20 dias después
del parto), se observan caracteristicas histologicas similares a las observadas en conejas

virgenes.

Figura 10. Capa muscular interna (musculo liso) en la vagina pélvica en conejas: virgen (A), gestante (B),
primipara 3 dias posparto (C) y primipara 20 dias posparto (D), tefiidas con Tricromica de Masson. Barra 100

pm.
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7.5. Evaluacion de la capa externa en la pared vaginal

7.5.1 Espesor de la capa externa de la pared vaginal

Se evaluo el espesor de la capa externa de la pared vagina, en conejas virgenes se observé un
espesor de 1862+88.5 um (Gréfica 7), en el grupo gestante a término se encontr6 un espesor
de 1849+134.8 um, en el periodo posparto temprano (3 dias posparto) un espesor de
1883+117.4 um, en el periodo tardio (20 dias posparto) un espesor de 1947+101.9 um. El
andlisis de los resultados no muestra diferencia estadisticamente significativa con respecto
del grupo virgen, analizados mediante ANOVA, P=0.9321.
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Grafica 7. Espesor de la capa muscular externa de la vagina pélvica en conejas: virgen (V), gestante (G),

primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee, P=
0.9321.

La capa externa de la pared de la vagina, esta formada por un plexo sanguineo
abundante y fibras de masculo estriado (Gnicamente en la regidn pélvica de la vagina), éstas
corren de manera circular rodeando la vagina y uretra (Figura 8). El espesor de ambos
componentes estructurales se evalué de manera independiente.

Los datos obtenidos del espesor de la capa de musculo estriado (Gréafica 8) en el grupo
virgen muestra en espesor de 268.9+20.2 um, durante la gestacién a término el espesor es de
246.3+42.5 um, 3 dias después del parto es de 220.8+26.9 um, y 20 dias posparto es de
230.1+28.4 um. Estos resultados no muestran diferencia estadisticamente significativa con

respecto del grupo virgen, los datos se analizaron mediante ANOVA, P=0.7032.
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Grafica 8. Espesor del musculo estriado en la capa muscular externa de la vagina pélvica en conejas: virgen

(V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la
media * ee, P=0.7032.

En lo que respecta para el plexo venoso de la capa externa (Grafica 9), se observé un
espesor de 1565+84.7 um en conejas virgenes, en conejas gestantes a término un espesor de
1580+133.9 pm, mientras que en el periodo posparto se observo de 1685+114.0 um y
1735+108.7 um a los 3 y 20 dias posparto, respectivamente. El andlisis de los datos refleja
que no existe diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales con

respecto del grupo virgen, evaluados mediante una prueba de ANOVA P=0.6582.
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Grafica 9. Espesor del plexo sanguineo en la capa muscular externa de la vagina pélvica en conejas: virgen

(V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la
media * ee, P=0.6582.

7.5.2 Proporcién de musculo estriado y colageno en la capa externa
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Se evalud la proporcion de area ocupada por la musculatura estriada y colageno por campo
en la capa externa. Los datos muestran que en conejas virgenes hay un 33.33+2.4% por
campo, en gestantes es de 34.20+4.7%, despues del parto se observa un porcentaje de
31.33+£3.6 y de 31.43+4.5 durante el dia 3 y 20 posparto, respectivamente (Grafica 10). Los
resultados no muestran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con

respecto al grupo virgen, analizados mediante una ANOVA, P=0.9405.

501

% de musculo estriado

\Y, G P3

Gréfica 10. Proporcién de musculatura estriada en la capa externa de la vagina pélvica en conejas: virgen (V),
gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media
+ ee, P=0.9954.

En lo que respecta a la proporcidn de colageno entre las fibras de musculatura estriada
circular localizada en la capa externa de la pared vaginal (Gréfica 11), se observé que en
conejas virgenes es de 15.83+3.5% por campo, durante la gestacion a término es de
14.24+2.0% por campo, en el periodo posparto es de 14.64+1.9% y 16.78+1.3%, en el dia 3
y 20 después del parto, respectivamente. Los datos fueron analizados mediante ANOVA, no
se observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales con

respecto del grupo virgen, P=0.8610.
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Gréfica 11. Proporcion de colageno en la capa externa de la vagina pélvica en conejas: virgen (V), gestante
(G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee,
P=0.8610.

7.5.3. Caracteristicas histoldgicas de la capa de musculatura estriada en la
capa externa
Se evaluo el diametro de las fibras que componen la musculatura estriada de la capa externa
en cortes transversales (Grafica 12). Se observd que las conejas virgenes presentan fibras de
mausculo estriado con un diametro de 9.62+0.7 um, durante la gestacidn a término se observan
con un diametro de 9.11+0.8 um, mientras que en el periodo posparto se tienen un diametro
de 7.88 £0.5 um y 8.18+0.4 um en el dia 3 y 20 dias posparto, respectivamente. Los datos se
analizaron mediante ANOVA, no muestran diferencias estadisticamente significativas con
respecto del grupo virgen, P=0.2203.
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Grafica 12. Didmetro de las fibras de muasculo estriado en la capa muscular externa de la vagina pélvica en
conejas: virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos
representan la media + ee, ANOVA, P=0.2203, n=6.
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Ademaés del diametro de las fibras, se analiz6 el nimero de fibras de musculo estriado
por campo. Los resultados demuestran que las conejas de grupo virgen tienen en promedio
16.74+1.5 fibras por campo, las conejas gestantes a término presentan un 16.88+0.7, despuées
del parto presentan 17.33+0.9 y 15.73+1.2 fibras por campo a los 3 y 20 dias posparto,
respectivamente (Grafica 13). Los datos fueron analizados mediante una ANOVA, no hay
diferencia estadisticamente significativa entre las condiciones experimentales y el grupo
virgen, P=0.7921.
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Grafica 13. Ndmero de fibras de masculo estriado en la capa muscular externa de la vagina pélvica en conejas:
virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos

representan la media + ee, P=0.7921.

A continuacion se observa una imagen representativa del musculo estriado en la capa externa
de la pared vaginal en conejas virgenes de 7 meses de edad, durante la gestacion a término,
y en el periodo posparto (3 y 20 dias posparto). Se puede observar fibras de musculatura
estriada en color rojo, rodeados por fibras el colageno en color azul y en las regiones laterales

vasos sanguineos (Figura 11).
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Figura 11. Capa muscular externa (musculo estriado) en la vagina pélvica en conejas: virgen (A), gestante (B),
primipara 3 dias posparto (C) y primipara 20 dias posparto (D), tefiidas con Tricromica de Masson, barra 50
pm.

Se evalué si las fibras de musculo estriado que corren de manera circular alrededor
de la vagina y uretra son cortas o largas. En conejas virgenes se observa que existe la misma
proporcion de fibras cortas y largas, mientras que en las conejas gestantes a término presentan
mayor proporcion de fibras largas (66%) que cortas (33%), en tanto que, conejas en el periodo
posparto temprano Yy tardio, presentan mayor proporcion de fibras cortas (66%) que largas
(33%). Estos resultados son estadisticamente significativos, se analizaron mediante una Chi-
cuadrada, P=0.0395 (tabla 6).

Longitud de las fibras de muasculo estriado

Longitud v G P3 P20
a) Cortas 3/6 (50%) 416 (66%) 2/6 (33%)* 2/6 (33%)*
b) Largas 3/6 (50%) 2/6 (33%) 416 (66%) 416 (66%)

Tabla 6. Virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos

representan la frecuencia observada, Analizado mediante, *P=0.039 con respecto al grupo V.
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7.6 Descripcion histologica de los ganglios paravaginales en region pélvica de la
coneja
En la pared de la vagina pélvica (dorso-lateral) se encuentran adosados varios ganglios y
nervios. Para su andlisis histoldgico se evalu6 el éarea total y numero de las estructuras
observadas por campo, asi como, el nimero y &rea de neuronas contenidas en dichos ganglios
por campo. Ademas, se evalud la expresion de neurotransmisores en las neuronas mediante
ChAT y TH. Asi como, la sensibilidad estrogénica a traves de los receptores de estrogenos
(o y B). A continuacion se presentan los resultados de la evaluacion histologica y

posteriormente la expresion de neurotransmisores Yy la sensibilidad estrogénica.

—

AR5

Figura 12. Ganglio paravaginal en la coneja del grupo virgen (A), gestante (B), primipara 3 dias posparto (C)

y primipara 20 dias posparto (D). Barra 200 um.

7.6.1 Area ganglionar
Al analizar los campos donde se apreciaban mayor numero de ganglios, se observé una
disminucion en el area total ganglionar por campo durante la gestacion a término y en el
periodo posparto temprano con respecto del grupo virgen (Figura 12). Sin embargo, 20 dias
posparto este efecto se restablece y se observa un area ganglionar por campo similar a la
observada en conejas virgenes. Se cuantifico el area ganglionar total por campo, en conejas

virgenes se observo que es de 85948+14604 um?, mientras que en conejas gestantes a término
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y primiparas 3 dias posparto se observa un area de 45102+7450 um? y 48811+9686 pm?,
respectivamente. Lo que representa una disminucion de 47.52%, para el grupo gestante a
término, estadisticamente significativo con respecto al grupo virgen (Gréfica 14). Mientras
que para el grupo 3 dias posparto representa una disminucién de 43.2% con respecto al grupo
virgen, La disminucion en el area total ganglionar se restablecié 20 dias posparto, mostrando
un area de 7895048244 um?/campo.

GANGLIOS PARAVAGINALES
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Gréfica 14. Area ganglionar total por campo en la vagina pélvica en conejas: virgen (V), gestante (G), primipara
3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee, *P=0.0187 con
respecto del grupo V.

Se registro el area total de los fasciculos nerviosos por campo, en conejas virgenes se
obtuvo un area de 35749+5045 um?, durante la gestacion a término se contabiliz6 un area de
3870649113 um?, en el periodo posparto se registré un area de 30907+5181 um? y
40242+5019 pm?en el dia 3 y 20 dias después del parto (Grafica 15). Los datos obtenidos
del area de fasciculos nerviosos por campo entre los grupos experimentales no muestran
diferencias estadisticamente significativa con respecto del grupo virgen, mediante una prueba
de ANOVA, P=0.74.
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Gréfica 15. Area de fasciculos nerviosos paravaginales totales por campo en conejas: virgen (V), gestante (G),
primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee, P=0.74.

Ademas de la evaluacion del area total de fasciculos nerviosos por campo, se
cuantifico el numero de estas estructuras por campo. En conejas virgenes se evalué un
10.73+0.9 fasciculos por campo, durante la gestacién a término se encontrd 11.43+1.9, en el
periodo posparto se cuantifico 10.87+0.9 y 12.03+1.3 en los dias 3 y 20 después del parto
(Grafica 16). El analisis estadistico reveld6 que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales con respecto al grupo virgen, mediante una
prueba de ANOVA P=0.8965.

S 15n

E

@©

(&)

@ —
? 104

3]

>

(O]

c

0 5+

o

=]

(&)

2

L(E (L ——

v G P3

Gréfica 16. Namero de fasciculos nerviosos paravaginales en conejas: virgen (V), gestante (G), primipara 3
dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee, P=0.8965.

7.6.2 Descripcidn histolégica de las neuronas en los ganglios paravaginales
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Por medio de la tincion Tricromica de Masson es posible observar el soma de las neuronas
de color rosa, el ntcleo traslucido y el nucléolo de color purpura (Figura 13). La evaluacion
morfoldgica de las neuronas contenidas en los ganglios paravaginales mostro un citoplasma
basofilo (cuerpos de Nissl) y en algunas neuronas se puede apreciar un ndcleo con cromatina

laxa y conteniendo uno o dos nucléolos centrales.

Figura 13. Ganglio paravaginal en vagina pélvica en la coneja del grupo virgen (V), gestante (G), primipara 3

dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Barra 50 pm.

Se evaluo el area del soma de todas las neuronas, en las cuales se distinguiera el
nucleo. El area del soma en conejas virgenes es de 567.7+49.7 um?, mientras que en conejas
gestantes a término, disminuyo a 408.2+16.7 um?. Lo que significa un decremento en el area
neuronal de 28% con respecto de conejas virgenes, estadisticamente significativo (Gréafica
17). Durante el periodo posparto, 3 dias después del parto se registrd un area de 448.3+33.3
um?, representando una disminucion de 21%, con respecto del grupo virgen, estadisticamente

significativo. Finalmente, en conejas evaluadas 20 dias después del parto, se encontrd que el
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soma de las neuronas tiene un area de 503.2+9.7 um?, sin diferencia estadisticamente
significativa con respecto del grupo virgen. Los datos fueron analizados mediante una prueba
de ANOVA, P=0.0108/F=4.847 y una prueba post hoc, Neuman-Keuls.
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Gréfica 17. Area del soma de las neuronas de los ganglios paravaginales de conejas: virgen (V), gestante (G),
primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + eg,
**P=(,0032 con respecto del grupo virgen, (F=4.847).

Ademas del area se cuantificé el niUmero de neuronas contenidas en los ganglios por
campo. Se observd que las conejas virgenes presentan 12.94+1.6 neuronas/campo, durante
la gestacion a término se encontraron 10.58+1.4 neuronas/campo. En el periodo posparto se
registraron 9.442+1.4 y 10.73+1.1 neuronas/campo, durante el dia 3 y 20 después del parto,
respectivamente. Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA, P=0.3690, la cual
mostré que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales

respecto del grupo virgen (Grafica 18).
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Gréfica 18. Numero de neuronas totales en los ganglios de conejas: virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias

posparto (P3) y primipara 20 dias posparto (P20). Los datos representan la media + ee, P=0.3690.

7.7. Neuroguimica ganglionar

7.7.1. f-tubulina 111
La identificacion de la inervacion en el tejido vaginal y paravaginal se realizé mediante la
inmunorreactividad positiva para anti- B-tubulina Il (Figura 14). Con este marcaje se
identificd somas, y sus prolongaciones dendriticas, asi como, fasciculos nerviosos en el tejido
paravaginal. Cualitativamente, se observé con mayor frecuencia contactos entre las dendritas
y somas en conejas del grupo gestante con respecto al resto de los grupos. En la pared vaginal
también fue posible apreciar algunas prolongaciones dendriticas entre los paquetes de

musculatura lisa y estriada.

7.7.2. Acetilcolinatransferasa
Se evaluo al neurotransmisor acetilcolina mediante la técnica de inmunohistoguimica contra
acetilcolinatranferasa (ChAT; Figura 14). Se identific6 inmunorreactividad en los somas de
las neuronas contenidas en estos ganglios paravaginales, en todos los grupos (Figura 6).
Cualitativamente, se observd una menor inmunorreactividad anti-ChAT en los ganglios de
conejas gestantes a término con respecto del nimero de células observadas en el grupo

virgen.
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7.7.3. Tirosina hidroxilasa
En la evaluacion de tirosina hidroxilasa (TH) en los ganglios paravaginales mostré pocas
neuronas y nervios inmunorreactivos (Figura 14). En conejas virgenes se observd alrededor
de una o dos neuronas por corte. Mientras que en conejas gestantes se observo una evidente
disminucion de neuronas inmunorreactivas, solo se observaron en dos individuos de las 6
conejas que componen a este grupo. Este efecto parece recuperarse en el periodo posparto,

encontrandose inmunorreactividad a TH, similar a lo observado en el grupo virgen.

Figura 14. Inmunohistoquimica contra B-tubulina 11 (TUJ), acetilcolinatransferasa (ChAT) y tirosina
hidroxilasa (TH); ademés, el mismo ganglio mediante la tincion de Tricrdmica de Masson (TM) en el ganglio
paravaginal en la coneja del grupo virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara 20 dias

posparto (P20). Barra 50 pum.

7.8.  Receptor de estrogenos ay
La expresion de los subtipos oy B del receptor de estrégenos fue evaluada en los ganglios

paravaginales (Figura 15). Se observd inmunorreactividad en los somas y nucleos



neuronales, asi como en la pared de los vasos sanguineos y fibroblastos. En los ganglios
paravaginales de conejas virgenes, las neuronas muestran un mayor marcaje inmunorreactivo
del RE a en el soma que del receptor beta. Sin embargo, el marcaje inmunorreativo del RE
beta se encuentra mayoritariamente en los nucleos de las neuronas. Con respecto al RE a, se
observa una menor inmunorreactividad en el grupo gestante a término con respecto del grupo
virgen. En el periodo posparto este efecto es restablecid, mostrando una inmunorreactividad
similar a la del grupo virgen. En el caso del RE beta se observa menor inmunorreactividad
en el grupo gestante a término. Este efecto se mantiene durante la el periodo posparto
temprano (3 dias posparto) con respecto del grupo virgen. Sin embargo, se restablece la

inmunorreactividad en el 20 posparto, similar al observado en el grupo virgen.

Figura 15. Inmunohistoquimica contra B-tubulina 111 (TUJ), Receptor de estrogenos alfa (RE a) y Receptor de
estrogenos beta (RE PB); ademas, el mismo ganglio mediante la tincion de Tricrémica de Masson (TM) en el
ganglio paravaginal en la coneja del grupo virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y primipara
20 dias posparto (P20). Barra, 50 um.



8. Discusioén

8.1.  Caracteristicas histologicas de la pared vaginal en la region pélvica
En varias especies de mamiferos se ha descrito que la vagina, por su histologia, est&
compuesta por cuatro capas: epitelial, submucosa, muscular (musculo liso) y adventicia
(Alexander y cols. 2004; Daucher y cols. 2007; Rodriguez-Antolin y cols. 2009). En conejas
multiparas s6lo se reconocen tres de estas capas: epitelial, muscular (musculo liso) y
adventicia (Xelhuantzi, 2006). Puesto que, se entremezclan los componentes de la capa
submucosa y la capa muscular (intermedia). De forma similar se observa en conejas jovenes
ovariectomizadas, por lo que se han descrito las caracteristicas histoldgicas de la pared
vaginal englobadas en las capas: mucosa, intermedia (musculo liso) y externa (Ramirez-
Corona, 2012). Estos resultados sugieren que ademas de los efectos observados sobre la
histologia vaginal debida a la experiencia reproductiva (multiparidad), también existen otros
cambios debidos a los niveles hormonales (ovariectomia). En la region pélvica del conducto
vaginal de las conejas gestantes y primiparas 3 dias posparto no se logra diferenciar la capa
submucosa de la capa muscular como en la coneja virgen. Este resultado es similar a lo
observado en conejas multiparas y ovariectomizadas, por lo que sélo se evalud el espesor de
las capas mucosa, interna y externa en todos los grupos. Lo cual sugiere que estos cambios
histologicos deben estar asociados a la funcion que desempefia cada uno de estos
componentes en cada capa. En conejas primiparas evaluadas 20 dias posparto, se observan
caracteristicas histolégicas semejantes a las observadas en conejas virgenes. Esto sugiere que
la fisiologia vaginal se restablece después del primer parto y que los cambios observados
antes del parto podrian ser un mecanismo adaptativo que preparan el tejido para disminuir
afectaciones generadas durante la distension vaginal en el parto. Sin embargo los efectos
observados en los modelos de multiparidad y ovariectomia no son iguales en cada una de las
capas analizadas. Por lo cual se evaluaron varias caracteristicas histoldgicas en cada capa,

como se muestra a continuacion.

8.2.  Espesor de la capa mucosa en la pared vaginal
Multiples investigaciones indican que los estrogenos promueven la proliferacion epitelial en

la vagina de varias especies de mamiferos. En mujeres, se ha evidenciado que los receptores
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de estrdgenos en el epitelio vaginal varian a lo largo del ciclo menstrual, mientras que en
células del estroma se exhibe consistentemente receptores nucleares durante el ciclo (Gould
y cols. 1983). La proliferacion epitelial en organos reproductivos es mediada por la
interaccion de las células del estroma con el epitelio en la capa mucosa. A través lo receptores
de estrogenos tipo a, los cuales median la mitogénesis (Cunha y cols. 2004). Sin embargo,
en el estroma se encuentran varios receptores a hormonas como la progesterona, esta ultima
inhibe la proliferacion epitelial generada por estradiol en Gtero de ratén (Kurita y cols. 1998).
Se ha reportado un pico en los niveles de estradiol sérico en dia 30, mientras que los niveles
de progesterona tienen un pico maximo en el dia 20 y bajan hasta los niveles basales un dia
después del parto (Beyer y cols. 2007). En nuestros resultados, la coneja gestante a término
no presenta proliferacion epitelial en el dia 30 de gestacion, a pesar del incremento de los
niveles séricos de estradiol. Este efecto podria ser mediado por la concentracion sérica de
progesterona durante la gestacion que inhibe la proliferacion epitelial generada por el pico
en los niveles séricos de estradiol.

Por otra parte, se observo que al final de la gestacion el epitelio es de tipo cubico y
no hay la presencia del de tipo cilindrico. Mientras que en la coneja joven intacta se ha
reportado que existen varios tipos de epitelio en cada region del conducto vaginal, en la
region pélvica se observa epitelio cilindrico (Xelhuantzi 2006; Rodriguez-Antolin y cols.
2009; Ramirez-Corona 2011). Por lo que sugerimos que la secrecién vaginal disminuye
durante la gestacion a término en la coneja. Tal como se ha observado durante la ovariectomia
en conejas, esta Ultima disminuye la actividad secretora del epitelio, la lubricacion y causa
atrofia vaginal, pero la administracion con estrogenos revierte este efecto (Min 2004).
Ademas, las anfractuosidades aumentan en la pared vaginal 3 dias posparto, este Gltimo
resultado se asocia al parto, probablemente como consecuencia de la distension vaginal
durante la expulsion de las crias. En conejas virgenes la relacion del perimetro del lumen
uretral respecto del perimetro del lumen vaginal es cercana a 1. Sin embargo, durante la
gestacion el lumen uretral se hace mas grande. Después del parto, se observa que el perimetro
del lumen vaginal aumenta con respecto del grupo virgen y gestante, lo que se refleja en una
disminucion de la relacion del lumen uretral respecto al vaginal. Estos datos podrian

relacionarse a la presencia de incontinencia urinaria durante la gestacion y después del parto
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en mujeres. Por lo que, seria interesante evaluar la funcién de la expulsion de la orina y

patrones de miccion durante la gestacion.

8.3.  Proporcion y caracteristicas histolégicas del musculo liso y colageno capa

interna en la pared vaginal

Varios trabajos han mostrado afectaciones en érganos pélvicos debidos al trauma vaginal y
a la disminucion de niveles hormonales. En el modelo de distensién vaginal (dilatacién de
globo intravaginal) después de la ovariectomia en rata ha mostrado un incremento del
contenido de colageno y disminucién de la capa muscular (Resplande y cols. 2002). Sin
embargo este modelo conjunta dos variables, el factor mecanico producto de la distension
vaginal y el factor hormonal debida a la ovariectomia. En contraste, los resultados obtenidos
en conejas gestantes a término y primiparas no demuestran diferencias estadisticamente
significativas en el contenido de colageno y musculatura lisa en la capa intermedia. Lo cual,
podria sugerir un mecanismo adaptativo en la funcion que desempefian estos componentes
tisulares para evitar el dafio provocado por la cria durante su paso por el canal de parto. Se
ha reportado que durante la gestacion en raton, el porcentaje de colageno incrementado es
estimulado por la relaxina y se propone como un mecanismo que antecede al parto (Zhao y
cols. 1998). En los resultados no se observan diferencias respecto a la proporcién de
colageno, sin embargo no se descarta la posibilidad de que desempefie una funcion diferente
durante la gestacion y el parto. Esto Gltimo debido a que se ha descrito que en la gestacion
aumenta la capacidad de distension vaginal como un mecanismo de adaptacion maternal
(Alperiny cols. 2010). Los cambios observados en la intensidad de la coloracion de las fibras
de colageno en la tincidn de los grupos gestante a término y primiparas, puede significar un
cambio en el tipo de colageno. Ademas de manera cualitativa se identifico que en la gestacion
y el parto modifica la distribucién de fibras de colageno, se observa con mayor frecuencia
fibras compactadas en regiones. También se ha descrito que en la gestacion disminuye el
area de las fibras de colageno en rata (Daucher y cols. 2007). Estos cambios histoldgicos
pueden significar un mecanismo preventivo durante la gestacion para evitar un dafio durante

la distension vaginal generada por el parto.
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En la rata, se ha observado una disminucién en la fuerza de contraccion de
musculatura lisa en la vagina durante la gestacion, pero un incremento hacia el final de esta.
El recambio del fenotipo de estas fibras musculares hace suponer una adaptacion de las
propiedades biomecéanicas durante la gestacion (Feola y cols. 2011). Ademas se ha observado
que el fenotipo de las células de musculo liso de la vagina en rata es transformado de
contractil a sintético. En el periodo posparto tardio estas caracteristicas se observan similares
a las observadas antes de la gestacion (Daucher y cols. 2007). En nuestro trabajo, la
evaluacion de musculatura lisa no se muestra diferencias estadisticamente significativas en
la proporcion de musculatura lisa, esto no implica que la funcién de dichas fibras no se
modifique. En ratas ovariectomizadas restituidas con estradiol se observa la restauracion de
las propiedades biomecanicas respecto de las ovariectomizadas, lo que implica un efecto

hormonal sobre la funcién de estas fibras (Moalli y cols. 2008).

8.4.  Proporcion y caracteristicas histologicas del musculo estriado y colageno

capa externa en la pared vaginal

El espesor de la capa externa de la pared vaginal de conejas gestantes a término y
primiparas no muestra diferencias estadisticamente significativas. En conejas jovenes
multiparas se ha mostrado la reduccion del espesor de todas las capas, asi como el espesor
total de la pared de la vagina pélvica (Xelhuantzi 2006). Esto sugiere que el efecto observado
en conejas multiparas es producido por las multiples experiencias reproductivas (cuatro
partos). Se sugiere que un periodo de recuperacion entre las gestaciones en el modelo de
multiparidad permitiria la recuperacion de las caracteristicas histolégicas y funcionales de la
vagina. Si bien se ha descrito que la recuperacion de los 6rganos y fascias en la cavidad
pélvica después del parto no es total (Delancey y cols. 2007), es probable que en la coneja el
periodo de recuperacion entre las gestaciones sea fundamental.

En conejas virgenes, la capa externa de la vagina (region pélvica) se compone por un
plexo sanguineo, tejido conectivo y una fina capa de musculatura estriada. Estas fibras de
musculo estriado que rodean a la vagina (y uretra antes de la desembocadura) se encuentran
orientadas de forma circular. Estas fibras forman parte del denominado rabdoesfinter. En

conejas gestantes a término, ademas de estas fibras se observan otras de musculo estriado
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justo en region de la desembocadura de la uretra, éstas corren de manera longitudinal en la
zona cercana a los ganglios paravaginales. Este musculo también se observa en conejas
virgenes pero su presencia a la altura de la desembocadura de la uretra es vestigial. Por lo
que sugerimos que el desarrollo de este musculo estriado en pared de la vagina podria
disminuir la longitud de la misma durante la expulsion de las crias. Ademas, se sugiere que
estd implicado en el mantenimiento de la pared vaginal, al funcionar como una estructura de
sostén y evitar el desgarre de la pared vaginal.

A pesar de que las hormonas gonadales también tienen un efecto sobre el flujo
sanguineo vaginal. Como se ha mostrado en el modelo de ovariectomia en coneja, donde se
observa que el flujo sanguineo vaginal disminuye después de la estimulacion del nervio
pélvico, mientras que el tratamiento con estradiol revierte este efecto. En nuestros resultados
no se observaron cambios significativos en la organizacion histolégica de los vasos
sanguineos de la capa externa en los grupos experimentales con respecto del grupo control.
Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que el flujo sanguineo aumente durante la
gestacion debido a los cambios hormonales evitando asi la isquemia tisular debida al parto.
Como se observa en el modelo de trauma vaginal en rata, donde se muestra que la distension
vaginal genera isquemia en el epitelio y masculo liso de la vagina y uretral (Damaser y col.
2004). Por otra parte, se ha sugerido que la reduccion de la inervacion simpética hacia el final
de la gestacion podria incrementar el flujo sanguineo protegiendo al tejido vaginal durante
los episodios de isquemia provocados por la compresion vascular asociada al parto (Liao y
Smith 2011).

8.5.  Descripcion histoldgica y comunicacion quimica de los ganglios, nervios y

neuronas en el tejido paravaginal en region pélvica de la coneja

En mujeres el plexo pélvico esta inervado por el nervio hipogastrico, el nervio esplacnico y
el nervio pélvico (Takeda y col. 2005). Clasicamente el nervio esplacnico contiene fibras
parasimpaticas presinapticas, mientras que el nervio hipogastrico contiene fibras simpaticas.
De acuerdo con el clasico entendimiento de la distribucion de los ganglios autonomicos
pélvicos en humanos, las células ganglionares parasimpaticas son localizadas cerca de las

visceras pelvicas en el plexo pélvico, mientras que las células simpéticas ganglionares estan
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presentes en los troncos lumbares y sacros (Butter-Manuel y col. 2002). Ademas se ha
reportado una comunicacién quimica diferencial. Las neuronas simpaticas usualmente son
positivas a TH, mientras que los parasimpaticos son positivos a acetilcolina. Recientes
trabajos proveen dudas sobre el concepto clasico de la distribucion de los ganglios. Se han
co-localizado fibras simpaticas y parasimpaticas en el nervio esplacnico que corren en el
Gltimo ligamento del utero-sacral (Butter-Manuel y col. 2002). De manera similar, se han
encontrado la co-localizacion de neuronas simpaticas y parasimpaticas (positivas a TH y a
AChT) en los ganglios paravaginales en coneja (Castelan, en prensa). Por lo que, podemos
considerar a la coneja como un modelo representativo de la interaccion de estos dos sistemas
en un mismo ganglio. En nuestros resultados, se observa que antes del parto la presencia de
neuronas inmunorreactivas a TH es menor, lo cual podria estar relacionado con la
disminucion de la sensibilidad al dolor durante el parto.

En rata se ha descrito que la inervacion de la vagina proviene de los ganglios de la
raiz dorsal L6 y S1. La region media de la vagina a través del nervio pélvico, la region rostral
por nervio hipogastrico (Berkley y cols. 1993) y la region caudal por el nervio pudendo. La
funcién de diferentes fibras aferentes en el mismo 6rgano esta determinada por el territorio
que inervan y las propiedades de respuesta (sensoriales). En la coneja se sugiere que la
inervacion de la vagina pélvica proveniente de la anastomosis de las fibras S2 y S3 se ramifica
en multiples nervios que llegan a los ganglios paravaginales (L6pez 2011). Se han localizado
varias estructuras ganglionares adosadas a la pared vaginal, similar a las estructuras
ganglionares intramurales observadas en la mujer. Debido a que sélo en la region pélvica se
observan estructuras ganglionares adosadas a la pared vaginal, y a la estructura rigida en que
se encuentran (pelvis), el efecto del paso de la cria por el canal de parto se ha evidenciado.

Durante el parto se ha observado que la neuroectomia del nervio pélvico interfiere
con el reflejo de expulsion del feto (Burden y cols. 1990), mientras que la neuroectomia del
nervio hipogastrico atenla la analgesia en el parto inducida por el embarazo (Cunningham,
1991). En rata se ha caracterizado una reduccién de la inervacion de la vagina en roedores
gestantes a término, la perdida de axones autondémicos y sensoriales probablemente
contribuyen a un mecanismo adaptativo asociado al parto (Liao y Smith 2011). De esta
manera contribuyen a la relajacion del tono muscular (musculo liso), alteracion el flujo

sanguineo y disminucion de la sensibilidad al dolor durante el parto. En nuestros resultados
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se puede observar una disminucién en el area de ganglios por campo y el area del soma
neuronal, el nimero de neuronas por campo se mantiene en la misma cantidad que el grupo
virgen. Esto nos sugiere un mecanismo de adaptacion que precede al parto, sin embargo, no
podemos establecer cuél es el mecanismo mediante el cual genera la reduccion de la

inervacion.

8.6.  Expresion de receptores de estrogenos alfa y beta en neuronas ganglionares
en el tejido paravaginal

Los ganglios paravaginales en la coneja poseen receptores de estrogenos a, beta
(Xelhuantzi y col. 2006) y NOS neuronal que modulan su expresion y actividad con la
deficiencia de estrogenos (Yoon y col. 2001; Batra y Al-Hijji, 1998). Los datos del area del
soma muestran una disminucién en el grupo gestante a término. Esto sugiere que el tamafio
neuronal esta asociado a los cambios hormonales durante la gestacion. Es posible que exista
un mecanismo entre los niveles de estradiol y la disminucion de intensidad de los receptores
de estrogenos (o y B) durante la gestacion a término. Durante la gestacidn a término parece
que la neuro-modulacion se desarrolla mediante una compleja interaccion entre la
sensibilidad de los receptores de estrogenos (oo y B) que las neuronas presentan y su
comunicacion quimica. Diversos trabajos reportan que la ovariectomia disminuye el soma de
las motoneuronas (L6 y S1) en la rata. Este efecto es revertido con la administracion de
estradiol y no con la administracion de progesterona en rata (Romero-Cuevas, 2011). Este
hallazgo ha sido asociado a la presencia de espinas dendriticas, como se ha observado en el
SNC después de la administracion de estrégenos en ratas ovariectomizadas, en las cuales se
promueve la receptividad sexual (Christensen A y cols. 2011). Ademas se ha asociado la
sefializacion réapida a través de receptores de receptores de estrdgenos a. con receptores de
glutamato metabotropicos en las ganglios de la raiz dorsal de L1 y S3 en rata (Chaban V' y
cols. 2011). Lo que sugiere que el estradiol regula la actividad excitatoria y el nimero de
sinapsis mediando la comunicacion neuronal y posiblemente sefiales nociceptoras como el
dolor. Por otra parte, se ha mostrado que los estrogenos participan en las dimensiones de las

ramas sensoriales genitales. Se ha observado que la ovariectomia disminuye la longitud del
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nervio clitoral que emerge del nervio pudendo en la rata. Este efecto es revertido mediante la
administracion de estradiol y alcanza una longitud similar a la de ratas intactas (Komisaruk,
1981). Por otro lado, en neuronas del nucleo grécil (ubicado en el limite entre la médula y el
bulbo) se ha observado que la ovariectomia aumenta la respuesta excitatoria generada por la
distension vaginal y esta respuesta excitatoria disminuye con el tratamiento de estradiol en
concentraciones fisiologicas. Por lo que se ha propuesto que las fibras del nervio pudendo
podrian proyectarse desde el nucleo gracil y expresan receptores de estrégenos (Bradshaw
H.B. y cols. 2003). Se ha demostrado que la administracion subcutanea de progesterona es
capaz de atenuar la perdida neuronal en el nicleo motor del hipogloso y facial por transeccion
unilateral de los nervios hipoglosal y facial. En este trabajo, no se esclarece si la progesterona
es efectiva por si sola, o si es convertida enzimaticamente a testosterona o estradiol y éstas
Gltimas efectan la sobrevivencia neuronal. Sin embargo, deja en claro que las respuestas
diferenciales de pérdida neuronal en los nucleos motores se deben a la dosis de progesterona
administrada, asi como también al contenido de receptor en dichos nucleos (Yu W-H. A.
1989). Por lo que, se sugiere que los cambios hormonales (estradiol, progesterona y
testosterona) durante la gestacion modifican el metabolismo de las neuronas de los ganglios

paravaginales y con ello su tamafio celular.

8.7.  Implicaciones de la inervacion y la funcion epitelial y muscular en la vagina

El masculo liso de la vagina esta ricamente inervado por axones simpaticos noradrenérgicos
con TH inmunoreactiva, predominantemente derivados de los ganglios de las ultimas
lumbares y sacras y a través del nervio hipogastrico (Ting y cols. 2004, Giraldi y cols. 2002).
Contradictoriamente se observaron pocos nervios y neuronas inmunorreactivas a TH en los
ganglios adosados a la pared vaginal en la region proxima a la desembocadura de la uretra.
En la rata se ha descrito que las células de musculo liso en la vagina son reguladas por el
sistema adrenérgico y colinérgico (Giraldi y cols. 2002). EI musculo liso es controlado por
el sistema nervioso periférico. En la coneja se ha descrito que la inervacién de los ganglios
paravaginales es de tipo colinérgica y adrenergica (Xelhuanzi 2006). Las hormonas como el
estradiol también contribuyen a la contraccién de los érganos reproductores mediante varios

mecanismos. Uno de ellos es a través del incremento en la sintesis de dxido nitrico por un
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aumento en la presencia y/o actividad de las sintasas del o0xido nitrico (NOS), como se ha
observado durante la ovariectomia en la vagina de coneja. Ademas, la administracion de
estradiol después de la ovariectomia regula hacia abajo la expresion de las NOS (Yoon NH.
Y cols. 2001), lo cual podria promover la contraccion y relajacion del masculo liso arterial y
vaginal. Funcionalmente, se ha observado que la ovariectomia disminuye el flujo sanguineo
intra-cavernoso de la vagina después de la estimulacion del nervio pélvico (10 V, 8 ms), sin
embargo, se recupera cuando se administra estradiol en concentraciones suprafisioldgicas
(Park Ky cols. 2001). Los resultados muestran una modulacién en la inervacion de estos
ganglios. En la coneja, se observa una disminucién en el marcaje contra ChAT hacia el final
de la gestacion. En la coneja 20 dias posparto el marcaje tiende a aparecer aunque con menor
intensidad que en el grupo virgen. Esto sugiere una modificacion en el sistema colinérgico,
probablemente debidos a la distensién vaginal como lo demuestran otros trabajos (Damaser
y cols. 2003), En los cuales se observo la degeneracion de los fasciculos nerviosos que se
encuentran en el esfinter externo de la uretra por distension vaginal y denervacion del nervio
pudendo en rata. Por otra parte, el tono del musculo liso vaginal y arterial es controlado por
receptores adrenérgicos tipos alfa-1 y alfa-2, ambos presentes en la pared vaginal de la
coneja. Se ha observado que la estimulacion del nervio pélvico después de la administracion
de antagonistas del receptor adrenérgico alfa incrementa la oxihemoglobina tisular, mas alto
que los niveles alcanzados durante la estimulacién, lo que sugiere que los receptores
adrenérgicos facilitan la relajacion del muasculo liso vaginal y arterial en la coneja (Kim NN
y cols. 2002). En las conejas gestantes a término probablemente este efecto se podria asociar

con la reduccion de la contraccion de la pared vaginal y facilitar la expulsion de las crias.
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9. Conclusiones

La gestacion y la primiparidad solo modifican la distribucion de los componentes tisulares
en la pared vaginal, sin alterar cuantitativamente los mismos (musculo, coldgenos y vasos
sanguineos). En lo que respecta a la inervacion, la gestacion a término y en el periodo
posparto temprano disminuye el area neuronal y ganglionar en el tejido paravaginal. De
manera cualitativa se observa menor inmunorreactividad de receptores de estrogenos alfa y
beta durante la gestacion a término. Sugerimos que los resultados obtenidos en la coneja
gestante representan un mecanismo de adaptacion que modula la fisiologia vaginal. Estas
adaptaciones permiten disminuir las afectaciones provocadas por la distensién vaginal
generada durante el parto. Estas adaptaciones favorecen la recuperacion estructural y

funcional del conducto vaginal.

60



10. Perspectivas

Es evidente la participacion de hormonas gonadales a través de sus receptores, los localizados
en diferentes extractos celulares, que en conjunto coordinan la fisiologia vaginal. Se sugiere que
los estrogenos tienen un efecto relevante en la morfologia y funcion de los ganglios
paravaginales. Sin embargo, durante la gestacion otros sistemas endocrinos son modificados
ademas del sistema inmunoldgico, osmotico, nervioso y el muscular. Es posible que estos
sistemas estén asociados a los cambios observados en la organizacion histolégica de los ganglios
paravaginales. Por tanto, se sugiere abundar en los diversos mecanismos que pueden estar
implicados en la morfologia y funcién que estos ganglios desempefian en el tejido paravaginal

durante la gestacion y en el periodo posparto. Para ello se proponen lo siguiente:

Evaluar la actividad epitelial (secrecion) después de la estimulacion de la inervacién

pélvica asociada a los cambios hormonales durante la gestacion y en el periodo posparto.

Evaluar la fuerza de contraccion de la vagina, masculo obturador interno y esfinter

externo de la uretra durante la gestacion, en la expulsién de las crias y en el periodo posparto.

Evaluar la presencia de factores de crecimiento en el tejido paravaginal secretados por

las células glia, y su interaccion con las neuronas contenidas en dichos ganglios.

Evidenciar la presencia y actividad de canales de acuaporinas y su implicacion en la

regulacién del tamafio neuronal, asociada a los cambios osmoticos durante la gestacion.

Evidenciar y cuantificar receptores de glutamato metabotropicos implicados en la
comunicacion y excitabilidad neuronal asociada a los niveles hormonales evocados durante la

gestacion y el parto en los ganglios paravaginales.

Describir los cambios histologicos y autondmicos de la vagina en la region abdominal

durante la gestacion y en el periodo posparto.

Evidenciar cambios en la ultraestructura de neuronas en los ganglios paravaginales, asi

como la presencia de polimorfo nucleares debida a la experiencia reproductiva.
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Abreviaturas

ACh
CGRP
ChAT
G

NA
NOS
NPY
P20

P3
PGP-9.5
TH
TRPV1

VAChT
VIP

Acetilcolina

Péptido Relacionado al Gen de la Calcitonina
Colina-Acetil Transferasa

Gestante

Noradrenalina

Sistasa de Oxido Nitrico

Neuropeptido Y

Primipara de 20 dias posparto

Primipara de 3 dias posparto

Proteina Producto del Gen 9.5

Tirosina Hidroxilasa

Receptor de Potencial Transitorio Vainilloide tipo 1

Virgen
Transportador de Acetilcolina Vesicular
Péptido Intestinal VVasoactivo
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Anexo 1. Perimetro del lumen uretral en conejas: virgen (V), gestante (G), primipara 3 dias posparto (P3) y
primipara 20 dias posparto (P20)
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Efecto de la gestacion y el parto sobre la organizacion histologica de la
vagina pelvica de la coneja

Lanra &, HemEndes An;lim.",ErE-ldi:a Farrdrer Corona”, Micke Malboznt=~,
Mlargarita Martmes Gomez! y Framciseo Casteland

! Waestria en Clencias Bioldgicas, Universidad Aabinoma de Tlascala {LIATs)

Poctorado en Cencias Maturales, UATx

HinsFifuin de [mwnshipas womes Diomisdicas, Universidad Macional Auisnoma de Mbsica

iCenirn Tlancala de Biologia de b Conducta, LATx.

La vagina es un tejide tubular moiscule-membrancso gue participa en la copula y el parto
de las hembras de mamifercs. La esirecha reladon anatomica v funcional gue Sene con
otros drgancs ¥ tejidos del aparato urogenital inferior indica que Embién esta ooolacrada
en la odccom. Cristintes hallacpes supieren que la Gsiclosia vaginal se relacioma com
conductas reproductvas ¥ de expulsion de orna. En muestro prupo hemes sncontrade que
la oaltiparidad (cuatro partos) afecta la histologia & inervacion vaginal de la coneja. Es
probable gque tal efects se deba a la distension oourrida durante la labor de= parto, aungue
el efecto de la gestacion &5 desconoddo. Asi el cambio de posiciom de visceras pelvicas
inducido por el desplazamiente uterino ¥ las meodificaciones hormonales haca el final de
la gestadion podrian afectar |z histologia vaginal. En este proyecto se pretende identificar
la contrbucién de la gestadon sobre la orpandzacion histolasica de la vapina pebrica,
sepmento que conbene musculabura lisa ¥ estiada, colizgeno = inervadon, ¥ que no =stan
presentes uniforovements &n obros sepmenbos vaginales. Se uhlizarén 16 conejas que serdn
divididas [m=#, ¢/ u) an virgenes, sectanbes sacrificadas el dia 30 de la primera gectacion ¥
primiparas sacrificadas 20 dizs posparte. Las caractenisticas histologicas e analizaran en
cortes fbansversales tefddeos com tricrdmdea de Massom. La inervaciom vaginal serd
evaluada mediante marcaje Toumohistegquimics gque revele informadon acerca del po ¥
distibucion d= mervics ¥ panglios localizados en la vagina pelvica. Los resultados
obtenidos serin analizade: mediante un ANOVA de dos vias ¥ una prosba posi-hec de
Tukey-Framer.

Con finarcamienio de OONACYT (hevas a LGHA v ERC: proyecto a MMG) v SEP-PROMEF (proyecio a
.

0§ -9 deoctubre da 2818 Cludad da Tiawcala, Ma=lce
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Efecto de la gestacion y el periodo posparto sobre la morfologia de
los ganglios paravaginales del plexo pélvico de la coneja

Herndndez Aragon LG, Xelhuantzi N2, Sanchez Gardia 0, Ortega A3,
Martinez Gomez M*?, y Castelan P (Avalado por Castelan F).

IMaestria en Ciencias Biologicas, Universidad Autdnoma de Tlaxcala (UATx); 2Doctorado en
Ciencias Maturales, UATx; *Depto. de Genética y Biologia Molecular, Cinvestav-IPN; *Centro
Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATx; Nnstituto de Investigaciones Biomédicas,

Universidad Macional Autonoma de Mexico.

En wertebrados, la fisiologia vaginal depende en gran medida de la inervacion autondmica
proveniente del plexo pélvico. Esta controla érganos participantes en funciones de reproduccion y
excrecion. En la mujer se ha propuesto que la reproduccion modifica la morfologia del plexo pélvico,
lo que estaria relacionado con episodios de dolor pélvico e incontinencia urinaria, entre ofros signos
clinicos. En nuestro grupo hemos observado que la multiparidad promueve cambios en la morfologia
de los ganglios paravaginales de la coneja, incluyendo una disminucion en el ndmero de neuronas
ganglionares. La multiparidad dificulta establecer el efecto debido al estado hormonal de la gestacion
y el de la distension vaginal debida al parto. Por tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar ambos
efectos sobre la organizacion histologica de los ganglios y nervios del tejido paravaginal
pertenecientes al plexo pélvico de la coneja. Con tal fin se utilizaron 24 conejas (Oryctolagus
cuniculus) de la raza Chinchilla, divididas en grupos de nuliparas, gestantes a término y primiparas no
lactantes sacrificadas en los dias 3 y 20 postparto. La vagina fue sometida a la técnica histologica y
analizada mediante tricromica de Masson e inmunohistoquimica para receptores de estrogenos. Los
resultados mostraron que la gestacion y la primiparidad no modifican el drea transversal de ganglios y
nervios paravaginales, ni el nimero de neuronas ganglionares por campo. En las conejas gestantes, el
area del soma de las neuronas paravaginales fue menor gque en las nuliparas y primiparas. Este mismo
comportamiento se encontrd al analizar cualitativamente la expresion neuronal de los subtipos alfa y
beta del receptor de estrogenos. Nuestros resultados evidencian que la distension vaginal ocurrida
durante el parto no afecta la morfologia del plexo pélvico durante los primeros 20 dias postparto. El
estado hormonal debido a la gestacion modifica transitoriamente la morfologia de las neuronas
paravaginales, lo que podria estar relacionado con la expresion y la funcion del receptor de
estrogenos en ellas.

Con financiamiento de PROMEP-SEP (UATLX-PTC-109 a FC) y PAPIT-UNAM (228110 a MMG); becas
CONACYT a LGHA (248110), NXA (17453) y O5G (248123); beca de Movilidad ECOES-Santander a
LGHA.

27-30 de junio de 2012. Pachuca, Hidalgo
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La primiparidad daiia el muisculo puboccigeo pero no el
bulboesponjoso de la coneja doméstica

Octavio 5anchez Garcia®, Kenia Lopez Garcia®, Laura Hemandez Aragan?,
Margarita Martinez Gomez? y Frandsco Castelan® (avalado por Frandsco Castelan).

Yaestria en Ciencias Bioldgicas, Universidad Autdnoma de Tlaxcala [UWATx);
‘Doctorade en Meuroetologia, Universidad Veracruzana;

3instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autdnoma de México;

“Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATx

En la mujer, los cambios estructurales y funcionales de la musculatura estriada pélvica y perineal
debido al parto se asocian con la aparicion de prolapsos de érganos pélvicos e incontinencia urinaria
de esfuerzo. En la coneja multipara que ha tenido 4 partos consecutivos hemos encontrado
alteraciones funcionales y estructurales en un misculo pélvico, el pubococcigeo (mPc) y uno perineal,
el bulboesponjoso (mBe). Una de las hipotesis que nos hemos planteado para explicar esos resultados
es que el parto induce el dafio de ambos musculos. Con la finalidad de ponerla a prueba el objetivo de
este trabajo fue cuantificar el dafic muscular mediante la actividad del enzima lisosomal B-
glucuronidasa en el mPc y el mBe de conejas nuliparas y primiparas. Teniendo en cuenta que la
degeneracion y regeneracion del musculo estriado requieren diversos procesos celulares que
requieren modificaciones histolégicas, también hemos cuantificado el nimero de miondcleos por
fibra, el drea transversal de la fibra {ATF) y el dominio mionuclear (DMN) para cada musculo. La
actividad del enzima B-glucuronidasa del mPc de las conejas primiparas fue mayor que en el de las
nuliparas, mientras que en el mBe no se encontrd diferencia. La primiparidad incrementé el nimero
de miondcleos por fibra y el ATF en el mPc pero no tuvo efecto en el mBe. El DMN del mPc fue menor
en las conejas primiparas mientras que el del mBe fue similar que el de las conejas nuliparas. Es
probable que la localizacion anatdmica, composicion histologica y/o el tipo de contraccion del mBe
evite el dafio caracterizado para el mPc. El dafio muscular del pubococcigeo coincide con una
organizacion histolégica que sugiere un proceso de regeneracion muscular en el periodo posparto de

la coneja primipara.

Con financiomiento de PROMEP-SEP {UATLX-PTC-109 a FCJ, PAPIIT-UNAM (228110 a MMG) y becas
del CONACYT a OSG {248123), LGHA {248110) y KLG {268423).

27-30 de junio de 2012. Pachuca, Hidalgo
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