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Resumen

Durante el parto de la mujer, el feto distiende el tracto vaginal y a los musculos pélvicos
maternos. La distension de las estructuras pélvicas ha sido asociada a disfunciones
urogenitales posparto, tales como la incontinencia urinaria. Se ha creado un modelo de
distensién vaginal en rata (DV) para evaluar la lesién inducida por la distension vaginal
sobre el aparato urogenital (AUG) y las estructuras adyacentes, el cual consiste en introducir
en la vagina un catéter y distenderlo con cuatro ml de agua destilada. Empleando este
modelo, en el presente trabajo se determind el efecto de la DV sobre la anatomia, histologia
y fisiologia de las estructuras del AUG de la rata hembra y su inervacion. Se emplearon ratas
hembra virgenes de la cepa Wistar, con DV durante cuatro horas y DV testigo (SH DV,
catéter introducido en la vagina pero sin agua destilada). En el experimento 1 (n=14; 7 DV
y 7 SH DV) se determing el efecto de la DV sobre las caracteristicas morfoldgicas del AUG
y su inervacion. En el experimento 2 se determiné el efecto de la DV sobre las caracteristicas
histoldgicas de la vejiga urinaria (n=7; 5 DV y 2 SH DV) y del ganglio pélvico mayor (GPM)
(n=10; 5 DV y 5 SH DV). En el experimento 3, se determino el efecto de la DV sobre el
transporte axonal de neuronas vesicales sensoriales y posganglionares del GPM (n=4; 2 DV
y 2 SH). Los resultados del experimento 1 mostraron que la DV estira a la vagina (SH DV,
9.83+0.25 mmvs DV, 15.83 + 0.25 mm de ancho, p<0.0001) y distiende a la vejiga urinaria
(SHDV, 12 £ 0.53 mmvs DV, 20.17 + 1.09 mm de longitud, p<0.0001). La uretra no mostro
cambios significativos (SH DV 23.07 £ 0.87 mm vs DV, 25.57 + 0.87 mm de longitud,
p=0.07) pero se presiond contra el hueso peélvico, lo que obstruyé la uretra y provoco la
distension vesical. La DV estir6 a los nervios que emergen del GPM, al nervio dorsal del
clitoris (NDC) y a la rama motora del plexo lumbosacro.

Los resultados del experimento 2 evidenciaron que la DV indujo en la vejiga urinaria
infiltracion de eritrocitos y leucocitos, pero no afecto las caracteristicas morfoldgicas del
GPM ni de sus neuronas.

Los resultados del experimento 3 mostraron que las neuronas de la vejiga urinaria se
localizaron en la region rostral del GPM. La DV redujo el nimero de neuronas sensoriales
(alrededor del 50%). En contraste, el numero de neuronas posganglionares vesicales
marcadas a true blue aumentd, alrededor de 560 en los animales SH DV a 1100 neuronas en

los animales con DV.



Se concluye que la DV en ratas, es un buen modelo para simular el trauma del parto,
ya que estira a estructuras del AUG y a su inervacion autonomica y somatica directa (uretra
y vagina) e indirectamente (vejiga urinaria). En la mujer, estas alteraciones pueden ser los

factores causales de las disfunciones urinarias y sexuales que se observan posparto.

Vi
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1. Introduccion

En las mujeres se presentan varias patologias urogenitales tales como incontinencia urinaria,
retencién urinaria, dolor durante el coito e incapacidad para lograr al climax de excitacion.
La prevalencia promedio de incontinencia urinaria de 27.6%, rango de 4.8-58.4%, la de
retencion urinaria de 42% vy la de las disfunciones sexuales es de 43% (Kavia et al. 2006;
Laumann et al. 1999; Minassian et al. 2003). Existen maltiples factores relacionados con la
aparicion de estas patologias, entre los cuales se encuentran la edad, la histerectomia, la
obesidad, la diabetes, el embarazo y el parto vaginal (Minassian et al. 2003; Peyrat et al.
2002).

El parto es el proceso fisioldgico por el cual el feto es expulsado del Utero
(Snegovskikh et al. 2006). Se divide en tres etapas. La primera corresponde a la dilatacion
del cérvix, en mujeres nuliparas dura alrededor de seis horas. La segunda a la expulsion de
feto y dura alrededor de 50 minutos. La tercera a la expulsion de la placenta, con una
duracion promedio de 30 minutos (Jones y Larson 2003). La prolongacion de algunas de
estas etapas conduce al parto distécico (Shields et al. 2007). Esta anomalia es una de los
problemas mas comunes en mujeres nuliparas y justifican el 50% de las cesareas (Kjaergaard
et al. 2009; Shields et al. 2007). Se ha reportado que inmediatamente después del parto hay
una incidencia de retencion urinaria del 11 % (Kekre et al. 2011) y que un afio después del
parto la incidencia de incontinencia urinaria es de 29% (Thom et al. 2011).

El costo anual del tratamiento de la incontinencia urinaria es de 12.4 billones de
ddlares en los Estados Unidos de Ameérica, lo que muestra que ademas de afectar a la salud
de la mujer, también afecta su economia (Wilson et al. 2001).

Para estudiar el efecto de la lesion que ocasiona el parto sobre el aparato urogenital
(AUG), se han creado modelos en animales de laboratorio, tal es el caso de la distension
vaginal (DV) en ratas (Cannon et al. 2002; Damaser et al. 2005; Lin et al. 1998). Con este
modelo, se ha mostrado que la DV dafia a la uretra y a su inervacion, y que induce hipoxia
en la vejiga urinaria. Sin embargo, el AUG femenino y su inervacion comprende a varias

estructuras anatomicas, cuyas caracteristicas no han sido estudiadas después de la DV.



2. Antecedentes

El AUG participa en procesos urinarios, reproductivos y sexuales.

2.1 Anatomia del AUG de la rata hembra

El AUG esta formado por la vejiga urinaria, la uretra, el Gtero, el cérvix y la vagina (Fig. 1).

Cuernos
uterinos

Uréter

Vejiga
urinaria
Ceérvix

Uretra / S _ Plexo
pélvico

Fig. 1. Esquema del AUG de la rata hembra. Tomado de Castiglione et al. 2012.



2.1.1 Vejiga urinaria

La vejiga urinaria de la rata es un organo sacular musculoelastico cuya funcién es el
almacenamiento y la expulsién de orina. Cuando esta vacia tiene forma de pera y alcanza a
medir unos 10 mm de largo y 5 mm en su parte mas ancha. Cuando se llena mide 25 mm de
largo por 15 mm de ancho. Esta situada en la porcion inferior del abdomen, craneal al hueso
pélvico y ventral al cuerpo uterino y cérvix (Hebel y Stromberg 1986). Se le pueden
distinguir varios componentes, entre ellos el domo en la parte superior, el cuerpo en la parte

media y el cuello en la transicion con la uretra (Fig. 2) (Pradidarcheep et al. 2011).

Domo

Cuerpo

Cuello

Fig. 2. Regiones de la vejiga urinaria de la rata. Modificado de Nagatomi et al. 2008.



En estudios histologicos se ha mostrado que la pared vesical tiene un grosor de 0.97
+0.11 mm (Yu et al. 2009). De su parte méas interna a la mas externa se encuentra el urotelio,
la lamina propia, el detrusor y la adventicia. El urotelio es una capa de epitelio transicional
formado de tres subcapas: una compuesta de células hexagonales largas conocidas como
células “sombrilla” que contienen pequefias microvellosidades de glucosaminoglucanos, una
de células intermedias y otra de células basales (Fig. 3). Este conjunto de elementos forma
una barrera casi impermeable, lo que permite que la vejiga urinaria pueda almacenar a la

orina (Birder y Andersson 2013).
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Fig. 3. Dibujo de las multiples capas de células epiteliales del urotelio. Tomado de Birder y
Anderson 2013.

La ldamina propia es la capa compuesta de una matriz extracelular que contiene varios
tipos de células que incluyen a los fibroblastos, a los adipocitos, a las células intersticiales y
a las terminaciones nerviosas sensoriales. También contiene una rica red vascular y canales
linfaticos (Aitken y Bagli 2009; Birder y Andersson 2013; Gabella y Davis 1998).



El detrusor es la capa mas gruesa de la vejiga urinaria. Estd compuesto de musculo
liso y representa alrededor del 60 al 70% de la pared vesical. Las células musculares forman
fasciculos rodeados por capas de colageno, estan arregladas en forma de paquetes y corren
en forma longitudinal y circular (Hebel y Stromberg 1986; Gabella y Uvelius 1990;
Nagatomi et al. 2005).

La capa adventicia estd compuesta de tejido conectivo (Fig. 4).
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Fig. 4. Dibujo que muestra los componentes de la pared vesical. Tomado de Birder y
Andersson 2013.



2.1.2 Uretra

La uretra de la rata hembra es un 6rgano tubular por el que pasa la orina de la vejiga urinaria
hacia el exterior del cuerpo. Mide 22 mm de largo y esta localizada ventral a la vagina (Praud
et al. 2003). Se divide en tres segmentos, de alrededor de cinco mm cada uno: proximal,
medial y distal (Fig. 5) (Lim et al. 2013).

Histologicamente se le pueden observar diferentes capas. De la luz hacia la periferia,
se encuentra la epitelial, la del tejido conectivo (también conocido como submucosa), la
muscular lisa (capas de musculatura lisa, una longitudinal y la otra circular) y la estriada, el
esfinter externo de la uretra (EEU) (Fig. 5) (Kim et al. 2007; Lim et al. 2013; Praud et al.
2003).

El EEU tiene una longitud de 4.5 - 5 mm, inicia a 0.5 mm del cuello vesical y termina
a 17 £ 1 mm del meato uretral (Praud et al. 2003). Mide de grosor 0.2 £ 0.03 mm y rodea
principalmente a la porcion medial de la uretra (Cruz y Downie 2005; Praud et al. 2003),
aunque algunos autores sefialan que el EEU se distribuye a lo largo de la uretra,

principalmente en la parte proximal y medial (Kim et al. 2007; Lim et al. 2013).

Fig. 5. Anatomia e histologia de la uretra
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El utero de Ia rata es un 6rgano muscular que se Iocallza dorsal a la vejiga urinaria y ventral
al recto. Consiste de dos cuernos y un cuerpo, los cuéles estan situados en el abdomen y en
la pelvis, respectivamente (Baljet y Drukker 1980). Los cuernos miden de 30 a 40 mm de
longitud (Hofstteter et al. 2006) y el cuerpo de 7 a 10 mm. En este Gltimo segmento los
cuernos se fusionan parcialmente (Hebel y Stromberg 1986).

La mucosa rodea a la luz uterina. Es una capa de epitelio columnar simple de 23.85
+ 1.98 um de grosor cuyas células dan origen a pliegues y criptas (Fig. 6). Le sigue un
estroma de 584.05 + 132.07 um de grosor, formado por tejido conectivo y vasos sanguineos.

Posterior a éste se encuentra el miometrio, de 336.50 + 69.45 um de grosor, formado por



musculatura lisa. Finalmente, se encuentra el perimetrio de 11.30 = 2.02 um de grosor (de
Almeida Chuffa et al. 2011; Gerez et al. 2005), el cual da lugar al cérvix o cuello uterino.

Fig. 6. Microfotografia del Utero de la rata. El asterisco indica el epitelio columnar que rodea
al lumeny el circulo negro al estroma. Barra = 30 um. Tomado de Gerez et al. 2005.

2.1.4 Cérvix

El cérvix es un conducto que se localiza entre la vagina y el Gtero. Mide 9.51 + 1.35 mm de
longitud, 5 mm de ancho y 3 mm de grosor (Barone et al. 2012). Es una estructura mas
palida y rigida que los cuernos uterinos. Esta rigidez permite retener al feto durante la
gestacion (Fig. 7A). El epitelio que rodea al lumen representa el 7.8% del contenido celular
total, es de tipo escamoso estratificado no glandular, el cual experimenta cambios ciclicos
parecidos a los del epitelio vaginal (Harkness y Harkness 1959). Después del epitelio se
encuentra el estroma, compuesto de colageno, elastina y proteoglucanos, ademas de vasos
sanguineos y macréfagos (Fig. 7B) (Barone et al. 2012). Esta capa representa el 67.5% del



total celular del cérvix. Finalmente se encuentra una capa de musculo liso que representa el
24.7% del total cervical (Harkness y Harkness 1959).

Fig. 7. A. Fotografia del cérvix de una rata en el dia 13 de gestacion. Tomado de Kuon et al.
2011. B. Microfotografia del cérvix de la rata. Los macrofagos estan sefialados con las
flechas. Ep, epitelio. Es, estroma. Barra = 50 um. Tomado de Boyd et al. 20009.

2.1.5 Vagina
La vagina es un érgano tubular hueco que mide de 15-20 mm de longitud y tiene un diametro
de 3-5 mm (Hebel y Stromberg 1986). Cranealmente se conecta con el cérvix y caudalmente

termina en el orificio externo (Fig. 8). Se encuentra dorsal a la uretra y ventral al recto.
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Fig. 8. Dibujo de la anatomia de la vagina de la rata. Tomado de Berger et al. 2005.
La pared vaginal mide 250 um de grosor (Berger et al. 2005) y esta formada por

cuatro capas: la epitelial, la subepitelial (lamina propia), la muscular y la adventicia (Fig. 9).
La capa epitelial esta formada por ocho capas de células escamosas estratificadas
queratinizadas de 60 um de grosor, las células basales contienen nucleos grandes redondos
u ovalados, las intermedias son mas claras que las anteriores y las méas superficiales son las
mas oscuras y densas (Pessina et al. 2006). La capa subepitelial (también Ilamada lamina
propia) tiene 130 um de grosor. Esta compuesta de colageno tipo 1 y 111 (Moalli et al. 2005).
La capa de musculatura lisa tiene 70 um de grosor. Lo forman fibras circulares y



longitudinales agrupadas en fasciculos. Los cuales son mas largos en la porcion proximal de
la vagina (Pessina et al. 2006). La capa mas externa es la adventicia.

%\ Fig. 9. Fotografia de un corte

| transversal de las capas de la
vagina distal de la rata. E,
epitelio. L, lamina propia. M,
muscular. A, adventicia. Barra
= 50 um. Modificado de
Berger et al. 2005.

El area pélvicay perineal esta inervada por la region espinal lumbosacra, cuyas raices forman
dos troncos, el tronco lumbosacro y el tronco L6-S1 (Fig. 10). De estos troncos surgen los
nervios que se dirigen a las visceras pélvicas, a la piel perineal y a la musculatura estriada
(Cruz et al. 2004).

10



L3

1.-Tronco lumbosacro
2.-Tronco L6-S1
3.-Rama al musculo gluteal
4.-Rama al muasculo semitendinoso
5.-Rama anastomética

6.-Nervio sciatico

7.-Nervio pélvico

8.-Ner io pudendo

9.-Rama somatomotora

10.-Rama viscerocutanea
11.-Rama al musculo coccigeo
12.-Rama sensorial

13.-Rama perineal distal

14.-Rama anastomotica

15.-Plexo sacro

16.-Rama perineal proximal
17.-Rama al misculo obturador interno
18.-Rama motora

19.-Vena iliaca comun

20.-Vena iliaca externa 4 18 -
21.-Venailiaca interna 17 16 13

Fig. 10. Esquema de las ramas que emergen de los troncos lumbosacro y L6-S1 de la rata
hembra. Modificado de Cruz et al. 2004.

Los nervios que regulan las funciones del AUG de la rata hembra son autonémicos
y somaticos. Los autondmicos son el nervio pélvico y el nervio hipogéstrico, los cuéles
alimentan al GPM. Los nervios somaticos son el pudendo y la rama motora del plexo

lumbosacro.

2.2.1 Nervio pélvico

El nervio pélvico surge del tronco L6-S1. Esta constituido principalmente por 550 a 810
fibras mielinicas, de alrededor de 2 um de diametro (rango de 1 a 10 um) (Purinton et al.
1973). A la altura de la vena iliaca interna se divide en la rama somatomotora que inerva a

los musculos pubo e iliococcigeo, y la rama viscerocutanea que inerva a la vejiga urinaria,

11



al cervix, al recto, a la vagina, a la uretra, al clitoris y a la piel perineal (Berkley et al. 1993;
Cruz et al. 2004; Pacheco et al. 1989; Peters et al. 1987).

El 98% de las neuronas preganglionares del nervio pélvico se encuentra en el nicleo
parasimpatico de los segmentos espinales L6-S1. Este nicleo contiene aproximadamente
550 neuronas medianas (11 x 20 um) (Nadelhaft y Booth 1984). El 95% de las neuronas
aferentes del nervio pélvico se encuentran en los ganglios de la raiz dorsal L6-S1 de las
cuales 1,537 inervan a la vejiga urinaria (Nadelhaft y Boot 1984). En este 6rgano, las fibras
sensoriales se comunican con mecanorreceptores (Ishii et al. 2012), las cuales monitorean el
volumen de orina y la amplitud de la contraccion vesical (Morrison 1999).

Se han inyectado trazadores retrogrados en la pared ventral del domo y de la base de
la vejiga urinaria (50% en cada region). Se encontraron neuronas marcadas en los ganglios
de la raiz dorsal desde T13 hasta S1, con un mayor nimero de neuronas marcadas en L1y
L6 (Tabla 1) (Veray Nadelhaft 1992).

Tabla 1. Neuronas aferentes de la vejiga urinaria de la rata hembra

Domo
GRD T10 T11 T12 Ti13 L1 L2 L3 L4 L5 L6 S1 Total
R728 0 0 0 5 85 116 4 0 0 211 5 426
R729 1 0 1 5 72 35 9 1 11 145 4 284
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R739 0 0 1 3 65 19 3 1 13 187 7 299
R746 0 0 1 1 25 14 1 0 0 152 7 201

Media 025 0 075 35 6175 46 425 05 6 1738 575 3025
Base
R728 0 0 0 2 43 43 4 1 0 254 26 373
R729 0 1 0 4 32 18 2 1 6 206 12 282
R739 0 1 4 3 75 58 4 1 8 301 30 485
R746 0 0 0 2 26 24 0 0 0 97 12 161
Media 0 0.5 1 275 44 3575 25 075 35 2145 20 325.3

Modificado de Vera y Nadelhaft 1992.

2.2.2 Nervio hipogastrico

El nervio hipogastrico es el componente simpatico del control autonomico del AUG.
Proviene del ganglio mesentérico inferior (Fig. 11) (Langworthy 1965). Se adosa a la pared
ventral de la arteria mesentérica inferior y pertenece a una red de plexos simpaticos y

ganglios que cubren parcialmente la superficie ventral de la aorta y de la vena cava (Reiner
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et al. 1980). Esta constituido por 234 a 273 fibras que mayoritariamente son mielinicas de 2

pum de diametro (Purinton et al. 1973).

GMI

Nervio
hipogastrico

Cuerno
uterino

Fig. 11. Esquema del nervio hipogastrico y su inervacion al aparato reproductor de la rata
hembra (vista ventral). GMI, ganglio mesentérico inferior. Modificado de Reiner et al. 1980.
Las neuronas sensoriales del nervio hipogastrico se localizan en los ganglios de la

raiz dorsal de T12-L2 y las neuronas preganglionares en los segmentos espinales de L1-L.3,
pero principalmente en L1y L2. El 75% de las neuronas preganglionares se localizaron en
el nacleo comisural dorsal de la médula espinal (Tabla 2) (Nadelhaft y McKenna 1987).

El nervio hipogéstrico responde a la estimulacién mecénica y eléctrica del Utero
(parte medio-caudal) y cérvix, indicando que este nervio transporta fibras sensoriales que

inervan a estos organos (Peters et al. 1987; Berkley et al. 1993).
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El nervio hipogéastrico también acarrea inervacion motora proveniente de la cadena
simpatica hacia el domo y la base vesical (77% y 89%, respectivamente). La contribucion
del ganglio mesentérico inferior a esta inervacion motora se encuentra restringida al domo,
mientras que las neuronas simpaticas provenientes del ganglio pélvico mayor proyectan

exclusivamente a la base (Vera y Nadelhaft 1992).
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Tabla 2. Distribucién de neuronas eferentes preganglionares y aferentes cuyos axones viajan por el nervio hipogastrico de la rata

hembra
Segmentos espinales
T13 L1 L2 L3 Total Suma
Hembra
| M C | M C | M C | M C | M C
309 0 0 1 6 9 7 13 73 8 0 2 0 19 81 15 115
325 1 4 1 11 78 6 0 2 0 12 84 7 103
326 2 6 2 6 38 4 0 0 0 8 44 6 58
327 1 6 1 7 75 5 0 3 0 8 84 6 98
328 0 0 2 5 30 4 12 111 11 0 0 0 17 141 17 175
Promedio 13 87 10 110
(0S) 0 o %2 ! G) @B 6 (4
% 0 15.4 83.6 1 11.8 79.1 9.1 100
GRD
T11 T12 T13 L1 L2 L3 Total
I C I C I C I C I C I C I C
309 1 0 1 0 3 0 46 16 68 8 0 0 119 22 141
325 1 0 7 0 25 5 66 1 0 0 99 6 105
326 5 0 38 8 46 9 0 0 89 17 106
328 18 5 75 46 47 46 1 0 141 97 238
Promedio 0 112 36 148
(DS) 01 1 10 65 72 (23) (42) (63)
% 9 1 6.8 43.9 48.6 75.7 24.3 100

Células localizadas en la region intermediolateral de la médula espinal, ipsilateral (I) o contralateral (C) al nervio hipogastrico expuesto a
HRP. M. células localizadas en la region media de la médula espinal, en el nacleo comisural gris. DS, desviacion estandar. Modificado de
Nadelhaft y McKenna 1987.
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2.2.3 Nervio pudendo

El nervio pudendo se origina en el tronco L6-S1, caudal al nervio pélvico. Se ramifica 'y da
origen a la rama del musculo coccigeo, a la rama sensorial del nervio pudendo, a la rama
perineal distal y a la rama anastomotica que junto con la rama anastomotica del tronco
lumbosacro da origen al plexo sacro (Fig. 10) (Cruz et al. 2004).

La rama sensorial del nervio pudendo entra a la fosa isquiorectal, corre dorsal al
isquion y termina en un pequefio plexo localizado sobre la vagina (Fig. 12) (Pastelin et al.
2012). Su area transversal es de 25, 553 um? y contiene alrededor de 3, 000 axones
amielinicos y 1500 axones mielinicos, con un area transversal de 0.3 um? y 6 pm?
respectivamente (Moore y White 1996). Estudios anatomicos, electrofisiologicos e
histoquimicos han mostrado que inerva a la vagina, a la vaina clitoral y a la uretra distal
(Cruz et al. 2004; Pacheco et al. 1989; Peters et al. 1987; Yoshimura et al. 2003). Los somas
de los axones aferentes de este nervio se encuentran localizados en los ganglios de la raiz
dorsal L6 y S1, cuyo numero es de 735. 5 + 53.4 y 55.9 + 48.9 neuronas, respectivamente
(McKenna y Nadelhaft 1986).

Distal al plexo formado con las ramas provenientes del ganglio pélvico mayor la
rama sensorial del nervio pudendo da origen al nervio dorsal del clitoris. Este ultimo, corre
caudalmente por debajo del hueso pélvico y se divide en el borde del arco isquiatico para
inervar a la uretra distal, al clitoris, a la piel perigenital, a las glandulas prepuciales y al
orificio vaginal (Pastelin et al. 2012). El &rea transversal del nervio dorsal del clitoris es de
36.386 + 3.198 um? y estd constituido por fibras amielinicas y mielinicas con un area
transversal de 0.4 y 8 um?, respectivamente (Moore y White 1996).

El plexo sacro da origen a varios nervios. Uno de ellos es la rama motora, conocida
también como nervio motor del pudendo (Moore y White 1996; Kane et al. 2002), pasa por
debajo del isquion, lateral a la rama sensorial del nervio pudendo. Se divide en dos
fasciculos, uno corre caudalmente y llega al esfinter externo del ano, el otro corre
medialmente para inervar al masculo isquicavernoso y al EEU (Cruz et al. 2004; Pacheco et
al. 1989; Pastelin et al. 2012). La rama motora del plexo sacro tiene un area transversal de
4,561 + 3.89 um? y contiene alrededor de 700 fibras amielinicas vs 200 fibras mielinicas,
cuyas areas transversales son de 0.1y 10 um?, respectivamente (Moore y White 1996). Sus
motoneuronas estan ubicadas en dos nucleos espinales de los segmentos L5-L6, el nucleo
dorsomedial y el dorsolateral (McKenna y Nadelhaft 1986).
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Rama anastomotica del Tronco lumbosacro

Nervio Levator an

Nervio scidtico
Nervio Levator anl al

RSNP
RMPLS
Nervio Levator ani al

-pubococcigeo
Nervio cavernoso

Nervio cavernoso al
recto distal

RMPLS al esfinter
externo del ano

Nervios ala \ / / \/' ala plel perianal

g2 RSNPala ','
7 s todfniss) ; ' RSNP a vagina distal
arvios a la 1
uretra proximal Sd oo Nervio cavernoso
’ S ’ a la plel perigenital
Nervios ala  Nervio dorsal Nervio cavermoso
vagina proximal del clitoris a la uretra y clitorts

Nervio dorsal dei clitoris
ala gldndula prepucial  Nervio dorsal del clitoris
al ditoris y uretra distal
Fig. 12. Aparato urogenital de la rata hembra y su circuito nervioso periférico. RSNP, Rama
sensorial del nervio pudendo. RMPLS, Rama motora del plexo lumbosacro. Modificado de
Pastelin et al. 2012.
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2.2.4 Ganglio pélvico mayor (GPM)
El GPM, también llamado ganglio paracervical, utero-cervical o ganglio de Frankenhauser,
s una estructura que estd compuesta por una poblacion mixta de neuronas, parasimpaticas
colinérgicas y simpaticas noradrenérgicas. Se encuentra lateral a la vagina (Langworthy
1965; Purinton et al. 1973). Sus dimensiones son de 2 X 2 mm (Purinton et al. 1973) y tiene
forma triangular aplanada (Baljet y Drukker 1980).

Estudios anatdmicos muestran que del GPM emergen ramas que se dirigen al recto,
al clitoris, ala uretra, a la vejiga urinaria y la vagina (Langworthy 1965; Purinton et al. 1973).
La inervacion del Gtero y del cérvix proviene de pequefios ganglios accesorios que tienen
comunicacion con el GPM, juntos forman al plexo pélvico (Fig. 13) (Langworthy 1965;
Purinton et al. 1973).

4

Nervio pélvico

= Ganglios
accesorios B
Nervio hipogastrico _ ecto
\ Clitoris
== > principal
> ~ b
T : — lateral
\ A 1)
' |
) N~
caudal ventral

Uretra proximal
\/J medial Vejiga

\ urinaria dorsal

\

raneal

Fig. 13. Esquema de la localizacién y érganos blanco del plexo pélvico de la rata hembra, el
cual esta formado por el GPM y los ganglios accesorios. Modificado de Purinton et al. 1973.

Un grupo de nervios que emergen de la region ventral del GPM inerva a la vejiga
urinaria. Sus axones viajan por el nervio pélvico (Purinton et al. 1973) y por el hipogastrico
(Yoshimura y Chancellor 2003). Los nervios posganglionares del GPM llegan a la vejiga
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urinaria a través de 1 a 4 troncos nerviosos y se localizan ligeramente ventral y caudal a los
orificios de los uréteres (Uvelius y Gabella 1998).

Greenwood et al. (1985) mostraron que existe dimorfismo sexual en el numero de
neuronas del GPM, en el macho hay 14,654 + 936 y en la hembra 5,892 + 797. Esta
diferencia es atribuible a las hormonales gonadales y al nimero de axones provenientes del
nervio peélvico.

De 5 a 7 dias después de la extirpacidn unilateral del GPM se encontraron areas de
completa denervacion en la vejiga urinaria, pero se presentaron grandes areas donde la
inervacion sélo fue reducida (Gabella y Davis 1998). Con la extirpacion bilateral del GPM,
se encontré que los nervios de la pared ventral de la vejiga urinaria rapidamente se
degeneraron, mientras que los de la pared dorsal sobrevivieron. Después de una denervacion
parcial, los axones de los nervios contralaterales al dafio cruzan al lado denervado en las
anastomosis, mostrando que la inervacion vesical tiene un alto grado de plasticidad (Uvelius
y Gabella 1998).
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2.3 Modelo de dafio del parto por distension vaginal

El modelo de distension vaginal (DV) en ratas anestesiadas consiste en insertar un catéter
Foley dentro de la vagina. Luego el globo es inflado con agua destilada y se deja asi por un
periodo de 4 horas para distender a la vagina pélvica (Lin et al. 1998), tiempo mayor al de
la segunda etapa de un parto normal en mujeres que es de alrededor de 1 hora (Jones y Larson
2003).

El volumen infundido en el globo puede ser de 2 a 5 ml y la duracién de la DV de
0.5 a 6 horas. Lin et al. (1998) emplearon en ratas virgenes un catéter Foley 12 inflado con
2.0 ml de agua, durante cuatro horas. Mostraron que cuatro semanas posteriores a la DV, al
anestesiar alanimal, el 46% de las ratas tuvieron signos de incontinencia urinaria de esfuerzo,
tales como la expulsion de gotas de orina durante una prueba de estornudo inducido. En estas
hembras también disminuy6 el grosor de la musculatura lisa y la estriada de la pared uretral,
alrededor del 50%. Sievert et al. (2001) utilizaron ratas posparto a las que distendieron la
vagina con un catéter Foley 22, inflado con cinco ml de agua durante tres horas,
inmediatamente después del parto. Encontraron que cuatro semanas de la DV la capacidad
media vesical fue mayor en las hembras con DV que la de las controles (1.4 ml en ratas
control a 2.1 ml en ratas con DV), el volumen de orina residual fue de 0.3 ml en ratas control
y 1.31 ml en ratas con DV. Ademas, el 58% de las ratas con DV mostraron signos de
incontinencia urinaria de esfuerzo.

Otros autores evitaron que la vagina de ratas virgenes se desgarre con la DV a través
de su predilatacion. Insertaron gradualmente diferentes tamarios de dilatadores uretrales.
Para la DV emplearon el catéter Foley 10, infundido con 3 ml de agua destilada. Observaron
que cuatro dias después de 30 min 6 1 hora de DV se presenta adelgazamiento y separacién
de las fibras del EEU (Fig. 14), asi como una menor resistencia uretral a la salida de orina
provocado por presion intravesical (31.4 cmH20, grupo con DV vs 41.1 cmH20, grupo
sham) (Cannon et al. 2002; Damaser et al. 2003); disminuye el nimero de fasciculos
nerviosos cercanos al EEU, de 45 en los animales sham de DV a 35 en los animales con DV
(Damaser et al. 2003). En otros estudios se mostré que la DV induce isquemia de la vejiga
urinaria, de la uretra y de la vagina, asi como hipoxia del detrusor, del epitelio vaginal y

vesical y de la submucosa uretral (Damaser et al. 2005).
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Fig. 14. Microfotografias de cortes
transversales de la uretra 4 dias después
de DV sham (a), distensién breve (0.5 h
de DV, b), distension intermitente
(cinco ciclos de inflar el globo por 5
minutos y desinflarlo por 1 minuto, ¢) y
distensién prolongada (1 hora de DV, d).
U, Uretra. L, Luz. SM, Mdsculo liso.
EU, Esfinter externo de la uretra (Siglas
en inglés). En la dltima microfotografia
se observa un desarreglo 'y
adelgazamiento de los paquetes
musculares estriados uretrales (sefialado
con las flechas negras). Tomado de

Jiang et al. (2009) observaron que a cuatro dias de la DV durante cuatro horas, la

actividad electromiogréafica del EEU permaneci6 abolida. Hubo cierto grado de recuperacién

a las 3 semanas (Fig. 15).
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Fig. 15. Electromiogramas del EEU de la rata hembra durante la expulsion de orina inducida,
en diferentes condiciones. Tomado de Jiang et al. 2009.
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En otros estudios sin predilatacion vaginal, la DV con un globo inflado con cuatro
ml de agua durante dos horas, indujo signos de incontinencia urinaria de esfuerzo en el 83%
de ratas anestesiadas y disminuyd la presion de la uretra media durante el estornudo (72.9
cmH:20, grupo sham vs 34.1 cmH:z0, grupo con DV) (Kamo et al. 2006).

En general, el modelo de DV produce lesién anatomica de la uretra y de su
inervacion, lo que disminuye su resistencia. También reduce el flujo sanguineo de la uretra,
de la vagina y de la vejiga urinaria.

En el modelo de DV generalmente se atribuye la aparicion de signos de la IU al dafio
del EEU y de su nervio, la rama motora del plexo sacro, sin embargo, la anatomia e
inervacion del AUG de la rata hembra muestra que adyacente a la vagina se encuentran
nervios somaticos y autonémicos (Fig. 12). Por lo que es necesario conocer si la DV también
afecta a otras estructuras del AUG y a otros nervios del area pélvica y perineal de la rata
hembra. También es importante determinar el efecto mecéanico del globo inflado sobre la

uretra.

3. Hipotesis

La distension vaginal durante cuatro horas ocluira la uretra evitando que durante ese tiempo
el animal expulse la orina, lo que resultara en una sobredistension vesical y estiramiento de
sus nervios. También presionara a los nervios autonémicos, provenientes del GPM, y estirara

a los nervios somaticos que se adosan a la vagina de la rata.

4. Objetivo general
Determinar el efecto de la distension vaginal sobre las caracteristicas anatomicas del AUG

y su inervacion, en la rata virgen.
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4.1 Objetivos especificos:
e Determinar el efecto de la distension vaginal sobre las caracteristicas del AUG y la
longitud de los nervios pélvicos y perineales de la rata.
e Conocer el efecto de la distension vaginal sobre las caracteristicas histologicas de la
vejiga urinaria 'y del GPM.
e Discernir si la distension vaginal afecta el transporte axonal de las neuronas

posganglionares del GPM y/o sensoriales vesicales.

5. Disefio experimental

5.1 Animales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar virgenes de 3 a 5 meses de edad. Los animales
se mantuvieron en condiciones de bioterio con ciclo invertido oscuridad-luz 12/12 horas. La
luz se programo para apagarse y encenderse a las 8:00 y 20:00 h. El alimento y agua se
proporcioné ad libitum. La temperatura se mantuvo a 24 °C. Se distribuyeron en tres

experimentos.

En el experimento 1 se determinaron las caracteristicas anatdmicas del AUG vy la longitud

de sus nervios en ratas con DV (n=7) o SH DV (n=7).
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En el experimento 2 se determinaron las caracteristicas histoldgicas de la vejiga urinaria y
del GPM de ratas con DV (n=10) o SH DV (n=7).

En el experimento 3 se localizaron y contaron las neuronas aferentes y eferentes vesicales
en ratas con DV (n=2) o SH DV (n=2).

5.2 Métodos generales
5.2.1 Anestesia
Las ratas fueron anestesiadas con la combinacion de Ketamina (60 mg/kg) y Xilazina (7.5

mg/kg). Se necesitaron dosis extras aproximadamente cada 40 min.

5.2.2 Distension vaginal

Se insert0 en la vagina de la rata un catéter Foley del nimero 10, hasta tocar el cérvix,
previamente lubricada con aceite mineral. Se sutur6 el catéter a la piel lateral del orificio
vaginal, para asegurar la permanencia del catéter en la vagina, luego se infl6 con 4.0 ml de
agua destilada. En los animales testigo (SH DV) solo se inserto el catéter en la vagina por

las cuatro horas pero no se infundié con el agua destilada.

5.2.3 Eutanasia
Al término de cada estudio las ratas se eutanizaron con pentobarbital sédico (100 mg/kg, via

intraperitoneal).

5.3 Analisis estadistico
Las variables de las hembras con DV y sham fueron comparadas con una t de student, para

ello se utilizo Graphpad Prism 5. El valor de significancia fue de p<0.05.
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6. Experimento 1. Efecto de la DV sobre el AUG y su inervacion

6.1 Metodologia

Las ratas fueron anestesiadas, rasuradas de la region abdominal y colocadas en posicién
supina. Se realiz6 una laparotomia y con la ayuda de un microscopio estereoscopico se
localiz6 al AUG y posteriormente se le tomaron fotos. Con una jeringa de insulina se midio
el volumen de orina almacenada en la vejiga urinaria. Posteriormente, se midié con un
vernier la longitud de la vejiga urinaria y de la uretra y el ancho de la vagina distal.
Subsecuentemente, se cortd la sinfisis pubica y se retird el hueso pélvico, se localizo al GPM
izquierdo y se realizaron esquemas de los nervios que llegan al AUG izquierdo. Se midio

con un vernier la longitud y el ancho del GPM vy de los nervios que de él emergen, tomando
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como punto inicial los sitios de referencia descritos en la Tabla 3. Posteriormente los

animales fueron eutanizados.

Tabla 3. Referencias anatémicas para medir los nervios del AUG

Nervio

Rama viscerocutanea del N. Pélvico
N. hipogastrico

Rama a los ganglios accesorios
Ramas a la vejiga urinaria

Ramas al cuello vesical y uretra

proximal
Ramas anastomaticas con la RSNP
Nervio cavernoso

Rama motora del plexo lumbosacro

Nervio dorsal del clitoris

6.2 Resultados

De

Vena iliaca interna

Uréter

GPM

GPM

GPM

GPM

GPM

Primera bifurcacion de la
RMPLS

Primera bifurcacion de la
RMPLS

A

GPM

GPM

Uréter

Domo vesical

Cuello

vesical/uretra

RSNP

RSNP

Uretra distal

Uretra distal

Se observé que durante la DV, el globo Foley distiende principalmente la region perineal
(Fig. 16).
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Fig. 20. Fotografia de la rata hembra en posicion supina durante la DV. Catéter Foley (CF)
inflado con 4 ml de agua destilada durante 4 horas, dentro de la vagina de la rata. Antes (A)

y después (B) de fiacer la incision en la piel.

1cm

Fig. 16. Fotografias de la rata hembra SH DV y durante la DV, en posicion supina. Catéter

Foley (CF).

Al remover la piel y la musculatura abdominal notamos que la vejiga urinaria de los

animales con DV se hallaba sobredistendida y con hematomas principalmente en el domo y

en el cuerpo vesical, ventral y dorsal (Fig. 17).

La DV aumento la cantidad de orina vesical
+0.12mlvs DV, 1.5 £ 0.20 ml; p<0.001) y estir6 a
(SHDV, 9.83 + 0.25 mm vs DV, 15.83 + 0.25 mm
p<0.0001) y a la vejiga urinaria (SH DV, 12 + 0.53
20.17 + 1.09 mm de longitud; p<0.0001). La uretra

Fig. 17.
Fotografia de la
vejiga  urinaria
inmediatamente
después de 4

horas de
distension
vaginal. Note, los
hematomas

sefialados con las
flechas.

(SH DV, 0.40
la vagina distal
de ancho;
mm vs DV,

no se estird

(SH DV, 23.07 £ 0.87 mm vs DV, 25.57 £ 0.87 mm de longitud; p=0.07) pero el globo
presiond en su parte medio-caudal contra el hueso pélvico, provocando su oclusién (Fig. 18).

Vu
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vd

Fig. 18. Fotografias del AUG de la rata hembra SH DV (A) y con DV (B). Vu, Vejiga
urinaria. Sp, Sinfisis pdbica. Vd, Vagina distal.

Al remover parte del hueso pélvico se observd que varias estructuras nerviosas estan
en estrecha relacion anatémica con los 6rganos urogenitales. En animales sham, el GPM se
localizé lateral al cérvix y al recto, y midié 4.33 + 0.54 mm de largo y 2.20 £ 0.27 mm de
ancho. Se encontrd que la rama viscerocutanea del nervio pélvico y el nervio hipogastrico
llegan al GPM. De este ganglio emergen 14 ramas (Fig. 21). Siguiendo un orden en direccion
contraria al giro de las manecillas del reloj las dos primeras ramas que se originan son la
rama accesoria ventral y dorsal, que emergen de la parte craneal del GPM y pasan ventral y
dorsal al uréter, respectivamente (ramas 1y 2), y se comunican con los ganglios accesorios
para inervar al cérvix y al Gtero. Posteriormente emerge un tronco nervioso de la parte
craneomedial del GPM, el cual se divide en tres ramas, la rama craneal, medial y caudal que
Ilegan al domo vesical (ramas 3,4 y 5). Caudal a estos, emerge un nervio que se divide en
dos ramas, la primera va al cuello vesical y la segunda a la uretra proximal (ramas 6 y 7).
Enseguida emergen dos ramas anastomoticas que comunican al GPM con la rama sensorial
del nervio pudendo (ramas 8 y 9). Inmediatamente después emergen un conjunto de nervios
que acompanian al nervio cavernoso. Estas pasan dorsal a la rama sensorial del nervio
pudendo y llegan a la vagina y al recto (ramas 10-13). Por ultimo emerge la rama rectal
(rama 14) que inerva al recto.

Caudal al GPM se observaron otros nervios. La rama motora del plexo sacro corre
paralelo a la rama sensorial del nervio pudendo. Antes de inervar al EEU, cruza dorsal a la

rama sensorial del nervio pudendo y se divide en tres o cuatro ramas. La rama sensorial del
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nervio pudendo corre ventral a la vagina y a la uretra distal. Mas caudal, da origen al nervio
dorsal del clitoris (NDC). Este ultimo se divide en tres o cuatro ramas principales. Algunos

inervan a la uretra y a la vagina distal, a las glandulas prepuciales y al clitoris (Fig. 19).

N. hipogastrico
R.

GpM
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Fig. 19. Esquema de la inervacion del AUG de la rata hembra. Las ramas autondomicas
emergen del GPM vy las somaticas del nervio pudendo y plexo sacro. La inervacién es
bilateral pero solo se muestra del lado izquierdo. RSNP, rama sensorial del nervio pudendo;
RMPLS, rama motora del plexo lumbosacro; NDC, nervio dorsal del clitoris.

Observamos también que cuatro o cinco fasciculos de la rama viscerocutanea, llegan

al GPM. Uno de estas se comunica con las dos ramas del nervio hipogastrico y forman un
plexo nervioso. El otro pasa directo en el la parte caudal del GPM para dar origen al nervio
cavernoso. Dos vasos sanguineos corren paralelos a la rama viscerocutanea y llegan al GPM,
en su region lateral. Los nervios que se originan del GPM medial dan origen a todas las

ramas que inervan a los organos del AUG (Fig. 20).
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Fig. 20. Esquema del GPM izquierdo de la rata hembra y fotografias representativas de diferentes regiones. Note las regiones del GPM:
CrMed, craneomedial. CdMed, caudomedial. CrLat, craneolateral. CdLat, caudolateral.
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La DV desplaz6 al GPM hacia el cuello vesical y estir6 a la rama motora del plexo
lumbosacro y al NDC. (Fig. 21). Incrementd significativamente la longitud de la rama
viscerocutanea, del nervio hipogastrico y de las ramas que emergen del GPM (excepto a las
ramas del cuello vesical y uretra proximal). EIl nervio cavernoso y las ramas que corren

paralelo a este pasaron de una posicion lateral a una dorsal (Tabla 4).

Fig. 21. Fotografias del AUG de la rata SH DV (A) y con DV (B). Note el desplazamiento
del GPM y el estiramiento de los nervios. Nh, nervio hipogastrico. Rv, rama viscerocutanea.
RMPLS, rama motora del plexo lumbosacro. NDC, nervio dorsal del clitoris. Vu, vejiga
urinaria. U, uretra.
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Tabla 4. Estiramiento de los nervios somaticos, aferentes del GPM y sus ramas que
emergen de él (mm).

Sham DV DV Estiramiento (A)
NDC 10.1£1.0 13.92+1.0 3.82*
RMPLS 10.76+1.67 15.50+0.05 4.74*
Rama viscerocutanea 1.65+0.26 5.16 £ 0.44 3.51*
Nervio hipogastrico 1.708 + 0.25 5.21+0.61 3.51*
Rama accesoria ventral (1) 20+£041 4.89 +0.49 2.89*
Rama vesical craneal (3) 13.76 £ 0.89 22.25 +0.65 8.49*
Rama vesical medial (4) 15.65 +0.26 23.79+05 6 8.14*
Rama vesical caudal (5) 16.64 £ 0.44 24.52 +0.62 7.88*
Rama al cuello vesical (6) 5.70+0.33 6.70 £0.38 1.0
Rama uretral proximal (7) 6.34 £ 0.48 8.12 + 0.87 1.78
Ramas anastomoticas  10.94 £ 0.45 13.36 + 1.7 2.42*
(8,9)
N. cavernoso (10-13) 1037 £0.34 - e

Valores media + error estandar. t de student, *p<0.05. Los nimeros en paréntesis indican el
namero de rama que emerge del GPM, ver Fig. 21.
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6.3 Discusion

La clara relacién anatémica del canal de parto con el tracto urinario inferior, la musculatura
pélvica y los nervios en las areas pélvica y perineal sugiere que durante la distension del
canal de parto por el feto también se rompen los nervios y los musculos que controlan la
funcién urinaria y sexual.

El modelo de DV ha sido ampliamente utilizado para conocer los mecanismos
fisiologicos que se dafian durante el parto e inducen incontinencia urinaria de esfuerzo
(Cannon et al. 2002; Jiang et al. 2009; Kamo et al. 2006; Lin et al. 1998; Rocha et al. 2007,
Sievert et al. 2001). En el presente estudio observamos que el catéter infundido con agua
destilada dentro de la vagina no permanece en la cavidad pélvica sino que se desplaza a la
region perineal, afectando asi a nervios somaticos como el dorsal del clitoris y a 6rganos
tales como la vagina y la uretra distal. Lesion a estos 6rganos puede inducir disfunciones
sexuales como problemas para llegar al orgasmo, dolor durante el coito y deseo sexual
disminuido (Laumann et al. 1999).

Este trabajo muestra una distension vesical como consecuencia indirecta de la DV,
ocasionado por la retencion urinaria durante las 4 h de DV, se presume que el globo presiona
a la uretra media sobre el hueso pélvico, evitando que el animal expulse orina. Esto sumado
al hecho de que la combinacion de Ketamina-Xilazina tiene un efecto diurético, lo que
aumenta la produccion de orina (Watson et al. 2002). Se ha reportado que el abuso de
consumo de la Ketamina como una droga alucindgena causa sintomas del tracto urinario
inferior, cistitis y necrosis renal (Middela y Pearce 2011). El volumen de la orina almacenada
en la vejiga urinaria de los animales con DV concuerdan con la maxima capacidad de llenado
vesical que es de alrededor de 1.5 ml, en ratas virgenes (Acar et al. 2007; Gabella y Uvelius
1990; Lin et al. 1998). La distension vesical puede ser causal de la aparicion de vejiga
urinaria hipocontractil como resultado del dafio a su inervacion, ya sea a través de la
separacion de los mecanorreceptores con las fibras de las neuronas sensoriales o del dafio a
las uniones neuromusculares, o a sus componentes tisulares. Se ha descrito que el 11% de
mujeres con partos asistidos con instrumentos quirdrgicos y de mas de 700 min de duracion
de la primera y segunda etapa del parto sufren de retencion urinaria posparto (Kekre et al.
2011), caracterizado por la incapacidad de orinar a pesar de un esfuerzo persistente (Haylen
et al. 2010). La ausencia de expulsion de orina despueés de las seis horas posparto obliga a la
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utilizacion del catéter para vaciar a la vejiga urinaria, con riesgo de infecciones urinarias
(Kavia et al. 2006).

Nuestros resultados de la longitud uretral en los animales SH DV coinciden con
Praud et al. (2003), ya que ellos encontraron que la uretra mide alrededor de 22 mm, del
cuello vesical al meato urinario y estan en desacuerdo con Kim et al. (2007), ya que ellos
encontraron que la longitud uretral es de alrededor de 15 mm. Diferencias entre cepas y
método de analisis pueden ser las causantes de esta discrepancia.

Estudios anatomicos y electrofisiologicos previos han mostrado que el modelo de
DV dafa al EEU y a su nervio por lo que se ha indicado que ese es el principal mecanismo
que origina a la incontinencia urinaria de esfuerzo y dicho efecto se recupera en pocas
semanas dependiendo del tiempo de duracidn de la distension vaginal (seis semanas después
de la DV, Pan et al. 2007). Sin embargo, el origen de esta patologia puede estar también
asociado al dafio a la vejiga urinaria y de su inervacion.

La inervacion autonomica del AUG no ha sido bien detallada. En el presente estudio
encontramos que la ubicacion del GPM fue similar a lo que report6 Purinton et al. (1973).
Aungue ellos mencionaron que éste ganglio es mas pequefio (2 x 2 mm), comparado a lo que
observamos nosotros (4 x 2 mm). Con respecto a los nervios que emergen del GPM, so6lo se
han reportado breves descripciones de dichas ramas (Langworthy 1965; Purinton et al.
1973), ya que estas ramas son dificiles de discernir del tejido conectivo y vasos sanguineos.

En nuestros resultados mostramos que los nervios vesicales corren desde el GPM a
lo largo de la vejiga urinaria hasta su domo, corroborando los resultados de Purinton et al.
1973. Estos nervios son colinérgicos ya que emergen del GPM, llegan a la vejiga urinaria a
través de uno a cuatro troncos nerviosos y se localizan ligeramente ventral y caudal a los
orificios de los uréteres (Uvelius y Gabella 1998). Hemos observado dos ramas que emergen
del GPM vy se dirigen hacia los ganglios accesorios. Estos son muy importantes ya que se ha
reportado que inervan al cérvix y Gtero (Houdeau et al. 1995).

Este estudio tiene una limitante con respecto a la inervacién de la vagina proximal
ya que solo caracterizamos las ramas que emergen del GPM de su parte ventral y no de su
parte dorsal, es probable que su inervacion provenga de ramas que emergen de esa region
del GPM. Se ha sugerido que los nervios que van al cuello vesical y uretra proximal ser

adrenérgicos (Tammela et al. 1990).

37



La lesion de los nervios pélvicos y perineales por la DV se da por dos procesos, el de
compresion y el de estiramiento. Por ejemplo, la porcion mas distal de la rama motora del
plexo lumbosacro se estird un 44%. Este porcentaje es mayor a lo reportado en un modelo
de simulacion de estiramiento del nervio pudendo durante la segunda etapa del parto, en
mujeres (Lien et al. 2005). En este modelo se encontr6 que este nervio se estira en diferente
porcentaje de acuerdo al punto de fijacion asignado, entre mas distal sea este punto el
porcentaje se va incrementando, de un 8% en el nivel de los foramenes sacros, a un 13% en
las espinas isquiales, hasta un 27% en su ramificacion donde da origen a varias ramas,
incluida la que va al esfinter uretral. Sin embargo, estudios en ratas ha mostrado que el
estiramiento de hasta un 74% de este nervio, da como resultado que inmediatamente
posterior a la lesion se produce disfuncion de este nervio pero a los 30 minutos hay una
recuperacion en su funcion (Sajadi et al. 2012).

En modelos de estiramiento de nervios se ha encontrado un decremento de un 55%
en el nimero de microtubulos y de la proteina tau (molécula que mantiene unidos a los
microtibulos a lo largo el axdn) con respecto a los nervios intactos (Kikukawa et al. 2003).
En otro estudio se encontr6 que la region intermodal y nodal aumentan su longitud
significativamente, hasta llegar una ruptura a la altura del nodo de Ranvier (Wang et al.

2010). Por tanto, sugerimos que estos procesos también se presentan con la DV.
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7. Experimento 2. Efecto de la DV sobre las caracteristicas histologicas de la vejiga urinaria
y del GPM

7.1 Metodologia

En las ratas con DV 0 SH DV se extirp6 la vejiga urinaria y el GPM derecho. Las estructuras
colectadas fueron sumergidas en formalina y se procesaron para la tincién de Hematoxilina-
Eosina. La parte media de la vejiga urinaria fue seccionada transversalmente (vejiga urinaria)
y longitudinalmente (GPM) a 7 um de grosor. Se tomaron fotos a 5, 40 y 100x (Fig. 22).
Con el programa Axiovision 4.8®, se analizaron 3 cortes para medir el grosor de la parte
ventral y dorsal de la vejiga urinaria (Fig. 24). Del GPM se midio el &rea y el perimetro, asi
como el area y el diametro de 30 de sus neuronas. Se compar6 entre las ratas con DV y los
animales SH DV el grosor de cada capa vesical: epitelial, submucosa y muscular, asi como

el area, y el perimetro del GPM, el area y el didmetro de sus neuronas.

Fig. 22. Esquema de la seccion media de la vejiga urinaria de la rata hembra.
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7.2 Resultados

7.2.1 Vejiga urinaria

La vejiga urinaria presenta 4 capas. De la luz hacia el exterior la primera capa es la epitelial,
compuesta de epitelio de transicion dividida a su vez en dos regiones, la superficial y la
basal. Estos forman pliegues a lo largo de la luz vesical. Le continGa la lamina propia,
compuesta principalmente de tejido conectivo y vasos sanguineos. Posteriormente se
encuentra la capa muscular lisa longitudinal interna y circular externa. Finalmente se

encuentra la capa adventicia compuesta de tejido graso (Fig. 23).

Fig. 23. Fotografia de las capas vesicales de la rata hembra. E, epitelio. Lp, lamina propia,

MI, musculo liso longitudinal. Mc, masculo liso circular. Ad, adventicia. La flecha indica
un vaso sanguineo en la lamina propia.

La DV disminuyd significativamente el grosor de las capas epitelial (p=0.031) y

muscular (p=0.015), pero no el de la ldmina propia (p=0.10) (Tabla 5, Grafica 1).
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Tabla S. Grosor de las capas vesicales (um)

Sham
H206
H213
Media + E.E.
DV
H207
H208
H214
H216
H291
Media + E.E.

500-

400+

300-

200+

Grosor um

100+

Epitelio Lamina propia Muscular
66.83 176.63 353.79
91.56 273.56 381.97

7920+ 1237 225114847 367.9 + 14.09

8.84 69.33 1241
19.52 150.71 264.32
27.11 205.66 189.24
19.55 122.86 171.58
38.99 128.61 261.83

22.80 +4.98** 1354 £22.07 2022 £27.04%*

Capas vesicales

SH DV
EEOY T *

[ Lo | I

Epitelio Lamina propia  Muscular

Gréfica 1. Grosor de las capas vesicales de animales SH DV y con DV. Valores representan
medias * error estandar. *, diferencias significativas con respecto al grupo SH DV.
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La DV indujo extravasacion de leucocitos y de eritrocitos en la ldmina propia vesical
(Fig. 24).
B

Fig. 24. Fotografias de la lamina propia del grupo SH DV (A) y de DV (B). Las flechas
sefialan los vasos sanguineos, leucocitos y eritrocitos. Hematoxilina-Eosina.
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7.2.2 Ganglio pélvico mayor
El GPM de la rata hembra es una estructura que contiene somas, axones, células de la glia

que rodean a los somas, fibroblastos, tejido conectivo y vasos sanguineos con eritrocitos
(Fig. 25).

Fig. 25. Fotografia del GPM derecho del animal tefiido con Hematoxilina-Eosina. Note los
diferentes tipos células que son sefialadas con los simbolos: flecha negra, neurona; flecha
blanca, células gliales; asterisco negro, vaso sanguineo con eritrocitos; asterisco amarillo,
axones; circulo negro, tejido conectivo; 6valo con linea punteada, fibroblasto.

Al GPM llegan axones de la rama viscerocutanea del nervio pélvico y del nervio
hipogastrico. Posee dos regiones con somas, la primera se ubica en donde confluyen el
nervio hipogastrico y la rama viscerocutanea del nervio pélvico y la segunda en la parte mas
medial, cerca de la vejiga urinaria. Sus axones corren entre las dos regiones con somas y en
su parte caudal dan origen al nervio cavernoso (Fig. 26). La DV aglomer6 la segunda region

de somas con los axones que corren en la parte media del GPM (Fig. 26).
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Fig. 26. Reconstrucciones y esquemas del GPM derecho de un animal SH DV (A) y uno
con DV (B). Los dvalos y las lineas de los esquemas representan las regiones del GPM
donde se encuentra los somas y los axones, respectivamente. Fotos de neuronas a 100X.
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La DV no modifico el espesor, el area ni el perimetro del GPM (p=0.23, p=0.91,
p=0.55; respectivamente, Grafica 2). Las Tablas 6 y 7 resumen los valores de espesor, area

y perimetro del GPM de animales SH DV y con DV.

Tabla 6. Parametros del GPM del grupo SH DV

NuUm. de hembra  Espesor (um) Area um? Perimetro (um)
126 840 505263,02 5176,05
221 490 294808,94 3415,53
213 672 202157,65 4053,72
242 525 371801,20 5126,10
149 637 295337,93 3769,92

Media + E.E. 632.8 +61.85 333900 +£50580 4308 + 358.7

Tabla 7. Parametros del GPM del grupo con DV

NUm. de hembra  Espesor (um) Area pum? Perimetro (um)
151 1134 178453,83 3903,50
154 910 655075,75 4593,30
220 784 254797,16 3161,73
290 903 185252,92 3612,63
291 357 450155,29 4805,39

Media + E.E. 817.6 +128.3 344700 + 91810 4015 + 305.1
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Gréfica 2. Graficas del espesor, area y perimetro del GPM de animales SH DV y con DV.

Valores media + error estandar.
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En los animales SH DV el rango del area de las neuronas del GPM fue de 141-220 um?y el
rango del didmetro fue de 14-18 um. La DV no modifico el area ni el diametro de las

neuronas del GPM (p=0.39, p=0.38, respectivamente; tablas 8 y 9).

Tabla 8. Caracteristicas morfométricas de 30 neuronas del
GPM en los animales SH DV

NUm. de hembra Area pm? Diametro
126 186,8 + 16,82 16,85 + 0,5190
221 1410+ 7,374 13,93 £0,4149
213 170,6 £ 14,22 15,61 £ 0,6567
242 148,2 + 9,618 15,10 £ 0,6172
149 220,0 £ 10,65 18,66 + 0,6605
Media £ E.E. 173,3+£ 14,22 16,03 +0,8

Tabla 9. Caracteristicas morfométricas de 30 neuronas del
GPM en los animales con DV

NUm. de hembra

151

154

220

290

291

Media + E.E.

Area pm?
226,4 £ 14,23

260,8 + 14,89
204,7 + 18,25
139,4 + 9,194
154,5 + 9,587

197,2 + 22,49

Diametro

17,69 + 0,6893

21,43 +0,8739
16,72 + 0,7146
14,98 + 0,7257
15,75 + 0,5468

17,31 +1,25
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7.3 Discusion

Los resultados histologicos del nimero y la composicion de cada capa de la vejiga urinaria
concuerdan con lo reportado en otros estudios (Franco et al. 2011; Hanna-Mitchell et al.
2013). La capa epitelial es una importante barrera que permite que se almacene la orina. Es
un tejido sensorial dindmico que juega un papel importante en la sefializacion del estado de
llenado vesical al sistema nervioso central, a través de la activacion de receptores
purinérgicos en las terminales nerviosas, por lo que la lesion a las células epiteliales podria
alterar la actividad vesical e inducir vejiga hipo e hiperactiva (Birder y Andersson 2013;
Hanna-Mitchell et al. 2013). La disminucidn del grosor de esta capa en los animales con DV
indica una descamacién de las células epiteliales apicales, lo que provocaria una menor
activacion de mecanorreceptores y de fibras sensoriales que sensan los cambios de llenado
vesical. Se ha mostrado que la distension vesical de ratas hembra durante tres horas
disminuye el grosor del urotelio, efecto que dura de 24 a 48 h. Ademas, también se presenta
edema y células inflamatorias en la submucosa (Leppilahti et al. 1999).

La ldmina propia estd compuesta principalmente de tejido conectivo y vasos
sanguineos. Aunque la DV no modifico el grosor de esta capa hubo extravasacion de
leucocitos y eritrocitos. Esto estd en concordancia con lo observado por Gabella y Uvelius
(1999) en animales con obstruccion uretral aguda durante seis horas. Se ha sugerido que el
mecanismo de la extravasacion se lleva a cabo por factores intracelulares de los leucocitos,
unidos a integrinas y ligandos de células epiteliales (Vestweber 2012), como respuesta al
tejido dafiado. Un mecanismo directo para que ocurra este evento es el adelgazamiento y la
ruptura de los vasos sanguineos. Esto Gltimo, podia ser el factor que contribuye a la hipoxia,
observada después de la DV (Damaser et al. 2005).

La capa muscular lisa tiene inervacion simpdtica y parasimpatica que controla la
funcidn de contraccion, para que la orina sea expulsada, y de relajacion para que ésta pueda
ser almacenada (Fowler et al. 2008). Encontramos que en los animales con DV se presentd
una reduccion en el grosor de la capa, sin embargo, es factible que se mantenga su capacidad
contrctil, ya que se ha propuesto que la organizacion de su fibras en paquetes musculares
con diferente orientacion le confiere una extraordinaria capacidad de estiramiento, con una
marcada capacidad para reducir su longitud y anchura cuando la vejiga expulsa la orina
(Gabella'y Uvelius 1990).
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El grosor de las capas del cuerpo vesical de los animales SH DV del presente estudio
fue de alrededor de 700 um, menor a lo encontrado en otros estudios que es de alrededor de
1000 um (Pitre et al. 2002; Yu et al. 2009). Esta controversia podria deberse a que
posiblemente se analizaron diferentes regiones. El hecho de que el mdsculo liso abarca
alrededor del 70% de la pared vesical y el urotelio menos del 10% esta acorde a lo reportado
en otro estudio (Pitre et al. 2002).

La prevalencia de obstruccién urinaria ha venido incrementandose en los Gltimos
afios, en parte como efecto colateral de cirugias pélvicas para el tratamiento de la
incontinencia urinaria, las cuales pueden resultar en una obstruccion iatrogénica (Lemack
2006). En un modelo de distension vesical, a través de la obstruccion en el cuello vesical
durante tres horas, se encontré una reduccion en la inervacion adrenérgica y colinérgica en
los dos primeros dias, una reduccion total a los 7 dias pero una recuperacion a los 21 dias
posteriores a la obstruccion vesical (Lasanen et al. 1992; Tammela et al. 1990). Los
mecanismos de degeneracion de estos nervios después de la distension vesical podrian ser
ocasionados por algun tipo de lesion mecanica directa, debido al sobrestiramiento de los
axones. También puede ocasionarse por una inadecuada irrigacion sanguinea a la pared
vesical y a sus nervios. Gabella y Uvelius (1990) observaron que la disfuncién vesical puede
estar relacionada a la hemorragia e isquemia, mas que por el estiramiento de los demas

componente de la vejiga urinaria.
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8. Experimento 3. Efecto de la DV sobre el transporte axonal de las neuronas vesicales:
sensoriales y posganglionares del GPM

8.1 Metodologia

En animales anestesiados, inmediatamente después de la DV, se realiz6 una laparotomia
para localizar a la vejiga urinaria. Se inyectd 5 pl de True Blue (Sigma-Aldrich, 4% de
concentracion) en la pared dorsal izquierda de la vejiga urinaria, en el domo, el cuerpo y en
la base (Fig. 27). Las inyecciones se realizaron con una aguja dental unida a una jeringa
Hamilton de 10 pl. Posteriormente se sutur6 la piel y la musculatura abdominal con sutura
absorbible. Los animales se mantuvieron en una plancha térmica hasta que se recuperaron
de la anestesia, después se trasladaron al bioterio. Después de 7 dias, las ratas fueron
nuevamente anestesiadas con pentobarbital sédico (60 mg/kg, IP) y se perfundieron
transcardialmente con 400 ml de solucién salina (0.09%), seguida por 400 ml de fijador
formalina al 4%. Se extirparon bilateralmente al GPM, y a los ganglios de la raiz dorsal de
T13-S2, y se sumergieron en sacarosa al 20% y 30% (4°C).

Los tejidos fueron embebidos en un medio de Tissue-Tek para su congelacién
(Sakura Finetek USA) y seccionados con un criostato a -25 °C (Leica CM1850) a 20 mp
longitudinalmente. Las secciones fueron montadas en portaobjetos con Poly-L-Lysina. Los
cortes fueron observados con un microscopio de fluorescencia Olympus BX41, equipado
con un iluminador vertical y un filtro de excitacion de 340-380 nm para la visualizacion de
las neuronas positivas al trazador True Blue.

Se realizd un escaneo de todos los cortes y se capturaron imagenes de todas las
neuronas positivas a este marcador para determinar la localizacion y en numero total de

neuronas posganglionares y sensoriales vesicales.

Fig. 27.
Esquema de
los puntos de
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8.2 Resultados

Las neuronas eferentes posganglionares vesicales se encontraron en la region craneal del
GPM, principalmente en dos zonas (Fig. 28).
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Fig. 28. A. Reconstruccion del GPM de un animal SH DV con true blue. Los puntos blancos
indican neuronas marcadas a true blue. Note la localizacion de las neuronas posganglionares
vesicales. B. Esquema del GPM, localizacién de las neuronas posganglionares vesicales y
estructuras adyacentes.
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Se encontraron 564 + 111 neuronas marcadas con true blue en el GPM de las

hembras SH DV (promedio del GPM derecho e izquierdo, dos animales) y 1110 neuronas

en los animales con DV (GPM derecho, un solo animal).

Las neuronas sensoriales vesicales se localizaron en los ganglios de la raiz dorsal,

T13 a S1, mayoritariamente en L6 (44 %). Estas se distribuyen a lo largo de todo el ganglio

(Fig. 29). Se encontrdé un menor nimero de neuronas sensoriales vesicales en los animales

con DV. La Tabla 10 resume el conteo de neuronas sensoriales positivas a true blue en ambas

condiciones.

Fig. 29. GRD L6 con neuronas marcadas a true blue. Note su distribucion.

Tabla 10. Nimero de neuronas sensoriales marcadas con True blue

GRD T13 L1 L2 L3 L4 L5 L6 S1

Sham 34 107 62 15 9 17 234 44
DV 15 67 56 15 4 4 162 97
% Sham 6 20 11 28 1.7 32 44 8.4
% DV 35 16 133 35 1 1 385 23

Total

522

420

100

100
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8.3 Discusion

Con los estudios de marcaje neuronal, hemos observado la localizacion de las neuronas
posganglionares y sensoriales vesicales en el GPM y en los GRD, respectivamente. Esto es
muy importante, ya que nos abre la oportunidad de realizar una mayor caracterizacion
diferencial de las neuronas que controlan a un 6rgano en especifico. Ademas de que permite
un analisis profundo de las posibles vias de dafio durante las patologias vesicales.

Las neuronas posganglionares vesicales se localizaron principalmente en dos zonas
de la region craneal del GPM. Esto est4 en desacuerdo con el trabajo de Keast y cols. (1989)
en ratas macho. Ellos encontraron que dichas neuronas estan a lo largo del GPM, sin
embargo, ellos mencionan que en dos animales s6lo encontraron neuronas marcadas en la
parte caudal del GPM y en un animal en la regién craneal. EI nimero total de neuronas con
true blue en el GPM en los animales SH DV estan en desacuerdo con el estudio de Steers et
al. (1990). Quienes encontraron aproximadamente la mitad de neuronas que lo encontrado
en este estudio, debido probablemente al trazador retrogrado que emplearon (Fluro-gold),
diferencias en la técnica de conteo o en el lugar de la inyeccion. Aunque son pocos animales,
los datos sugieren que la DV podria aumentar el nimero de neuronas marcadas con True
blue en el GPM. El aumento de neuronas positivas a true blue podria deberse a que los axones
lesionados tuvieron una mayor accesibilidad a recapturar el trazador.

Las neuronas sensoriales vesicales se localizaron en los GRD de T13-S1, siendo en
los GRD L6 y L1 en los que se encuentra el mayor porcentaje de las neuronas sensoriales
vesicales (64%). Esto esta en concordancia con Vera y Nadelhaft (1992), sin embargo ellos
encontraron un mayor nimero de neuronas sensoriales en cada ganglio que en este estudio.
La diferencia podria deberse al sitio de inyeccion del trazador, ellos inyectaron en la pared
ventral. En otro estudio también se encontr6 un mayor nimero de neuronas sensoriales de la
vejiga urinaria, sin embargo, no se indico el lugar de la inyeccion del trazador (Steers et al.
1991). En contraste a estos estudios, Yoshimura et al. (2003) inyectando en la parte dorsal
de la vejiga urinaria, encontraron alrededor del 10% de lo que observamos en el nimero total

de neuronas.

9. Discusién general
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Este trabajo presenta informacion sobre las caracteristicas anatomicas y de la inervacion
autonomica y somatica del AUG de ratas hembras intactas (SH DV) o con DV. Se encontré
que la DV estira a los nervios autondmicos y somaticos del AUG, lo que puede ser causal
de disfunciones urinarias y sexuales, tales como incontinencia y retencion urinaria, dolor
durante el coito o problemas para llegar al orgasmo. La distensién vesical ocasionada por la
retencion urinaria durante cuatro horas indujo una lesion estructural de la vejiga urinaria.
Esto puede ayudarnos a comprender la fisiopatologia de retencion urinaria observada en
mujeres durante el posparto.

Sugerimos que la DV, ademas de ser un modelo para el estudio de los mecanismos
que inducen incontinencia urinaria femenina, puede ser también un modelo de estudio de los
efectos de la retencion urinaria, patologia de gran prevalencia en pacientes posparto y

poscirugias.

10. Conclusiones
e La DV comprime a la uretra contra el hueso pélvico e induce retencion urinaria y
distension vesical.
e La distension vesical induce rotura vascular e infiltracion de eritrocitos y leucocitos
en la lamina propia vesical.
e LaDV estirael 90% de los nervios pélvicos y perineales.
e La DV lesiona a los nervios vesicales y a los nervios perineales somaticos, por

presion o estiramiento.

11. Perspectivas

Falta determinar el efecto de la DV sobre las funciones de los nervios lesionados, el
transporte axonal y la propagacion de los potenciales de accion. Es necesario realizar
estudios a corto y largo plazo sobre los efectos de la sobredistensién vesical en el masculo
detrusor, para observar si presenta hipocontractibilidad. Se deben de hacer estudios
conductuales en animales despiertos para conocer el efecto de la DV sobre la conducta de
miccidn, para poder corroborar las lesiones anatomicas con las funcionales. Asi también para
determinar si la disfuncion urinaria puede ser revertida o disminuida por tratamientos no
quirdrgicos tales como la estimulacion eléctrica.
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