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RESUMEN

Los ganglios pélvicos proveen la mayoria de la inervacion autonémica que recibe el aparato
urogenital. Hallazgos previos de nuestro grupo de trabajo demostraron que durante la
gestacion ocurre una reduccion transitoria del area del soma neuronal que es revertido en el
periodo postparto de la coneja. Utilizando disefios experimentales complementarios se ha
buscado aproximarnos a conocer el mecanismo involucrado. En este estudio se tuvo como
objetivo determinar la influencia que la experiencia reproductiva ejerce sobre las células de
la glia satélite (SGC) localizadas en los ganglios paravaginales de la coneja. Con tal fin se
utilizaron conejas controles (C), gestantes a término (G) y primiparas (P) en el dia 3
postparto en las que se realizO una caracterizacion de las SGC basada en la
inmunorreactividad anti-vimentina y anti-GFAP, asi como en la organizacioén histologica
revelada mediante tricromica de Masson. Los datos mostraron que las SGC expresan
vimentina y GFAP. En comparacién con el grupo C, la gestacion y la primiparidad
incrementron la intensidad del marcaje inmunorreactivo anti-GFAP. Aunque el nimero
promedio de SGC por neurona fue similar entre ambos grupos, se encontr6 que la gestacion
modifica la proporcion de neuronas rodeadas por mas de 2 SGC. Estos hallazgos sugieren
que la interaccidbn neurona-glia es relevante para la plasticidad morfométrica de las

neuronas de los ganglios paravaginales de la coneja.
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1. INTRODUCCION

1.1 Sistema Nervioso
El sistema nervioso esta organizado en dos partes: el sistema nervioso central (SNC)

formado por el cerebro y la médula espinal y el sistema nervioso periférico (SNP) formado
por los nervios que emergen de la médula espinal y conectan el SNC con todo el
organismo. El SNP puede clasificarse en somdtico y autonémico y éste ultimo en simpatico
y parasimpatico (Fig. 1) (Kenney y Ganta, 2014).
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Figura. 1 Division del Sistema Nervioso Autondmico (modificada de Fairman Studios

2003).



Los dos principales tipos celulares que constituyen el sistema nervioso son las
neuronas y las células gliales (Bramanti, y cols., 2010). Las neuronas estan involucradas en
la generacion y propagacion de potenciales de accion. Las células gliales, que en todo el
sistema nervioso exceden en nimero a las neuronas, son mas pequefias que estas y aunque
no participan directamente en la conduccidon de impulsos nerviosos, sus funciones de
soporte ayudan en la definicién, establecimiento y mantenimiento de los contactos
sinapticos y la habilidad de senalizacion neuronal; carecen de axones y dendritas y atn
cuando extienden procesos complejos de sus cuerpos celulares; éstos, son menos
prominentes que los de las neuronas y no tienen las funciones de los axones y las dendritas;
sin embargo, llevan a cabo funciones indispensables durante el desarrollo y en el
funcionamiento normal del sistema nervioso maduro (Jessen, 2004; Jessen y Richardson,
2001; Dale Purves, Augustine, y Fitzpatrick, 2004).

Durante el desarrollo postnatal del sistema nervioso ocurren diversas interacciones
celulares imprescindibles para la consolidacion de circuitos fundamentales para su
funcionamiento (Purves, Snider, y Voyvodic, 1988). En el establecimiento vy
mantenimiento de los contactos sinapticos, los factores troficos son cruciales, permitiendo
el intercambio y sefializacion de esta interaccion neurona-neurona en el SNC. En cambio,
las interacciones entre las neuronas y las células blanco, como las glandulares y las
musculares, son decisivas para la organizacion del SNP. En ambos casos, la estrecha
relacion entre las neuronas y las células gliales es critica para la organizacion y funcion del

sistema nervioso.

1.2 Células gliales
El término glia procede del griego "glia" que significa pegamento, presuncion del

siglo XIX de que estas células mantenian unido, de alguna manera, a todo el sistema
nervioso; este vocablo ha sobrevivido a pesar de carecer de alguna evidencia que la union
del sistema nervioso sea una entre tantas funciones de las células gliales. El papel de la glia
estd bien establecido e incluye: en el desarrollo del sistema nervioso, provee el andamiaje
para la migracion y establecimiento de las neuronas; en el adulto, actia en el
mantenimiento del entorno idnico de las células, modificando la propagacion de la sefial al

estar implicadas en la mielinizacion, modulan la sinapsis al capturar el neurotransmisor, son



capaces de transmitir sefiales a largas distancias in forma de ondas de calcio, proporcionan
soporte metabolico a las neuronas y forman parte en la regulacion del flujo sanguineo, asi
como ayudan en la recuperaciéon de dafio neuronal, son consideradas reservorio de
progenitores neuronales y en el sistema nervioso periférico, participan en la
compartamentalizacion de los axones, envolviendo los de las motoneuronas y las neuronas
sensoriales; en la axonogénesis y una vez que estos han madurado, en la generacion de
células gliales (Fig. 2) (Barry, Pakan, y McDermott, 2014; Garratt, y cols., 2000; Halassa,
Fellin, y Haydon, 2007; Marina, y cols., 2016; Purves y cols., 2004; Scemes y Giaume,
2006; Taveggia, 2016).

Las células gliales del SNC son astrocitos, oligodendrocitos, glia radial, y microglia
(Fig. 3), mientras que en el sistema nervioso periférico se encuentran las células de
Schwann que recubren a las fibras nerviosas, células de glia entérica que estan en el sistema
nervioso entérico y las células de glia satélite, que es una glia especializada que se

encuentra en ganglios sensoriales y ganglios simpéaticos y parasimpaticos ( Hanani, 2010).
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Figura. 2 Diferenciacion de las células gliales (Modificada de Bayraktar y cols., 2015).

1.2.1. Células Gliales de Sistema Nervioso Central

1.2.1.1. Astrocitos
Los astrocitos son las células gliales mas abundantes en el SNC, estan restringidas a

cerebro y médula espinal, practicamente constituyen un tercio de las células del cerebro y



ocupan territorios definidos por dominios funcionales (Chung y cols., 2013), tienen una
apariencia de estrella por los procesos que elaboran (de ahi su prefijo astro). Como todas las
estirpes de glia, los astrocitos fueron considerados durante mucho tiempo elementos
pasivos que mantenian a los circuitos neuronales proveyendo soporte estructural y
metabdlico a las neuronas. Actualmente se considera que la principal funcion de los
astrocitos es mantener, de una manera diversa, un apropiado ambiente quimico para la
sefializacion neuronal (Clarke y Barres, 2013). En los afios 90 estudios en cultivo de
astrocitos revelaron que mostraban una forma de excitabilidad basada en variacion de
concentraciones de calcio; asi, en los ultimos 20 afios se ha acumulado evidencia que
permite establecer el concepto de sinapsis tripartita, en el que estas células son reconocidas
como potentes reguladores de la comunicacion sindptica y la plasticidad que estan
directamente involucradas en el procesamiento y almacenaje de la informacion (Perea y
col., 2009). Como resultado de una compleja interacciéon con elementos tanto pre- como
post-sinapticos, los astrocitos remueven el exceso de neurotransmisor en la comunicacion
sinaptica (Pellerin y cols., 2007; Zuchero y Barres, 2015). Los astrocitos forman
mecanismos de defensa antioxidantes, actuando como mediadores de la sobrevivencia de
las neuronas, participan en la regulacién del K y proveen soporte metabdlico a las
neuronas(Allen, 2014; Jessen, 2004; Karki y cols., 2014). Estan localizados junto a las
neuronas, tienen procesos radiales que les permiten estar en contacto con los somas de las
neuronas asi como con sus prolongaciones, y presentan heterogeneidad en el perfil de
expresion de acuerdo a la region del SNC que ocupan (Bayraktar, y cols., 2015). Los
astrocitos no solo participan en la fisiologia normal, como podria ser la formacion de
sinapsis y establecimiento de espinas dendriticas durante el desarrollo del cerebro, ademas
estan involucrados en lesiones agudas y procesos patologicos cronicos en el SNC (Attwell
y cols., 2011; Bushong, y cols., 2002; Garden y Campbell, 2016; Halassa y cols., 2007,
Marina y cols., 2016; Zuchero y Barres, 2015).

1.2.1.2 Oligodendrocitos
En el SNC los oligodendrocitos envuelven multiples axones neuronales con mielina,

una estructura membranal de capas concéntricamente acomodadas que estan intimamente



relacionadas con los axones (Barbarese y Pfeiffer, 1981; Hughes y Appel, 2016). La
longitud y grosor de estas capas en un solo oligodendrocito puede variar de manera
considerable; esta mielina ayuda a la ripida transmision sinaptica, reduce costos
energéticos neuronales y provee soporte metabdlico a los axones (Lee y cols., 2012).
Dentro del oligodendrocito el programa de mielinizacion es controlado por el nucleo, pero
puede también estar controlado localmente por la dependencia de la actividad sinaptica, los
transcritos de la proteina basica de mielina (MBP) son transportados a los procesos de los
oligodendrocitos y traducidos proximos al contacto con el axén (Ainger y cols., 1993) . La
MBP es utilizada como biomarcador de oligodendrocitos, le confiere la caracteristica a la
materia blanca y se ha utilizado como un marcador en dafio isquémico o lesiones
traumaticas o degeneracion en el cerebro (Garden y Campbell, 2016). Durante el desarrollo
los oligodendrocitos son generados de células precursoras de oligodendrocitos (OPCs)
generadas en zonas especificas de la corteza cerebral y de la médula espinal de donde
migran y posteriormente proliferan para poblar el sistema nervioso completamente

(Crawford, y cols., 2016; Hughes y Appel, 2016).

1.2.1.3. Glia radial
En el SNC, las células son generadas en diferentes sitios de aquellos donde residiran

mas tarde. En los estadios iniciales del desarrollo se favorece una migracion radial: en la
corteza cerebral las neuronas jovenes migran a través de la guia de la glia radial, tomando
su posicion final a lo largo de su vector radial lo que puede verse influenciado por axones
aferentes (Gotz y Huttner, 2005; Kriegstein y Alvarez-buylla, 2011). En el cerebelo en
desarrollo es esencialmente similar, aun cuando la migracion de las células granulares es en
direccion reversa desde la superficie externa hacia el interior pasando por las dendritas y
somas de las células de Purkinje, hasta su lugar y esta guia radial la llevan a cabo las

células gliales de Bergmann (Sidman y Rakic, 1973).
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Figura 3. Las cé¢lulas gliales del SNC son: A) astrocitos, B) oligodendrocitos, C) glia radial
y D) microglia,

En la corteza cerebral de mamiferos en desarrollo, las células de glia radial son
resultado de la transicion de las células neuroepiteliales. Estas dejan de expresar
caracteristicas de células epiteliales y empiezan a presentar marcadores de astroglia y
empiezan su transformacion a glia radial presentando granulos electrodensos de glucoégeno
y la expresion de proteinas especificas de astrocitos como transportadores a glutamato (p.ej.
GLAST), S100pB, vimentina y la proteina de cerebro que une lipidos (BLBP por sus siglas
en inglés)(Campbell y Gotz, 2002; Gotz y Huttner, 2005). La emergencia de la glia radial
apical ocurre en la zona ventricular, donde se forman progenitores intermedios que migran
formando la zona subventricular pero aun estan ancladas a la parte apical; una vez que
retraen este proceso apical estos progenitores intermedios pueden formar neuronas (De
Juan Romero y Borrell, 2015).

La glia radial es fundamentalmente transitoria en los mamiferos y actia como
progenitores de componentes estructurales y funcionales del desarrollo del SNC. La
diferenciacion de la glia radial puede dar origen a astrocitos y células ependimales en el
estado adulto(Chanas-Sacre, y cols., 2000; G6tz y Huttner, 2005; Kriegstein y Alvarez-
Buylla, 2009; Malatesta, y cols., 2000). Sin embargo, en algunas zonas del sistema nervioso
adulto, pueden ser encontradas en nichos muy especializados en donde funcionan como
progenitores celulares (p.ej. las llamadas células B de la zona subependimal en el ventriculo

lateral, las células tipol de la zona subgranular del giro dentado del hipocampo, o los



tanicitos que bordean el ventriculo hipotalamico) (Anthony y cols., 2004; Hartfuss y cols.,
2001; Rakic, 2003)atos recientes implican a la glia radial en la vascularizacion de la corteza
cerebral (Dimou y G6tz, 2014; Morrens, van den Broeck, y Kempermann, 2012).

En el cerebelo, las células gliales de Bergmann presentan multiples procesos
ascendentes que cruzan la capa molecular formando palizadas paralelas a lo largo del eje
longitudinal de la folia, en el desarrollo estas células proveen la guia para la migracion de
los distintos tipos celulares pero también regulan la elongacion bidireccional de axones y
dendritas (Carletti y Rossi, 2007; Eiraku y cols., 2005; Rakic y Sidman, 1973; Rakic,
1971). En el estado adulto, las células gliales de Bergmann hacen contacto con los vasos
sanguineos y por otra parte envuelven completamente la sinapsis entre las fibras paralelas o
las fibras trepadoras y las células de Purkinje por lo que en esta posicion estratégica las
células gliales de Bergmann son capaces de detectar la actividad sinaptica y tener una
conexion con la circulacion local (Buffo y Rossi, 2013; Carletti y Rossi, 2007; Yamada y
Watanabe, 2002). En la retina, las células gliales de Miiller, nombradas asi por su
descubridor Heinrich Miiller en el siglo XIX, representa la glia que extiende sus procesos a
todo lo largo de la retina, desde la membrana exterior hasta la membrana interna (Goldman,
2014; Surzenko, y cols., 2013). Las células gliales de Miiller presentan una serie de
funciones que van desde andamios en la organizacion de la retina, como transductor de la
luz hasta la formacion de la barrera hemato-retina, ademas de jugar un papel importante en
la salud y enfermedad de la retina, también sirve como proveedor de alimento y reserva de
energia y mantenimiento de la homeostasis celular (Faissner y Reinhard, 2015).

Aparte de papel como progenitores o reservorios neuronales y de guias en la
migracion neuronal, la glia radial también facilita la formacion y compartamentalizacion de
la materia blanca y en la médula espinal, finamente organizada los procesos de la glia
radial, crean limites que separan a los axones nacientes del tracto dorsal emergente y la
materia blanca lateral, permitiendo primeramente la organizacion de la axogénesis y cuando
este tracto axonal ha madurado genera células gliales (Barry y cols., 2014; Ma y cols.,

2013).



1.2.1.4. Microglia
Pio del Rio Hortega introdujo el concepto de microglia como un elemento celular

definido en el SNC, en un capitulo del libro “Citologia y patologia celular del sistema
nervioso” publicado en 1932. Las células de la microglia juegan un papel critico como
células inmunocompetentes y fagociticas en el SNC, participan en eventos de respuesta
inmune innata, participan en la respuesta a infeccion, inflamacién, trauma, isquemia y
neurodegeneracion todo esto a través de una serie de sistemas de sefalizacion (Rivest y
ElAli, 2016; Tong y Vidyadaran, 2016; Xiong, Liu, y Yang, 2016). Cuando estas sefiales
son recibidas, la microglia responde rapidamente cambiando su morfologia, funcién y
expresion de genes. El comportamiento de la microglia en respuesta a sefiales inflamatorias
ha sido denominado como activacioén de la microglia (Thomas, 1992; Gonzéalez-Scarano y
Baltuch, 1999; Kettenmann, y cols., 2011; Kreutzberg, 1996; McGeer y McGeer, 1995;
Perry y Gordon, 1988).

Las células de microglia son de origen mesodérmico derivadas de monocitos
circulantes o de células precursoras del linaje monocitico-macroéfago que se origina en la
médula 6sea y que ingresan al SNC en la embriogénesis muy temprana y se transforman en
una forma celular relajada y ramificada de microglia en el CNS maduro (Kim y Cho, 2016;
Rivest y ElAli, 2016)Esta constituye de 5 a 20% de la poblacion de glia, se encuentra en
menor cantidad en la materia blanca que en la gris y de acuerdo con el microambiente su
morfologia y expresion de antigenos de superficie celular cambia (Marina y cols., 2016). La
microglia comparte algunos marcadores del linaje de células del sistema inmune como
CDl1a, CD11b, CD1l1c, CD18, CDA45, el antigeno comun de linfocitos (LCA) y moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) del tipo I y tipoll, por lo que son
conocidas como células presentadoras de antigenos; elaboran y secretan citoquinas,
proteinas de bajo peso molecular entre las que se encuentra Interleucinas (ILs),
interferones (IFNs), factores de necrosis tumoral (TNFs), factores estimulantes de colonias
(CSFs), factores de crecimiento transformantes (TGFs) entre otros (Aloisi y cols., 1997;
Chao y cols., 1992; Chauvet y cols., 2001; Domingues y cols., 2016; Koka y cols., 1995;
Marina y cols., 2016; Nagai y cols., 2001; Stalder y cols., 1997). Estas citoquinas pueden
participar en una gran variedad de respuestas biologicas entre las que se incluyen

crecimiento desarrollo y modulacién de la inflamacién y de la respuesta inmune y la



regulacion de la homeostasis (Garden y Campbell, 2016; Kim y de Vellis, 2005; Marina y
cols., 2016).

1.2.2. Células gliales del sistema nervioso periférico
El SNP tiene su origen en las células de la cresta neural, estas se localizan en el

borde de los dobleces del tubo neural que se fusionan y forman el tubo y la cresta neural y
se separan ambos del ectodermo del cual se derivan; estas poblaciones celulares fueron
observadas por Wilhem His a mediados del siglo XIX (Le Douarin y Dupin, 2016). De
estas células derivan las neuronas sensoriales, neuronas postganglionares, células de
Schwann, células satélites de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) y ganglios autonémicos
(Fig. 4). Las células de la cresta neural migran de tres vias, la ruta més dorsal da origen a
los melanocitos, la via intrasomitica genera los ganglios de la raiz dorsal compuesta de
células sensoriales y sus células satélites y la migracion ventromedial permite la formacion
de ganglios autonémicos (Catala y Kubis, 2013; Kaltschmidt y cols., 2012; Lee y cols.,
2003).

Cresta neural

Ectodermo

Células de miisculo liso Osteoblastos Adipocitos Condrocitos Melanocitos Células de Schwann Neuronas
Osteoclastos

Figura 4. Origen de las células del SNP (modificada de Kaltschmidt y cols., 2012)



1.2.2.1. Células de Schwann
Las células de Schwann se originan en la cresta neural ( Jessen y Mirsky, 1994),

durante el desarrollo la mayoria de las células emergen de la parte dorsal del tubo neural, a
partir de una poblacidbn migratoria pluripotente denominada células de Schwann
precursoras (SCP), en roedores aparece entre los dias del estado embrionario 12y 14 ; se
transforman en las células de Schwann inmaduras entre los dias 13 y17 dependiendo del
roedor que hablemos, su diferenciacion final forma dos distintas poblaciones de células de
Schwann maduras que son dependientes de manera muy importante de las sefales; ya sea
de factores de sobrevivencia, mitogénicos y de sefales de diferenciacion que envian los
axones con los cuales estdn asociadas (Corell y cols., 2010; Le Douarin y Dupin, 2016;
Stewart y cols., 1995; Woodhoo y Sommer, 2008).

Una caracteristica notable en estas células es la plasticidad, pues estas células
maduras mielinizantes o no, pueden revertir su fenotipo a un fenotipo similar al de células
de Schwann inmaduras como respuesta a un dafio en los nervios (Armati y Mathey, 2013).
Entre los marcadores utilizados para estas células se encuentran AP2a, Cadl9 y otros mas
que se utilizan para conocer el estado de maduracion de las células de Schwann (Jessen y
Mirsky, 2013; Jessen y Mirsky, 1983; Woodhoo y Sommer, 2008). La mielina es una
adaptacion fundamental de los vertebrados (Glenn y Talbot, 2013; Stolt y Wegner, 2015).
Las fibras mielinizadas son esenciales para la propagacion eficiente del impulso nervioso a
lo largo de los axones, que mantienen una comunicacién permanente y continua con las
células gliales para el correcto desarrollo del sistema nervioso y de esta manera asegurar la
transmision eficiente del impulso eléctrico (Auld y Robitaille, 2003; Mirsky y Jessen, 2009;
Stolt y Wegner, 2015). Los axones proveen de factores tréficos y mitogénicos a las células
de Schwann que participan en el desarrollo, sobrevivencia del axon y en la formacion de
nodos de Ranvier, asi como mantener la posicion de las motoneuronas en la médula espinal.
En el SNP quien controla la mielinizaciéon axonal es la neuregulina 1 tipo III (NRGI)

(Garratt y cols., 2000; Nave y Salzer, 2006; Taveggia, 2016).

1.2.2.2. Glia entérica
El sistema nervioso entérico, descrito a finales del siglo XIX, es la mas grande

division del sistema nervioso autonémico y consiste de unas 100 millones de neuronas



entéricas rodeadas por hasta siete veces mas de células gliales, contenidas en dos
principales plexos (submucosomal y mientérico) en la pared del intestino (Cabarrocas y
cols., 2003; Furness y cols., 2014a). Este sistema controla el peristaltismo, el intercambio
de fluidos a través de la mucosa y la regulacion del flujo sanguineo (Furness y cols., 2014b;
Neunlist y cols., 2014)La primera observacion de las células de glia entérica fue reportada
en 1899 por Dogiel y por muchos afios fueron consideradas como células de Schwann. A
principios de la década de 1970, Gabella establecidé que eran un tipo de glia Unico
diferenciandolas de otras en el sistema nervioso periférico para 1981 y las denominé como
glia entérica (Gabella, 1981; Gulbransen y Sharkey, 2012; Jessen y Mirsky, 1980; Sharkey,
2015). La glia entérica es una poblacién de células de glias no mielinizantes, con forma
estrellada irregular, pequefias y que estan asociadas con los cuerpos de las neuronas, son
derivadas de precursores gliales originados de la cresta neural que colonizan el tracto
intestinal en el estado embrionario y que en estado embrionario avanzado ya se diferencian
a glia ( Jessen y Mirsky, 1980). Las células de la glia entérica expresan marcadores o
proteinas especificas de células gliales como proteina glial fibrilar acidica (GFAP) y
requiere de neuregulina para sefializar via el receptor ErbB3 cuando son inmaduras; al
alcanzar la madurez expresan ademdas vimentina (proteina de filamentos intermedios),
conexina 43 (Cx43) proteina que forma parte de los hemicanales, SI00B proteina que une
calcio y expresan algunas moléculas no astrociticas como Sox8,9 y Sox10 que actian como
factores de transcripcion propio de oligodendrocitos (Ferri y cols., 1982; Gershon, 2011;
GrubiSi¢ y Gulbransen, 2016; Jessen y Mirsky, 1983; Lake y Heuckeroth, 2013). Las
células de la glia entérica expresan ademas algunos subtipos de receptores purinérgicos,
colinérgicos, catecolaminérgicos, glutamatérgicos y serotonérgicos entre otros (Boesmans y
cols., 2013; Gulbransen y Sharkey, 2012; Jessen y Mirsky, 1983)Entre sus funciones, entre
tiene un papel activo con los circuitos neurales que controlan motilidad y secretan factores
que son importantes para la diferenciacion, adhesion, migracion y proliferacion de las
células epiteliales asi como para la regulacion de la funcion de barrera intestinal (Coelho-
Aguiar y cols., 2015; Grubisi¢ y Gulbransen, 2016; Gulbransen y Sharkey, 2012; Jessen y
Mirsky, 1983; Sharkey, 2015).



1.2.2.3. Glia satélite
El SNP no solo esta formado de fibras nerviosas, incluye ganglios que pueden ser

divididos en sensoriales y autonémicos, y en estos ganglios se encuentran los cuerpos de las
neuronas y un tipo especilaizado de células gliales, las células de glia satélite (SGC) que
rodean las neuronas de ganglios sensoriales, simpaticos y parasimpaticos, cada una de las
neuronas de estos ganglios se encuentra rodeada por mas de una SGC y constituyen una
distinta unidad funcional (Pannese, 1981). Las SGC se encuentran conectadas entre ellas
por uniones comunicantes y adhesivas y separadas de las vecinas por tejido conectivo
(Pannese, 1981; Pannese, 2010).

Las SGC se derivan de las células pluripotentes de la cresta neural (como las células
de Schwann), su morfologia es laminar, de forma irregular que no tiene procesos, son
mononucleares (Hanani, 2005). Cada neurona sensorial esta envuelta con su o sus propias
células de glia satélite y hasta la porcion proximal del axon, en los ganglios autondmicos
simpaticos y parasimpaticos las neuronas también estdn envueltas en SGC, pero esta glia
también rodea las terminales axonicas que hacen contacto sindptico con los somas de las
neuronas ganglionares (Hanani y cols., 1999). La funcién de las SGC es la de mantener las
caracteristicas fenotipicas de las neuronas ganglionares. Cada cuerpo neuronal esta rodeado
de SGC conformando una unidad distinta morfoldgica y funcionalmente (Costa y Neto,
2015; Hanani y cols., 2002). Las SGC estan conectadas entre si por uniones comunicantes
y adhesivas, fisiolégicamente se comportan como los astrocitos de SNC, comparten con
estas la regulacion de la concentracion de iones del espacio extracelular y el reciclamiento
de neurotransmisores ( Hanani, 2005; Huang y cols., 2013). La distancia entre la célula
glial y la neurona que envuelve es de aproximadamente 20nm, pero aun cuando estdn
cercanas existe el intercambio de moléculas entre ambas células y una minima cantidad de
estas sustancias podria llevar un gran cambio, pero volimenes pequefos hacen mas
efectivo el control del ambiente extracelular entre ambas células (Hanani, 2010).

El grosor de la envoltura de SGC es altamente variable y puede ir de una simple
capa o hasta diez capas, cada capa tiene un grosor de 0.lum y puede envolver algunas
sinapsis axo-dendriticas muy cercanas al soma de la neurona y sinapsis axo-somaticas
(Hanani, 2010) . Se ha sugerido que las SGC estan involucradas en el mantenimiento y
remodelacion de las sinapsis, en la regulacion de iones y el reciclamiento de

neurotransmisores (Costa y Neto, 2015; Hanani, 2005, 2010; Pomeroy y Purves, 1988); en



la nutricion neuronal, en la homeostasis y en los procesos apoptéticos (Siemionow, y cols.,
2009). Los diferentes marcadores de las SGC incluyen GFAP, glutamina sintetasa (GS),
S100B, vimentina, canalaes de potasio tipo Kird.1, receptores P2Y, P2X;, péptido
relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), sustancia P, receptores de citoquinas y
quimiocinas (TNFa, IL-1 y endotelina-B) y receptores NMDA y transportadores de
GABA(Callahan y cols, 2008; Costa y Neto, 2015). El ATP parece ser un mediador entre
las neuronas y las células gliales, y expresan el receptor nicotinico para acetilcolina

(Hanani, 2010).

1.3. Sistema nervioso y experiencia reproductiva
El repertorio funcional del SNA tiene un papel esencial en la regulacion, integracion

y orquestacion de los procesos entre los diversos sistemas fisiologicos. Los sistemas
simpatico y parasimpatico trabajan en conjunto para regular las funciones viscerales como
la respiracion, funciones cardiovasculares, digestivas y endocrinas. El sistema nervioso
simpatico inerva muchos organos blanco que son tonicamente activos regulando de forma
selectiva los niveles y frecuencia de respuesta de los 6rganos que controla. El sistema
nervioso parasimpatico inerva multiple 6rganos y sistemas y juega un importante papel en
la regulacion de las funciones fisiologicas, tiene proyecciones extensas pero que no afectan
sus funciones en el control del sistema cardiovascular, en el control de la musculatura del
0jo, en la funcién de glandulas en la cabeza como las salivales o lacrimales, en los sistemas
digestivo y broncopulmonar, ni en el control de las funciones renales y pélvicas (Kenney y
Ganta, 2014; Taylor y cols., 2014).

Las neuronas preganglionares del Sistema Nervioso Autondmico parasimpatico o
sistema craneo-sacral, estdn localizadas en los nucleos de los nervios craniales III, VII, IX y
X y en la materia gris intermedia de los nervios sacroespinales S2 a S4 y finalizan en los
ganglios viscerales o intramurales, cerca de los organos que innervan. Estas neuronas
preganglionares utilizan acetilcolina (ACh), como principal neurotransmisor en las sinapsis
ganglionar, activando receptores nicotinicos y permitiendo una respuesta rapida. Las
neuronas postganglionares también utilizan ACh pero éste neurotransmisor se une a

receptores muscarinicos en el tejido blanco (Catala y Kubis, 2013; Furness, 2006).



Los ganglios pélvicos contienen una mezcla neuronas postganglionares simpaticas
(mayoritariamente noradrenérgicas) y parasimpaticas (colinérgicas); en la mayoria de los
mamiferos , forman un plexo que se distribuye a los organos pélvicos, en los roedores las
neuronas se concentran en un ganglio que inerva una proporcion de los érganos pélvicos.
Tanto en aves como en mamiferos esta neuronas simpaticas y parasimpaticas del plexo
pélvico se originan en las células de la cresta neural sacral (Furness, 2006; Young y cols.,
2011)

La plasticidad es una propiedad intrinseca del sistema nervioso que le confiere la
capacidad de reorganizacion estructural y/o funcional en respuesta a estimulos internos y
externos recibidos a lo largo de la vida de un individuo. Puede ocurrir a nivel central y
periférico permitiéndole conseguir adecuadamente las conexiones entre neuronas y
efectores como musculos y glandulas. Esta propiedad es particularmente importante ya que
permite la adaptacion del sistema nervioso periférico de acuerdo con el crecimiento y las
distintas etapas del desarrollo de los organismos. Entre estas ultimas, la experiencia
reproductiva de las hembras de mamiferos implica una serie de cambios corporales

transitorios que ponen a prueba la plasticidad del sistema nervioso periférico.



2. ANTECEDENTES

La mayor parte de la inervacién autondmica del aparato urogenital proviene del
plexo pélvico, formado por nervios y ganglios adosados a las visceras pélvicas ( Keast,
2006). En la mujer esta plexo se conoce como plexo hipogastrico inferior mientras que en
la gata, la coneja y la perra se denomina plexo pélvico (Dail, 1996; Imai y cols., 2006;
Langley y Anderson, 1896; Li y Masuko, 2001). Especies de roedores como la rata y el
raton se caracterizan por la presencia de agrupaciones ganglionares macroscopicas, como el
ganglio pélvico principal en la rata macho y el ganglio paracervical en la rata hembra (Dail
1996). De manera general, los ganglios del plexo pélvico se conocen como ganglios
pélvicos. Estos reciben conexiones de los segmentos sacros de la médula espinal (a través
del nervio pélvico en animales y del esplacnico en el humano) y de los segmentos lumbares
(a través del nervio hipogdastrico) como se muestra en la Figura 5. Por lo tanto, son ganglios
mixtos que contienen neuronas simpaticas y parasimpaticas. Algunos de ellos estan
adosados o dentro del 6rgano blanco y de ahi reciben su nombre (Jobling, y cols., 2014),
como el ganglio vesical, el ganglio prostatico, el ganglio paracervical y los ganglios
paravaginales, estos Ultimos en el tejido adventicio adosado a la pared dorsolateral de la
vagina en el galago (Kanagasuntheram y Verzin, 1964) y el conejo (Langley y Anderson,

1896).

Figura 5. Esquema del plexo pélvico de la coneja a)

rama vesical, b) fibra vesical ¢) nervio pélvico d)

filamentos posteriores del nervio pélvico. S) fibras
provenientes de la raiz dorsal de las vertebras sacras

(Tomada de Langley y Anderson, 1896).




La mayoria de las neuronas pélvicas son colinérgicas o noradrenérgicas y solo una
minoria de ellas expresan ambos o ninguno de ellos (Jobling y cols., 2014). Ademds de
estos dos neurotransmisores, las neuronas pélvicas sintetizan o almacenan otros
neuromoduladores. En general, las neuronas pélvicas noradrenérgicas expresan el
neuropéptido Y (NPY), mientras que las colinérgicas expresan el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) y la sintetasa del oxido nitrico y algunas otras utilizan ATP como
neurotransmisor (Jobling y cols., 2014). El patréon de expresion de esos neurotransmisores
puede variar en funcion del género y la especie, por ejemplo el NPY se expresa en todas
las neuronas simpdticas y parasimpaticas que inervan vejiga y recto, pero no expresan
somatostatina que si la expresan las neuronas de los cobayos y los cerdos (Keast, 2006).
Ademas existen diferencias en el tamafio y forma, mientras en el ganglio pélvico de la rata,
sus neuronas noradrenérgicas son mucho mas grandes que las colinérgicas, para lo que no
se ha encontrado una clara explicacion, en tanto que la forma de éstas es mayormente
monopolar, en tanto que en cobayo donde si existe un plexo muchas de sus neuronas tienen
dendritas (Hondeau y cols, 1995; Kanjhan y cols., 2003; Keast, 1995) .

En nuestro grupo de investigacion hemos observado consistentemente nervios y
ganglios en el tejido paravaginal dorsolateral de la coneja (Castelan y cols., 2013). Los
ganglios paravaginales forman parte del plexo pélvico (Langley y Anderson, 1896).
Frecuentemente se observan con formas circulares y ovales, aunque en ocasiones tienen
una forma de baston. Con prolongaciones citopldsmicas escasas, la mayoria de las neuronas
ganglionares son de tamafio diverso, y presentan forma poligonal u ovoide. Los nucleos de
las células de la glia satelital ganglionar se observan alrededor de los somas de las neuronas
y en el espacio entre estos. La inmunorreactividad anti-B-tubulina III evidencia axones
cortados transversal y longitudinalmente. Los ganglios paravaginales contienen neuronas
noradrenérgicas presentando inmunoreactividad positiva para tirosina hidroxilasa 'y
colinérgicas que muestran inmunoreactividad positiva para acetilcolina transferasa, siendo

estas ultimas las que predominan (Fig. 6) (Castelan y cols., 2013).



Figura 6. Fotografia que muestra ganglios paravaginales que forman parte del plexo
pélvico de la coneja en el panel A se muestra una tincion tricromica de Masson, en el
panel Bse observan las neuronas que son inmunoreactivas a 3-Tubulina III; en el panel
C se pueden observar las neuronas parasimpaticas que son reactivas a Acetil Colina
Transferasa y en el panel D se observan aquellas neuronas que son simpaticas,
correspondientes a las inmunoreactivas a Tirosina Hidroxilasa; y en el panel E y F se

muestra inmunoreactividad a receptores de Estrégenos o y B respectivamente (Tomada
de Castelan y cols., 2013)

La experiencia reproductiva produce cambios en los ganglios paravaginales,
particularmente en aquellos localizados alrededor de la desembocadura uretral en la vagina
pélvica (Castelan y cols., 2013). Datos obtenidos por nuestro grupo de investigacion
muestran que la multiparidad, después de cuatro partos consecutivos, promueve un
desarreglo en la matriz extracelular y contenido de colageno de los ganglios paravaginales
(Fig. 7), el area de las neuronas ganglionares es mayor en comparacion con la de conejas
virgenes y lo mismo se observd para los nervios localizados en el mismo campo que los
ganglios (Xelhuantzi y cols., 2014). De manera interesante, se encontré un 30% menos de
neuronas ganglionares en los ganglios de las conejas multiparas de la misma edad (Castelan

y cols., 2013). La gestacion y el parto afectan la morfologia de las neuronas ganglionares.



Se ha reportado que no existen diferencias en el nimero de ganglios, neuronas por ganglio
y nervios en conejas gestantes a término y primiparas 3 dias posparto comparadas con
conejas virgenes de la misma edad pero que tanto el 4area del soma de la neurona asi como

el area ganglionar es menor (Castelan y cols., 2013).

Figura 7. Fotografia representando las caracteristicas histologicas de un corte cranial
uretral de la vagina pélvica de las conejas. Nomenclatura Y para jovenes A para adultas
mayores, N para nuliparas y M para multiparas (Modificada de Xelhuantzi y cols., 2014).

En un modelo artificial en el cual se utilizaron conejas ovariectomizadas y
ovariectomizadas con reemplazo hormonal se observd que el area del ganglio es menor en
el grupo ovariectomizado con respecto al grupo control y el reemplazo hormonal no
revierte tal efecto; para el area del soma de las neuronas también se observd una
disminucioén en el grupo ovariectomizado con respecto al grupo control y este parametro es
revertido con el reemplazo hormonal. Dado que las neuronas paravaginales expresan
receptores de estrogenos (RE) de los subtipos alfa y beta es posible proponer que esta
plasticidad morfométrica estd relacionada con la sensibilidad estrogénica neuronal. Sin
embargo, las células de la glia satélite también podrian estar involucradas ya que son
igualmente sensibles a estrogenos y, al parecer, su respuesta podria estar relacionada con la
expresion de factores neurotroficos capaces de influir en la plasticidad morfométrica de los
ganglios paravaginales (observaciones preliminares).

Las células de glia satélite, son células laminares, de forma irregular, generalmente

mononucleares, no presentan procesos como tal, se encuentran envolviendo a las neuronas



en los ganglios, estas envolturas de varias células de glia satélite forman capas continuas
que rodean a una neurona y forman una unidad morfologica y funcional (Fig.8)
(Siemionow y cols., 2009). Las células satélite expresan glutamina sintetasa (GS), proteina
acida fibrilar glial (GFAP), proteinas S100, receptores para endotelinas, receptores a
bradikinina, receptores PY2, receptores a NGF, receptores a acetilcolina, receptor a
eritropoyetina, transportadores de GABA y de Glutamato (Hanani, 2005). Al estar
alrededor de las neuronas permitirian un mayor aislamiento de las neuronas para los
cambios que pudieran tener lugar en el ambiente circundante ( Hanani, y cols., 1999).
GFAP ha sido usado como un indicador de respuesta de las células gliales a dafio en el
SNC (Gonca y cols., 2005) y su expresion aumenta en procesos de inflamacion en las
células de glia satélite de los ganglios de la raiz dorsal, indicando el papel de las SGC en la
recuperacion después de una lesion, en algunos modelos animales de dolor, sobre todo en
roedores se ha visto que las lesiones por axotomia, inflamacién o constriccion no solo se
induce cambios en las neuronas sino también en las SGC (Costa y Neto, 2015; Siemionow
y cols., 2009).

En los ganglios espinales de conejos la relacion cuantitativa entre neuronas y SGC
estd altamente controlada a lo largo de la vida, sugiriendo que las neuronas liberan sefales
que influyen en el volumen de sus SGC asociadas, como estas tiene un papel muy
importante en el soporte metabolico de las neuronas que rodean, se ha observado que una
reduccion en el volumen de estas SGC en la edad avanzada, acompafiada de una reduccion
en las funciones que juegan, con consecuencias negativas para la actividad neuronal

(Martinelli, y cols., 2006).



SGC

Figura 8. Esquemas representando neuronas rodeadas con células de glia satélite (SGC)
en el panel A ganglio simpatico (a) axén (d) dendrita (s) sinapsis, en el panel B ganglio
parasimpatico (c) calix (modificado de Hanani 2010).



3. JUSTIFICACION

Las células gliales son importantes en el desarrollo del sistema nervioso y en la formacion
de contactos sindpticos o en la remodelacion sindptica (Pomeroy, y cols., 1996), pero su
papel en los ganglios autonémicos no es entendido, por lo que resulta pertinente estudiarlas

en procesos de cambios estructurales de estos ganglios.



4. HIPOTESIS

La experiencia reproductiva modifica el nimero de células de la glia satélite asociadas con

las neuronas paravaginales de la coneja.



5. OBJETIVO

5.1 Objetivo General

Determinar la influencia que la experiencia reproductiva ejerce sobre las células de la glia

satélite localizadas en los ganglios paravaginales de la coneja.

5.2 Objetivos particulares
5.2.1. Establecer las condiciones experimentales para identificar las células de

la glia satélite de los ganglios paravaginales mediante marcaje
inmunohistoquimico.
5.2.2. Cuantificar el nimero de células de la glia satélite asociadas con las

neuronas paravaginales en conejas nuliparas, gestantes y primiparas.



6. METODOLOGIA

6.1 Animales y grupos

Se utilizaron conejas (Oryctolagus cuniculus) de la raza Chinchilla de 6 meses de
edad, que fueron mantenidas en el bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta
de la Universidad Autonoma de Tlaxcala. Las conejas fueron alojadas en jaulas
individuales de acero inoxidable (50 x 60 x 40 cm) en condiciones ambientales habituales
(16 h / 8 h de luz y oscuridad; T= 22 £+ 2°C) y se alimentaron con croquetas (Conejina
Purina) y agua ad libitum. Se tuvieron 3 grupos (n=6, c/u): conejas virgenes (V); conejas
gestantes a término (G) y primiparas de 3 dias posparto (P3). El uso y manejo de estos
animales para experimentacion fué aprobado por la Comision de Bioética sobre el Uso de
Animales de Laboratorio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad

Autonoma de Tlaxcala.

6.2 Condicion fisioldgica

Las conejas gestantes y primiparas tuvieron su primera copula (dia O de gestacion) a
los seis meses de edad con machos de la colonia, durante 30 minutos. Las conejas virgenes
fueron sacrificadas a los 7.5 meses de edad, la edad promedio de las conejas gestantes y
primiparas. Las conejas de los tres grupos fueron sacrificadas con pentobarbital sodico

(100 mg / Kg de peso, i.p.).

6.3 Obtencion de la vagina pélvica

Una vez sacrificadas se realiz6 la diseccion de la vagina pélvica, se hizo una
incision sobre la linea media, desde la cavidad abdominal hasta la vagina perineal. De
acuerdo con el protocolo descrito por Rodriguez-Antolin y cols. (2009), los musculos
abdominales y el tejido adiposo del area fueron removidos. Después se removieron los
huesos isquion y pubis, asi como los musculos obturadores externos e internos. Se ligaron
las venas y arterias que irrigan al plexo venoso para evitar hemorragias y se extrajo el
segmento pélvico de la vagina. Usando la desembocadura uretral como referencia se corto

el segmento vaginal pélvico comprendido 3 cm en direccion craneal y 3 cm en direccion



caudal. De este segmento se obtuvo la vagina pélvica y se cortard longitudinalmente.
Considerando que no existen diferencias significativas en el nimero de neuronas
ganglionares del fragmento derecho e izquierdo, se utilizard el primero para cumplir los
objetivos particulares que requieren de la técnica histologica (Figura 9; Castelan y cols.

2013).
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Figura 9. Esquema que representa la incision en la vagina para la obtencion de los
fragmentos, modificado de Castelan y cols. 2013).

6.4 Analisis histologico

La vagina pélvica se sumergido en fijador de Bouin-Duboscq durante 24 h.
Posteriormente, el tejido fué deshidratado con etanol de concentracion ascendente (70, 80,
96 y 100%), aclarado en xileno e incluido en parafina para obtener cortes transversales (7
um) en un microtomo, que fueron recolectados formando series de 3 en portaobjetos
preparados con poli-lisina. 10 cortes (seleccionando cinco de cada 10 en la serie) en
direccion craneal y otros 10 en direccion caudal, considerando la desembocadura uretral

como punto de referencia.

6.5 Inmunohistoquimica

Con el fin de establecer la identidad de las SGC en las neuronas paravaginales, se
empled el anticuerpo anti-GFAP (sc-6170) Santa Cruz Biotech. Después de desparafinizar
y hacer la re-exposicion de los antigenos, los cortes del conducto vaginal fueron incubados

con una solucion de peroxido de hidrogeno (H,0,) al 3% en PBS 0.1 M pH 7.4 durante 30



min. A continuacidn, se incubaron con una solucion 5% de suero normal de burro (NDS) en
0.3 % de triton x-100 en PBS, durante 1 hora, para bloquear uniones inespecificas.

Posteriormente, los cortes se incubaron con el primer anticuerpo (anti-GFAP 1:100)
diluido en una solucién de 0.3 % triton x-100 en PBS, durante 72 horas a 4°C.
Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-IgG biotinilado) diluido 0.3
% triton x-100 en PBS, durante 2 h a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacion del anticuerpo secundario, los cortes se lavaron con PBS y se incubaron con
el complejo avidina-biotina-HRP (ABC Vector) Vector Labs. Burlingame CA.USA,
diluido 1:200 en PBS, durante 1 h. Finalmente, se realiz6 el revelado en una solucion de
DAB Sigma-Aldrich al 0.05% y H»O, al 0.02% en PBS, hasta obtener el marcaje de las
células. La reaccion se detuvo haciendo varios lavados con PBS 0.1 M. Una vez detenida la
reaccion se le agregé a los cortes Hematoxilina de Mayer por 5 minutos, una vez terminado
este tiempo se enjuagaron con agua corriente. Los cortes fueron deshidratados en alcoholes
de 70, 96 y 100%, cubiertos con medio de montaje y un cubreobjetos. Se dejaron secar 24

horas antes de su analisis en microscopio

6.6 Inmunofluorescencia

Para realizar esta técnica primero tomamos un corte de una coneja control, después
de desparafinizar y hacer la re-exposicion de los antigenos, los cortes del conducto vaginal
fueron incubados con una soluciéon de H,O, 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 burro (NDS) en 0.3 %
de triton x-100 en PBS, durante 1 hora, para bloquear uniones inespecificas.
Posteriormente, los cortes se incubaron con el primer anticuerpo (cabra anti-GFAP 1:100 y
anti b-Tubulina III 1:100) diluido en una solucién de 0.3 % triton x-100 en PBS, 72 horas a
4°C. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario (IgG anti-cabra conjugado
con Alexa Fluor 488 cat. A11055 IgG cabra anti-raton TRITC zymed) diluido 0.3 % triton
x-100 en PBS, durante 2 h a temperatura ambiente. Después, los cortes se lavaron con PBS
y se cubrieron con medio de montaje fluoroshield-DAPI sigma cat. F6057 y un
cubreobjetos, se sellaron con barniz y se dejaron secar 24 horas antes de su analisis en el

microscopio.



6.7 Tincion tricromica de Masson

Los cortes fueron tefiidos con una tincion basica (tricroémica de Masson) ver Anexo
1. Las preparaciones histologicas fueron observadas con el microscopio Nikon Y-TUS5S
(Nikon, Japén) a 40 aumentos totales. Se tomaron fotografias con una camara Nikon DS-

Ri2 (Nikon,Japdn) y estas se utilizaron para contar el nimero de las células de glia satélite.

6.8 Analisis estadistico.

La cuantificacion de las células de glia satélite en el segundo objetivo particular se
hizo mediante una prueba ANOVA de una via seguida de una Newman-Kleus para el
numero de neuronas analizadas y para identificar las diferencias entre las distribucion entre
grupos se utilizé una Xi*. Con tal fin se us6 el programa de analisis estadistico Prism (v.5)

para Mac (GraphPad).



7. RESULTADOS

Analisis cualitativo

Se realizaron diferentes métodos de tincion para tratar de establecer el mas adecuado para
contar las SGC en los ganglios paravaginales de la coneja. En este primer apartado se
mostrardn los resultados obtenidos para el establecimiento de las condiciones
experimentales para identificar las SGC. En la Figura 10 se muestran las células tefiidas con
la tincion tricromica de Masson. Como puede observarse en la imagen pueden distinguirse
los nticleos de las células SGC tefiidos en café, y aun cuando los somas no se ditinguen,
tomando los nucleos como referencia pudimos contar en 40X el nimero de SGC que
rodean a las neuronas en los ganglios paravaginales.

Nuestro siguiente intento fue tefiir las células de glia satélite de manera fluorescente
y para ello utilizamos un anticuerpo para identificar vimentina y como puede observarse en
la Figura 11, existe una mejor sefial. Sin embargo no es posible distinguir el numero de
células gliales que rodean a cada neurona. Por otro lado, el marcaje anti-vimentina también
se observa en capilares.

Tratando de obtener una mayor informacidn, realizamos el marcaje
inmunohistoquimico, utilizando el anticuerpo anti-GFAP. La inmunorreactividad anti-
GFAP (Fig. 12) se observ6 alrededor de las neuronas, revelando la presencia de células de
la glia satélite (Figura 13).

En la Figura 14 se observa el marcaje anti-GFAP (revelado con un anticuerpo
secundario acoplado a fluoresceina) en ganglios paravaginales de coenjas del grupo control
asi como el marcaje anti-B—tubulina III (revelado con un anticuerpo secundario acoplado
con Texas Red); los nucleos fueron tefiidos con DAPI (en azul). Una fotocomposicion
realizada con la superposicion de las tres imagenes tomadas con los tres diferentes filtros
para observar en el panel inferior derecho de la figura muestra claramente que el marcaje de
GFAP se observa en unas cuantas neuronas indicadas por las flechas blancas, el aumento es
de 40X.

Al examinar el marcaje anti-GFAP en los 3 grupos experimentales se observd una

mayor intensidad en el correspondiente a los grupos G y P (Figura X).



Figura 10. Imagen mostrando los nticleos de las SGC marcadas, sus nucleos se observan
marcados en café con la tincion tricomica de Masson. en el panel A un neuronas de un
ganglio de una coneja control, en el panel B neuronas y SGC de un ganglio de una
coneja gestante a término y en el panel C neuronas con SGC de una coneja primipara.



Figura 11. Imagen mostrando las SGC marcadas con Vimentina, en el panel A un
ganglio de una coneja control, en el panel B un ganglio de una coneja gestante a término y
en el panel C el de una coneja primipara.



Figura 12. La inmunorreactividad a GFAP revela la presencia de células de la glia
satélite (café) alrededor de las neuronas. Contratincion, hematoxilina de Mayer. Panel A
se representa una imagen de lo observado en el grupo de conejas control, en el panel B
de conejas gestantes a término y en el panel C de primipara 3 dias post-parto.
Magnificacion, 100X.

Figura 13. Imagen mostrando las SGC marcadas en café y los nucleos en azul a un
aumento 40X en el recuadro grande y acercamiento digital en el recuadro pequefio, el
asterisco rojo muestra la célula que se ha aumentado. Panel A se representa una imagen
de lo observado en el grupo de conejas control, en el panel B de conejas gestantes a
término y en el panel C de 3 dias post parto



Anti- B-tubulina Anti- GFAP
DAPI Composicion

Figura 14. Imagen mostrando las SGC marcadas con inmunofluorescencia en el panel
superior izquierdo en rojo se marcaron las neuronas con anti-f3 tubulina III, en el panel
superior derecho en verde se marcaron a SGC y en el inferior izquierdo se marcaron los
nicleos de todas las células. Finalmente en el panel inferior derecho se puede observar
una composicion de los tres paneles anteriores.

Analisis cuantitativo

Para el conteo de las células de glia satélite se utilizaron los cortes tefiidos con
tricroémica de Masson. Se contaron los nucleos alrededor de las neuronas ganglionares cuya
localizacion coincidiera con el perimetro del soma neuronal. El andlisis se realizo
utilizando dos cortes (uno antes y otro después de la desembocadura uretral) por coneja por
grupo. Los datos obtenidos mostraron que el nimero de SGC por neurona es similar entre
los grupos C, G30 y P (F(2,12=0.3048; Figura 15). Este resultado fue consistente al hacer el
analisis por separado las neuronas localizadas antes (F(»12=0.1452, P>0.05) y después

(F2,12=0.3276; Figura 15) de la desembocadura uretral.



Al analizar 10 cortes, 5 antes y 5 después de la desembocadura uretral en dos
conejas de cada grupo experimental, se muestrearon 957 (C), 1012 (G) y 872 somas
neuronales. La Figura 16 representa la distribucion de frecuencia de neuronas asociadas con

<2, =2 y >2 SGC. Mientras la diferencia entre las distribuciones de los grupos C y G fue

estadisticamente significativa (}’=6.692, P=0.0352), no hubo diferencia entre la de los

grupos C y P (x”=5.412, P=0.0668) ni entre la de los grupos G y P (x>=0.114, P=0.9446).
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Figura 15. El promedio de nimero de SGC con respecto a las neuronas analizadas no
presenta algiin cambio en la localizacion de los ganglios, tomando como referencia el
orificio donde se une la uretra. Los datos representan la media [méas-menos] SEM (n = 6

por grupo).
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Figura 16. Proporcion de neuronas rodeadas por diferente nimero de células de glia
satélite del grupo control (V), gestantes (G) y primiparas (P).



7. DISCUSION
Los hallazgos de esta tesis demuestran que la plasticidad del area del soma de las neuronas
paravaginales (Castelan y col. 2013) esta relacionada con alteraciones que involucran a las
SGC. Por un lado, la gestacion incrementd la intensidad del marcaje anti-GFAP e
incremento la proporcion de SGC por neurona. Mientras que la intensidad del marcaje anti-
GFAP persistio en las conejas primiparas en comparacion con el grupo C, la proporcion de
SGC por neurona fue restablecida.

Con el fin de identificar a las SGC se utilizaron 2 marcajes inmunohistoquimicos
(anti-vimentina y anti-GFAP) y la tincién tricromica de Masson. Los dos primeros son
considerados marcadores de células gliales (Castelan y cols. 2013, Johnson y cols. 2016,
Pérez-Sala y cols. 2015). El patron de distribucion de la inmunorreactividad
correspondiente, localizada en la periferia de las neuronas paravaginales, apoyan su utilidad
como marcadores de SGC. Vimentina es una proteina estructural que pertenece al tipo III
de filamentos intermedios, esta proteina juega un papel clave en la arquitectura como parte
de la red de citoesqueleto, con filamentos solidos que se extienden de la periferia del
nicleo a la membrana celular; determinando la morfologia celular, las propiedades de
resistencia mecdnica de la célula (Pérez-Sala y cols., 2015; Robert, y cols., 2015).
Vimentina no solo tiene funcion estructural, su participacion es clave en el posicionamiento
de los organelos, adhesion y migracion celular, asi como en la sefializacion participando en
la modulacion de la cascada de las MAP cinasas (MAPK), estd involucrada en la transicion
epitelial-mesenquimal explicando la expresion de vimentina en células mesenquimales, se
puede encontrar en células que forman vasos sanguineos, fibroblastos, células ependimales
y astrocitos (Pérez-Sala y cols., 2015; Schnitzer, Franke, y Schachner, 1981).No obstante,
el marcaje anti-vimentina también se identifico en capilares dentro y en el exterior de los
ganglios. De tal manera que el marcaje se utilizé s6lo con fines de caracterizacion de SGC.

En contraste, el marcaje anti-GFAP se identifico exclusivamente en el perimetro
externo a la neurona paravaginal, en una relacion cercana con los niicleos satélite que
rodean al soma neuronal. Nosotros utilizamos el marcaje de GFAP por
inmunofluorescencia para asegurarnos que estdbamos observando solo células de glia
satélite en los ganglios paravaginales. En la Figura 12 se puede observar que esta expresion

es muy baja en los animales control y que su expresion solo se observa en unas cuantas



neuronas, sugiriendo su expresion basal. En el contexto de marcadores neuroquimicos
relevantes para identificar SGC de ganglios parasimpaticos, la evidencia mostrada en esta
tesis y en torno a la coneja discrepa con la informacion obtenida en la rata (Hanani 2010).
Futuros experimentos deben considerar la evaluacion complementaria de otros marcadores
para caracterizar SGC.

De manera relevante para esta tesis, la intensidad del marcaje anti-GFAP fue
diferente entre las conejas control, gestantes y primiparas. El andlisis cualitativo realizado
mostré una mayor intensidad del marcaje anti-GFAP que envuelve las neuronas
paravaginales de las conejas gestantes en comparacion con el de las conejas controles. Y lo
mismo se observo ain en las conejas primiparas. Este hallazgo es consistente con la
reactividad glial reportada en otros componentes del sistema nervioso, particularmente en el
periférico(Hanani 2010). Puesto que esta respuesta o curre en una simultaneidad temporal
con la reduccion transitoria del area del soma neuronal, es posible especular acerca de una
interaccion que adapta la funcion de la SGC a un soma neuronal reducido. Puesto que la
ubicaciéon de SGC en la vecindad del soma neuronal estd en estrecha relaciéon con la
densidad de contactos sinapticos (Pomeroy y Purves 1988, Purves, Augustine y Fitzpatrick
2004), es posible sugerir que la actividad de las SGC estaria involucrada en el
mantenimiento de contactos sinapticos. Estas propuestas deber ser abordadas en futuros
experimentos y utilizando una aproximaciéon metodoldgica adecuada.

En los ganglios simpdticos, parasimpaticos y sensoriales cada una de las neuronas se
encuentra rodeada por SGC formando unidades funcionales, esta asociacion no se
encuentra en el SNC; similar a la glia del SNC, las SGC son activadas en condiciones de
lesion. En previos ensayos, ya se ha demostrado en el SNC que la expresion de GFAP se
incrementa en caso de dafio (Gonca y cols., 2005). Hanani y cols. ha estudiado las SGC
del DRG y se ha observado, un aumento de uniones comunicantes entre las SGC después
de la lesion nerviosa (Hanani, y cols., 2002; Huang, Gu, y Chen, 2013). Semionow, mostrd
un cambio en la expresion de GFAP cuando ocurre una inflamacion de DRG, esta
expresion de GFAP se incrementa, y este aumento se observa en mayor nimero de SGC.
Esta caracteristica comun, en la expresion de GFAP, puede ser de alguna manera
aprovechada en la observacion sobre los cambios de SGC en las condiciones de gestacion y

primiparidad con respecto al control. En condiciones normales la expresion de GFAP en



SGC es baja y en el caso de una lesion axonal existe un cambio en la neurona y esto hace
que las SGC circundantes se activen (Figuras 10y 11)

No obstante la utilidad de los marcajes anti-vimentina y anti-GFAP para identificar
SGC, ninguno de ellos permitia estimar el nimero de SGC por cuerpo neuronal. Por lo
anterior, se utiliz6 una tincion histologica para evidenciar los nucleos que rodean el
perimetro de cada neurona (Purves y col. 1991). En este trabajo se utiliz6 la tincion
tricromica de Masson; esta fue utilizada anteriormente por nuestro grupo de trabajo para
evaluar el area del soma neuronal (Castelan y col. 2013).

Utilizando la tincion tricrémica de Masson se pueden observar los nicleos en marrén
de las SGC o lilas y el citoplasma en rojizo mientras que las fibras de coldgena se veran en
azul. Con la finalidad de contar las SGC se traté de utilizar un aumento en el que pudiera
verse el ganglio completo o al menos la mayoria de las neuronas, aunque para contar las
SGC de cada neurona se hicieran composiciones de las fotografias de los ganglios muy
grandes para no contar o contar dos veces las neuronas en estos, en los que se tuvieran que
hacer dos o mas fotografias. Por tal motivo se realizaron fotografias a 40X, decidimos
probar con una tincion anteriormente utilizada por nuestro grupo para medir a las neuronas
y a los ganglios paravaginales en trabajos anteriores que es la tincion tricrémica de Masson.
Como pudo observarse en la figura 10 esta tincion no permitio diferenciar entre las
neuronas y el numero exacto de las SGC que estan alrededor, pero si nos permitid
identificar los nucleos de las SGC que se tifien en café y que estan alrededor de las
neuronas, considerando estos nticleos como una forma para distinguir las SGC que rodean a
las neuronas, utilizando esta tincion pudimos obtener el numero de SGC que se encuentran
alrededor de las neuronas de los ganglos paravaginales.

Al analizar dos cortes por coneja por grupo, los datos mostraron que el numero
promedio de SGC por neurona es similar entre conejas controles, gestantes y primiparas.
De manera interesante, el promedio de alrededor de 2 SGC por neurona es consistente con
estudios previos realizados en ganglios parasimpaticos de roedores adultos(Pomeroy y cols.
1996, Purves, Snider y Voyvodic 1988). Al incrementar la intensidad de muestreo
(alrededor de 1000 neuronas paravaginales) se encontré que el nimero de SGC que
interactia con el soma de la neurona paravaginal es modificado por la experiencia

reproductiva (Figura 16). Particularmente, se observd que la gestacion incrementd la



proporcion de neuronas rodeadas por mas de 2 SGC y que este efecto fue revertido en el dia
3 postparto. De manera similar a lo observado con la intensidad del marcaje anti-GFAP,
estos hallazgos sugieren que la plasticidad del 4rea del soma neuronal (Casteldn y col.
2013) estd relacionada con cambios en la interaccion que involucra SGC y neuronas
paravaginales. Al respecto es necesario disefiar experimentos dirigidos a identificar
procesos celulares relevantes (p.ej. proliferacion, migracion, etc.). En este contexto, la
propuesta de que el nimero de SGC por neurona, en ganglios parasimpaticos, se mantiene
constante una vez que termina el desarrollo postnatal temprano (Pomeroy et al. 1996),
encuentra en la experiencia reproductiva un reto ante el que es posible atn llevar a cabo
ajustes.

Castelan y col. (2013) demostraron que la multiparidad disminuye el nimero de
neuronas en el plexo pélvico adosadas a las paredes de la vagina mientras que las gestantes
a término presentan una disminucion del area del soma neuronal, misma que se recuperaba
en el periodo postparto. Al respecto, propusieron que algunas alteraciones fisioldgicas
relacionadas con el estado estrogénico podrian estar involucradas. Los presentes hallazgos
extiendes esta posibilidad a modificaciones que involucran la interaccion neurona-SGC en
los ganglios paravaginales, en las que ciertamente los estrégenos y otras hormonas
alteradas en la gestacion y el periodo postparto. Por otro lado, las posibles alteraciones
transitorias en la actividad y densidad de SGC por neurona en ganglios pélvicos podrian
significar un nuevo marco tedrico para comprender algunas alteraciones pélvicas, como el
dolor pélvico cronico.

Mientras que la principal fortaleza de este estudio radica en la identificacion de
alteraciones que involucran cambios que afectan SGC en ganglios parasimpaticos y bajo un
modelo fisioldgico, existen también algunas debilidades que deben solventarse en estudios
proximos. La primera estd relacionada con el muestreo y con el uso de algin método
estereoldogico que haga mas robusto el andlisis estadistico. Por otro lado, es necesario
establecer una correlacion entre el area del soma neuronal y el nimero de SGC que la
rodean; esto permitiria aproximarnos a conocer si las afectaciones involucran una
subpoblacion neuronal. En este contexto, es necesario disefiar experimentos para identificar
el fenotipo de las neuronas que modifican su interaccion con SGC asi como la evaluacion

de potenciales marcadores de dafio/muerte neuronal. Estas perspectivas serian Utiles para



conocer la relevancia fisioldgica de los cambios que involucran la interaccion SGC-neurona

en ganglios paravaginales.



8. CONCLUSIONES

La inmunolocalizacion de vimentina y GFAP revela la localizacion de las células de
la glia satétilte de los ganglios paravaginales de la coneja.

La experiencia reproductiva modifica la actividad de las células gliales pero no el
nimero promedio por neurona.

Estos hallazgos sugieren que la interaccidon neurona-glia es relevante para la

plasticidad morfométrica de las neuronas de los ganglios paravaginales de la coneja
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10. ANEXO 1

Tinciodn tricromica de Masson

Después de obtener los cortes en el micrétomo se dejan secar minimo por 24 h, posteriormente se
tifien con las diferentes soluciones en los siguientes tiempos.

Pasos No. Soluciones Tiempo
1 Xileno 1 5 min
Desparafinar 2 Xileno 2 5 min
3 Xileno : Etanol 100% 5 min
4 Etanol 100% 5 min
5 Etanol 100% 5 min
Hidratacic 6 Etanol 96% 3 min
icratacion 7 Etanol 80% 3 min
8 Etanol 60% 3 min
9 Agua destilada 3 min
Mordente 10 Fijador Bouin 12 hrs
11 Agua corriente 15-20 min
12 Hematoxilina de Weigert 11 min
13 Agua corriente 40 seg
. 14 Agua destilada 40 seg
Azuleamiento 15 Etanol amoniacal 2 min
16 Agua corriente 40 seg
17 Biebrich Scarlet-Fushina acida 4 min
18 Agua corriente 40 seg
Acido fosfomolibdico : Acido
Contraste 19 , . .
fosfotungstico 4 min
20 Azul de anilina 3 min
Doble contraste 21 Etanol 4cido 3min
22 Agua corriente 40 seg
18 Etanol 96% 40 seg
19 Etanol 96% 40 seg
20 Etanol 100% 30 seg
Deshidratacion 21 Etanol 100% 30 seg
22 Etanol : Xileno 10 seg
23 Xileno 1 10 seg
24 Xileno 2 10 seg

Finalmente sin dejarlos expuestos al ambiente, los portaobjetos se montan con Cytoseal TM 60 y se
dejan secar.



