Universidad Autonoma de Tlaxcala

UNIVERSIDADAUTONOMA DE TLAKGALA

Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta
Posgrado en Ciencias Biologicas

Plasticidad estructural de los ganglios paravaginales de la
coneja en contextos hormonales relevantes para la

reproduccion

TESIS PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

P r e s e n t a

Laura Guadalupe Hernandez Aragon

Director de Tesis

Dr. Francisco Castelan

Tlaxcala, Tlax. Febrero, 2017.







Esta tesis se realizo en las instalaciones del Centro Tlaxcala de Biologia de la

Conducta de la Universidad Autonoma de Tlaxcala — Unidad Foranea Tlaxcala del Instituto

de Investigaciones Biomédicas de la UNAM vy bajo la direccion del Dr. Francisco Castelan

El Comité tutorial estuvo integrado por la Dra. Estela Cuevas Romero,
el Dr. Pablo Pacheco Cabrera, el Dr. Arturo Ortega Soto

y la Dra. Margarita Martinez Gomez.

Asistencia técnica brindada por la Q.F.B. Laura Garcia Rivera

y el Biol. Jesus Ramsés Chavez Rios

Se contd con el financiamiento de PROMEP-SEP (UATLX-PTC-109 a
FC), PAPIIT-UNAM (228110 a MMG), CONACyT (105882 a MMG), beca CONACYT a

LGHA (248110) y Universidad Autonoma de Tlaxcala (CACyPI-UATx-2013).



AGRADECIMIENTOS

Al posgrado del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, por el espacio, tiempo y
confianza brindada, durante la realizacion de este proyecto.

A mi director de tesis, Dr. Francisco Castelan, por su confianza, sus enseflanzas académicas
y personales que forman parte de mi caracter profesional y humano. Gracias por apostar
conmigo a ganar-ganar y permitirme crecer con la libertad de hacer experimentos, cuando
jugaba a investigar y divulgar la ciencia.

Al Comité tutorial:

Dra. Estela Cuevas Romero, gracias por su atencion y paciencia para revisar los resultados
y los alcances de los mismos, gracias por contagiarme su pasion por la investigacion.

Dr. Pablo Pacheco Cabrera, porque con sus atinados comentarios y enseflanzas enriquecio
notablemente este trabajo y mi desarrollo profesional.

Dr. Arturo Ortega Soto, por la sinceridad de sus consejos que orientan mi desarrollo
profesional y personal, seguiremos trabajando.

A la Dra. Guillermina, por su calidez y su confianza, gracias por brindarme todo lo que
estuvo en sus manos desde conocimiento, experiencias y hasta la generosidad de su casa.

Dra. Margarita Martinez Gomez, quien me ensefio que las preguntas mas simples son las
que casi nunca nos hacemos y son las mas dificiles de contestar, gracias por sus invaluables
consejos y la apertura para incursionar en diferentes areas del conocimiento.

A la asistencia técnica de:

Q.F.B. Laura Garcia Rivera, por tu tiempo y amabilidad, gracias por estar siempre al pie del
cafion, con sonrisas y apapachos las horas de trabajo pasan volando.

Biol. Jesus Ramsés Chavez Rios, con tu optimismo y buena disposicion parece que todo es
posible, gracias por apoyarnos siempre en el laboratorio.






RESUMEN
La fisiologia del aparato urogenital de hembras de mamiferos es modulada por la inervacion
autondémica proveniente del plexo pélvico. Este ultimo puede sufrir modificaciones
anatomicas, histologicas o fisioldgicas favorecidas por cambios hormonales (estrogenos y/o
androgenos) que modulan sus acciones mediante la plasticidad nerviosa. En el sistema
nervioso periférico, algunas caracteristicas de la plasticidad conciernen al nimero de neuritas
y células de la glia satélite (SGC). Por tanto se plantearon dos objetivos para evaluar la
plasticidad en los ganglios paravaginales de conejas. El primero fue evaluar la relacion del
estado reproductivo sobre la plasticidad neuronal, expresion de receptores de estrogenos y
andrégenos, aromatasa y B-IlI-tubulina en durante la gestacion y en la fase de postparto en
congjas. El segundo fue evaluar la dependencia estrogénica sobre la morfometria, expresion
de receptores a estrogenos y andrégenos, asi como aromatasa y el factor de crecimiento
GDNF vy su receptor GFRal en conejas ovariectomizadas y con reemplazo hormonal
(benzoato de estradiol). El primer experimento se realizd en conejas gestantes a término y
primiparas en el periodo postparto (3 y 20 dias postparto), el segundo en conejas
ovariectomizadas durante 5 meses y tratadas con reemplazo hormonal (benzoato de estradiol)
durante 1.5 meses. Resultados: La gestacion disminuye el tamafio del soma y aumenta el
nimero de neuritas emergentes, sin alterar la expresion de receptores de estrogenos y
androgenos u aromatasa en neuronas y SGC. En el periodo postparto se recupera el tamafio
del soma y el nimero de neuritas emergentes es similar a lo observado en el grupo virgen.
La ovariectomia disminuyod el tamafio del soma de neuronas paravaginales y aumenta la
expresion de receptor de androgenos en terminales dendriticas, asi como la expresion de
aromatasa en el soma neuronal. La administracion de estradiol evita la disminucion del soma
neuronal y el incremento de aromatasa. Ademas, promueve la expresion de GDNF en el soma
neuronal y GFRal en células glia satélite. Conclusion: la gestacion permite la sobrevivencia
neuronal de los ganglios paravaginales a través de un proceso que involucra plasticidad
estructural. El soma de las neuronas paravaginales es dependiente de estrogenos, mientras
que la plasticidad dendritica es mediada por androgenos. Los datos mostrados sugieren que
estos eventos pueden ser modulados por GDNF vy la participacion de las células de la glia

satélite.
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INTRODUCCION

Fisiologia y anatomia vaginal en mamiferos

En el desarrollo embrionario de mamiferos, el tracto reproductivo femenino proviene de los
conductos de Miiller de origen mesodérmico. Sin embargo, la morfogénesis y diferenciacion
celular que caracteriza a cada estructura es originada en una region particular (Kurita, 2011;
Cunha y col. 2004). Los dos primeros tercios de la vagina provienen de la porcion caudal del
conducto de Wolf o mesonéfricos, mientras que la tercera porcion de la vagina proviene del
seno urogenital de origen endodérmico (Bajo Arenas y col. 2009). En la mujer se distinguen
dos porciones anatomica e histolégicamente diferenciadas: la porcion distal o caudal que es
dos veces mas gruesa (~9.2 mm) y mas angosta que la porcion proximal (Song y cols. 2009).
La vagina estd situada por atras de la uretra y por enfrente del recto, rodeada por los musculos
del piso pélvico, el esfinter externo de la uretra y la membrana perineal, en la cavidad pélvica
(Brandon y col. 2009). La porcion superior de la vagina conecta con el utero a través del
cérvix, esta porcion se fija al hueso pubico por el musculo pubovaginal, que se fusiona con
el musculo puboanal (Larson y col. 2010).

La vagina de la mujer es un 6rgano tubular curvo, cuyas paredes, anterior y posterior
colapsan entre ellas (Alexander y col. 2004) y conecta a los 6rganos genitales internos con
los externos. Por ello, participa en la excrecion de flujo menstrual, en la reproduccion y la
expulsion del feto. Por lo que sus funciones se desarrollan a partir de la pubertad, durante la
adultez y hasta la vejez, en el caso particular la actividad sexual (Seyyedi y col. 2016). La
fisiologia de la vagina es influenciada por varios factores, incluyendo la edad, el estado
hormonal (ciclo reproductivo), cambios en el pH (semen, infecciones, menstruacion) y la
innervacion que recibe. La inervacion autonomica ejerce un efecto sobre la relajacion de
musculo liso vascular y vaginal, para producir un aumento en el flujo sanguineo y una
filtracion de fluidos hacia el lumen, respectivamente (Aughton y cols. 2008).

Las acciones hormonales ejercidas por estrégenos y androgenos modulan la
morfologia y fisiologia de la vagina mediante la interaccion con sus propios receptores,
localizados en diversos estratos celulares en la pared vaginal. Al respecto, algunos autores
sugieren que la expresion de receptores de estrogenos (REs) en neuronas autondémicas y
sensoriales, actlian directamente sobre la fisiologia vaginal (Pelletier y col. 2013, Smith y

col. 2009, Zoubina y Smith 2002). Ademas, se ha aceptado que los estrégenos y factores de
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crecimiento nervioso promueven la sobrevivencia neuronal y protegen ante cambios propios
de la edad (Fiocchetti y col. 2012). En este sentido, cualquier alteracion que ocurra en la
inervacion del conducto vaginal podria provocar trastornos relacionados con la funcién

reproductiva (Maggi y cols. 1988).

Innervacion vaginal y ganglios pélvicos en mamiferos

La inervacidon de la vagina proviene principalmente de los ganglios de la raiz dorsal,
de regiones lumbosacras de la medula espinal y del nervio hipogéstrico, que forman un plexo
nervioso constituido por fibras autondémicas y algunas somato-sensoriales (Song y col. 2009;
Keast, 1999; Dail. 1996). En la mujer, este plexo nervioso se conoce como plexo hipogastrico
inferior, mientras que en la gata, la coneja y la perra se denominan plexo pélvico (Dail, 1996;
Imai y col. 2006; Podlech y col. 1996, Kanagasuntheram y Mahran 1960). En la pared
anterior de la region distal de la vagina de mujeres, se presenta un plexo hipogastrico inferior
conspicuo. Recibe sus conexiones a través del nervio esplacnico y del nervio hipogastrico,
provenientes de los segmento sacro y lumbares, respectivamente (Song y col. 2009; Imai y
col. 2006). En animales, se ha caracterizado que reciben conexiones de los segmentos sacros
de la médula espinal a través del nervio pélvico y de los segmentos lumbares a través del

nervio hipogastrico (Keast, 1999).

La mayor parte de la inervacion autonémica, simpatico y parasimpatico, estd formado
por nervios y ganglios adosados a las visceras pélvicas. De manera general, los ganglios del
plexo pélvico se conocen como ganglios pélvicos. Algunos de ellos estan adosados o dentro
del 6rgano blanco y de ahi reciben su nombre (Langley y Anderson, 1896), 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
(Podlech J y col. 1996) y el conejo (Castelan F, y col. 2013). En la mujer, se ha descrito
ganglios en las fascias (paracolpio) de la region ventral y lateral a lo largo de todo el conducto
vaginal (Imai y col. 2006). Especies de roedores como la rata y el raton, se caracterizan por
la presencia de agrupaciones ganglionares macroscopicas, como el ganglio pélvico principal
en el macho y el ganglio paracervical en la hembra (Dail WG, 1996). En la rata, el ganglio
paracervical contienen en su mayoria neuronas colinérgicas o noradrenérgicas y solo una

minoria de ellas expresan ambos o ninguno de ellos (Langley J. N. and Anderson H. K. 1896).



Por lo tanto, en algunas especies se consideran ganglios mixtos (contienen neuronas
simpaticas y parasimpaticas). En la coneja, se ha observado nervios y ganglios en el tejido
paravaginal de la pared dorsolateral en la region pélvica (Cruz y col. 2017; Castelan F, y col.
2013; Xelhuantzi 2013). La region pélvica de la vagina esta delimitada por los huesos de la
pelvis, desde el hueso isquion hasta la cresta iliaca (Rodriguez-Antolin y col. 2009). En esta
region, se localiza una pequefia agrupacion de ganglios entre la pared dorsolateral de la
vagina y el recto. Este plexo ganglionar es inervado por ramas provenientes de S3 (Fig. 1), a
través del nervio pélvico (Cruz y col. 2017). La mayoria de sus neuronas tiene un tamafio
promedio de 500 pm?, pero puede variar desde 100 y hasta 1400 um?, tienen forma poligonal
u ovoide y sus prolongaciones citoplasmicas (neuritas) son escasas (Castelan y col. 2013).

Sciatic n.

Internal obturator n.
Lumbosacral trunk SBPDN

MBPDN

Distal perineal and rump n.

PDN e PEB of PDN
S N i
_ — Anal gland n., b. of MBPDN
Nerves from o .
S3 N\ Constricfor vulvae b. of MBPDN

Pelvic plexus

Proximal perineal skin n. b. of PEB

Yaginal venous plexus

arid Rhabdosphincter it Semitendinous n., b. of PEB

1

Bulbospongiosus n. Perianal n., b. of PEB

Ischiocavernosus n., b. of MBSP

Fig 1. Vista lateral que muestra la inervacion de la region pélvica y perineal en la coneja. PDN,
nervio pudendo; SBPDN, rama sensorial del nervio pudendo; MBPDN, rama motora del nervio pudendo; PEB,
rama perineal del nervio pudendo; EAS, Esfinter anal externo; DNC, nervio dorsal del clitoris; S3, nervio sacro
del tercer segmento; B, vejiga; C, Recto; Va, Vagina; Pv, Vagina perineal; Vp, Plexo venoso; n, nervio; b, rama;

G, Ganglio. Figura tomada de Cruz y col. 2017.

Ademas de los neurotransmisores cldsicos (noradrenalina y acetilcolina), las neuronas

pélvicas sintetizan o almacenan otros neuromoduladores. En general, las neuronas pélvicas
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noradrenérgicas expresan el neuropéptido Y, mientras que las colinérgicas expresan el
péptido intestinal vasoactivo (VIP) y la sintetasa del 6xido nitrico de tipo neuronal (NOS),
(Langley J. N. and Anderson H. K. 1896). El patron de expresion de esos neurotransmisores
puede variar en funcion del género y la especie (de Groat y col. 2015). En la coneja, los
ganglios paravaginales contienen neuronas noradrenérgicas (TH positivas) y colinérgicas
(ChAT positivas), siendo estas tltimas las que predominan (Castelan F, y col. 2013). De
acuerdo con los trabajos clasicos de Langley y Anderson (1896), estos ganglios y nervios del
plexo pélvico de la coneja, inervan la vagina, utero y vejiga. Particularmente los ganglios
pélvicos paravaginales inerva la vagina, el recto y la uretra (Cruz y col. 2017), controlando

funciones reproductivas y no reproductivas.

Plasticidad nerviosa

La plasticidad es un término que engloba un gran nimero de cambios que ocurren en
todos los constituyentes del sistema nervioso a través de la vida de un individuo, en respuesta
a un estimulo intrinseco o extrinseco (Cramer y col. 2011). Esto cambios incluyen
modificaciones estructurales y funcionales (Berardi y col. 2015). Los cambios descritos
como plasticidad han sido descritos a diferentes niveles del sistema nervioso central,
incluyendo el molecular, celular y la red neuronal. Se ha sugerido que los cambios en las
sinapsis permiten que las redes neuronales cambien la funcion para adaptarse a través de los
mecanismos propuestos por Hebb. Estos cambios, ya sean metabolicos o estructurales,
aumentan la eficiencia entre el elemento presinaptico y el postsinaptico cuando una célula es
excitada repetidamente por otra (Hebb, 1949). Por consiguiente, algunas de las propiedades
intrinsecas de la neurona como la excitabilidad dendritica o somatica y el crecimiento axonal

ocurren hasta alcanzar un nuevo balance homeostatico (Costa y col 2017).

Dado que la plasticidad se puede analizar a varios niveles, se ha clasificado
conceptualmente como plasticidad estructural, a aquella que engloba cambios a nivel de
neurogénesis y la formacion o eliminacion de sinapsis (neuronas y células gliales) (Butz et
al., 2009). Los cambios anatdémicos impactan en la conectividad entre neuronas, generando
un nuevo cableado sindptico, que puede ocurrir en adultos, mediante la yuxtaposicion de
varicosidades axonales y/o espinas dendriticas (sinapsis potenciales) (Stepanyants y col.

2002). Mientras que la mayoria son poco estables y perecen en un tiempo relativamente corto



(menos a un mes), una tercera parte sobrevive por periodos mas largos (Trachtenberg y col.
2002). Por otra parte, plasticidad sindptica se refiere a la funcionalidad de la sinapsis, que
incluye el tipo, cantidad y probabilidad de los neurotransmisores liberados (Costa y col.
2017). Ademas de estos cambios morfologicos-funcionales en la neurona presinaptica,
también se presentan modificaciones postsinapticas, como: la eficacia de receptores,
modificaciones en la probabilidad y cantidad de neurotransmisores capturados (Isaac y col
2007). No obstante, se ha observado que la plasticidad sinaptica puede inducir cambios
estructurales en el remodelamiento de la red neuronal y viceversa, mediante una interaccion
estructura-funcion autosustentable hasta reestablecer la homeostasis y mantenerla durante un
periodo de tiempo prolongado (Cohen y col. 2017). Sin embrago, el mecanismo por el cual

ocurre la redistribucion sinaptica atn es desconocido.

La plasticidad del sistema nervioso involucra el cuerpo celular, la expresion de
proteinas, los patrones electrofisiologicos y las proyecciones axonales o dendriticas que son
confinadas a una misma area (Cohen y col. 20017). Un elemento clave para plasticidad del
sistema nervioso son las células gliales. Dentro de las células gliales del sistema nervioso
central podemos encontrar a los astrocitos, oligodendrocitos y microglia. Estas células
participan en eventos importantes de la funcion y sobrevivencia neuronal. Los
oligodendrocitos participan en la mielinizacion y proveen una rapida conduccion del
potencial de accidon y se han visto involucrados en la transmision sinaptica axonal rapida
(Armstrong y col. 20016). Los astrocitos pueden proveer precursores para neurotransmisores,
asi como regular el flujo sanguineo para suplir energia a la neurona (Bolton y Eroglu, 2009).
Se ha sugerido que diferentes mecanismo neuronales regulan la diferenciacion de células
precursoras de oligodendrocitos de acuerdo con los requerimientos de los circuitos
neuronales (Eroglu and Barres, 2010). Por otra parte, la microglia se ha relacionado con la
modulacion de la respuesta inflamatoria, regulando la neuroinflamaciéon vy

neurodegeneracion, ademas de influir en la sensibilidad al dolor (Carniglia y col. 2017).

En sistema nervioso central se ha observado que las células gliales que rodean a la
neurona pre sinaptica expresan receptores para neurotransmisores y por tanto participan
activamente en modular la funcidén sinaptica. Pueden alterar concentraciones de calcio

neuronal e incrementar las sustancias activas en la neurona. Estas propiedades han dado pie



a la formulacién del concepto de “sinapsis tripartita”, que considera a las células gliales como
parte integral entre las neuronas pre-sindpticas y post-sinapticas (Aranque y col. 1999). De
esta manera, las células gliales también pueden afectar la plasticidad sinaptica y el
remodelamiento de las redes neuronales. En este ultimo aspecto, la plasticidad de las redes
neuronales se refiere la modulacion del balance entre actividad inhibitoria y excitatoria. Esta
actividad de la red puede modificar la densidad de espinas dendriticas, con lo que se refuerza
el concepto de adaptaciones bidireccionales entre estructura y funcion (Fig. 2). Bajo ciertas
circunstancias, una perturbacion en el sistema puede alterar la funcion u estructura de manera
reversible. Pero si esa perturbacion es constante puede originar una mala adaptacion. Ante
un estrés cronico u excesivo, el costo por restaurar la homeostasis puede generar un dafio

irreversible del sistema permanentemente (Cohen y col. 2017).
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Fig 2. Esquema representativo de la plasticidad en el sistema nervioso. Considere una adaptacion cuando
la funcion y estructura es restaurada hasta alcanzar un estado homeostatico y considerese una alteracion o
patolégica cuando las vias de restauracion se interrumpen y en consecuencia se generan adaptaciones
indeseadas. Figura modificada de Cohen y col. 2017.

En el sistema nervioso periférico las células de Schwann se encargan de la
mielinizacién y por lo tanto de la velocidad de conduccion del potencial de accion (Feltri y

col. 2016). Por otro lado, las células de la glia satélite (SGC) se distinguen como una



envoltura que rodea todas las neuronas sensoriales y autondmicas, individualmente (Pannese
2010). Funcionalmente, se pueden comportar como cualquier otra de las células gliales, se
desconocen los mecanismos y factores que influyen para el cambio en la expresion de
receptores y otras moléculas. Sin embargo, se ha sugerido que las SGC tienen funciones en
los mecanismos de sefializacion para el metabolismo y activacion de las neuronas
ganglionares (Hanani y 2005). Dado que la distancia entre el soma neuronal y la SGC es de
20 nm, se ha sugerido que una de las funciones es la de proveer un microambiente en las
sinapsis axo-somaticas. Ademas, el nimero de SGC puede variar en funcion del tamafio del
area neuronal, se ha observado que el numero de SGC por neurona aumenta después de la
axotomia o exposicion a senales de inflamaciéon (Huang y col. 2013). Las SGC se han
asociado con el metabolismo (glucosa y glutamina) y transporte de varias moléculas como
ATP (Hanani, 2005), ademéas de mantener la homeostasis idénica de calcio y potasio
extracelular (Vit y col. 2008). Estudios recientes han demostrado la relevancia de las SGC
en la transmision sensorial, incluyendo la nocicepcion. En el ganglio trigémino se ha
observado que las SGC incrementan la expresion de la proteina acido fibrilar de la glia
(GFAP) como parte de un mecanismo de hiperalgesia inflamatoria (Takenada y col. 2007).
Este mecanismo involucra la participacion de receptores purinérgicos e interleucina 1b
(IL1b) en las SGC que modulan la despolarizacion de la neurona (Takeda y col. 2009). Por
lo cual, cambios en la activacion de la SGC, evidenciada con marcadores como GFAP y un
aumento del numero de las SGC alrededor de una neurona involucran cambios plasticos en

el sistema ganglionar.



ANTECEDENTES

Esteroides ovaricos e innervacion del area pélvica durante la gestacion

En hembras de mamiferos, la experiencia reproductiva incluye la copula, la gestacion,
el parto y la lactancia. De tal manera, que un mismo individuo puede experimentar numerosas
experiencias (p.ej. la multiparidad) durante la vida reproductiva, que varia entre las especies.
Datos obtenidos en la rata y la coneja han reportado la fluctuacion de esteroides ovaricos
durante la experiencia reproductiva (Bridges and Byrnes 2006, Gonzalez-Mariscal y col.
1994), entre esas se encuentra el estradiol. La coneja doméstica Oryctolagus cuniculus es una
de las especies de mamiferos que presenta un mecanismo de ovulacién refleja, lo que le
permite mantenerse en estado estro por periodos prolongados, hasta que se presente la
primera copula. La gestacion en la coneja dura aproximadamente 31-32 dias, y los niveles de
estrogenos incrementan hacia el dia 30 de la primera y segunda gestacion (Gonzéalez-Mariscal
y col. 1994), y vuelven a su concentracion basal en el periodo postparto (Lopez-Garcia 2013;
Beyer y col. 2007). En contraste, los niveles de testosterona se incrementan al final de la
gestacion y posterior al parto (Gonzalez-Mariscal y col. 1994, Lopez-Garcia, 2010). Estas
fluctuaciones hormonales se han asociado con alteraciones en la fisiologia del aparato
reproductor y, particularmente, con estructuras de la cavidad pélvica (Huseynov y col. 2016;
Xelhuantzi y col. 2014; Lopez-Garcia K, 2010). Datos obtenidos por nuestro grupo de
investigacion sugieren que la gestacion y la multiparidad pueden afectar la morfologia de las
neuronas paravaginales (Castelan y col. 2013) posiblemente a través de un mecanismo que
involucre a los estrogenos. Sin embargo, otros esteroides ovaricos, como la progesterona y
la testosterona, también fluctian durante la gestacion (Beyer y col. 2007). Se sabe que
alteraciones de los niveles de estrogenos y la activacion del receptor modula el desarrollo de

organos reproductores durante el desarrollo embrionario en hembras (Mowa y col. 2003).

Se ha observado que al final de la gestacion el area del soma neuronal es menor
durante el (Castelan y col. 2013). Es posible que el numero de SGCs alrededor de las
neuronas paravaginales varia de acuerdo al estado reproductivo como respuesta adaptativa
plastica. En ratas gestantes el incremento de los niveles de estrogenos a finales de la gestacion
se ha relacionado con la reduccion en la inervacion simpatica y sensorial vaginal (Ting y col.
2004). Una posible explicacion de la disminucion de la inervacion sensorial es como
respuesta adaptativa a la sensacion de dolor durante el parto (Liao y Smith, 2011). En la
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coneja es posible que los cambios hormonales induzcan cambios plasticos en los ganglios
paravaginales en conejas jovenes durante la gestacion que prevengan dafios nerviosos
durante el paso de las crias por el canal vaginal en la region pélvica (Castelan y col. 2013).
Se ha mostrado que la gestacion y el parto no afectan las caracteristicas morfologicas de la
pared vaginal (Herndndez-Aragon 2012). Estas caracteristicas incluyen: proporcion de
musculo liso, musculo estriado, coldgeno y espesor de las capas de la pared vaginal. Sin
embargo, la gestacion y el parto disminuyen el area transversal de los ganglios paravaginales
y el area del soma de las neuronas, recuperandose 20 dias después del parto (Hernandez-
Aragon 2012). Dado que se ha observado la expresion de receptores de estrogenos en las
neuronas paravaginales, se ha sugerido que los estrogenos participan en la regulacion del
tamafio del soma neuronal. Pero también es posible que hormonas androgénicas estén
participando como se ha observado en el ganglio pélvico principal de la rata cuando se
gonadectomiza y se administra testosterona (Purves-Tyson y col. 2007). Desafortunadamente
se desconoce la expresion de receptores de andrdégenos y otros neurotransmisores que podrian

verse afectados durante la gestacion.

En el cobayo, al final de la gestacion se ha mostrado un decremento en el nimero de
neuronas que expresan VIP, TH y NPY en el ganglio paracervical (Mitchell y Satauber 1990).
Sin embargo no se observan diferencias en la actividad de acetilcolinesterasa o en el tamafio
del soma neuronal. En ratas al dia 21 de gestacion, presentan una reduccion de la densidad
de fibras nerviosas alrededor del 40% comparada con ratas gestantes en la etapa temprana,
evidenciado mediante inmunorreactividad al PGP-9.5 (Liao y Smith 2011). La pérdida del
marcaje de axones, autondmicos y sensoriales, se ha sugerido que contribuye a un mecanismo
adaptativo asociado al parto. Ademas, se observo una reduccion de fibras nerviosas marcadas
con tirosina hidroxilasa (TH positivas), transportador de acetilcolina vesicular (VAChT
positivas), péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP) y receptor de potencial
transitorio Vainiloide tipo 1 (TRPV1) en la pared vaginal de ratas gestantes a término. Estas
observaciones se han propuesto que afectan el impulso neuro-efector, promoviendo la
pérdida del tono muscular y de esta manera facilita el paso del feto por el canal de parto (Liao
y Smith 2011). Se presume que la gestacion induce una serie de modificaciones estructurales
y biomecanicas que constituyen una respuesta adaptativa para facilitar el parto y evita

patologias ginecoldgicas (Daucher y col. 2007; Lowder y col. 2007).
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A pesar de ello, el parto ha sido fuertemente asociado con el desarrollo de patologias
del piso pélvico, debido al dafio generado en los tejidos y estructuras musculares que
coordinan las funciones del aparato urogenital. Un neonato de gran tamafio o una prolongada
duracion del parto, son las principales casusa de un dafio en el piso pélvico y el desarrollo de
patologias como la incontinencia urinaria (DeLancey y cols. 2008). Algunos estudios
muestran que la distension vaginal o el dafio del nervio pudendo por compresion, resultan en
una disminucion del nimero de fasciculos nerviosos (13%). Tales evidencias sugieren un
proceso de neuro-degeneracion, que contribuye a la disfuncion de los 6rganos del piso
pélvico y la incontinencia urinaria (Damaser y cols. 2003). Se ha observado que la
neuroectomia del nervio pélvico interfiere con el reflejo de expulsion del feto (Burden y cols.
1990), mientras que la neuroectomia del nervio hipogastrico atentia la analgesia en el parto
inducida por el embarazo (Cunningham, 1991). Otros estudios en modelos similares de parto,
generan dafio en el musculo estriado de la uretra, disminucion de las células ganglionares en
el plexo neural de la vagina y disminucién de la sintasa del 6xido nitrico neuronal en el
musculo estriado de la uretra (Sievert y cols. 2001). Estos datos podrian estar directamente
relacionados con la plasticidad sindptica en las neuronas de ganglios pélvicos en otras

especies de mamiferos.

Plasticidad estructural de ganglios pélvicos en relacion con la reproduccion

En la coneja, la multiparidad, considerada como cuatro eventos consecutivos,
promueve cambios morfologicos en la pared vaginal y en los ganglios paravaginales
(Xelhuantzi y col. 2014; Castelan y col. 2013). Dado que la multiparidad implica mantener
a los individuos en eventos continuos de cdpulas, gestaciones, partos y lactancias, los
individuos son sometidos a fluctuaciones hormonales que regulan la expresion de estos
eventos. Previamente en la coneja (cuatro eventos de gestacion y parto), se ha observado que
la densidad ganglionar por campo y el nimero de neuronas disminuye (Castelan y col. 2013).
En la coneja, las alteraciones y patologias presentadas por la multiparidad se ha relacionado
con la carencia del pico de estrogenos que se presenta el dia 30 de la gestacion durante los
dos ultimos partos (Lopez-Garcia 2012). Se ha sugerido que la deficiencia de estrogenos al
final de la gestacion implica un déficit en la preparacion del tejido vaginal y promueve la

denervacion parcial del canal vaginal (Fig. 3). Sin embargo, las alteraciones morfométricas
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observadas en la multiparidad también pueden surgir como consecuencia de la distencioén

continua que sufre el aparato urogenital durante los cuatro partos vaginales.
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Figura 3. Efecto de la multiparidad sobre la morfometria de los ganglios paravaginales. Fotomicrografias
tefiidas con tricromica de Masson en conejas nuliparas (A) de 11 meses de edad (N11), y multiparas (B, M). Se
analiz6 el area ganglionar por corte (C), el nimero de neuronas ganglionares (D), rea del soma neuronal (E) y
el porcentaje de neuronas en rangos de area del soma (F). Los datos se representan como la media + ee, se
analizaron mediante una ¢ de student para encontrar las diferencias significativas (**p < 0.01). Barra, 50 pm.

Se ha propuesto que esta denervacidon impacta en el aparato urogenital inferior y
promueve el desarrollo de prolapsos viscerales presente en el 30% conejas multiparas, como

consecuencia de la pérdida de neuronas y fasciculos nerviosos de los ganglios paravaginales
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(Xelhuantzi, 2013).Sin embargo, durante el primer parto no se observa que disminuya el
nimero de neuronas en los ganglios paravaginales (Castelan y col. 2013). Lo cual es
concordante con otros modelos animales, en los que se ha planteado un proceso adaptativo
durante la gestacion que prepara las estructuras pélvicas durante el parto (Daucher y col.
2007; Lowder y col. 2007). En estos trabajos, se propone que la remodelacion del canal

vaginal es parte de la plasticidad funcional para el favorecer el paso del feto durante el parto.

Estrogenos, andrégenos y aromatasa en las neuronas ganglionares

Estudios previos realizados en conejas gestantes y primiparas muestran que las
neuronas pertenecientes a los ganglios pélvicos adosados a la pared de la vagina, llamados
también por su ubicaciéon anatdmica ganglios paravaginales son sensibles a cambios
hormonales presentes durante la gestacion (Casteldn et al. 2013). Se ha propuesto que las
hormonas gonadales, particularmente el estradiol estd involucrado en procesos de
neuroproteccion durante eventos traumaticos (dafio celular) en diferentes estratos celulares.
Particularmente en el sistema nervioso central y periférico se ha propuesto que el estradiol
promueve la sobrevivencia celular, la neuroplasticidad y la proliferacion de algunas células
(Strom, Theodorsson, and Theodorsson 2011). A diferencia de los androgenos, existen al
menos dos subtipos del receptor de estrogenos (a y PB), los cuales ha sido implicados en las
caracteristicas morfoldgicas y anatomicas de la inervacidon autondémica. Se ha descrito que la
exposicion a concentraciones altas de estrégenos en la etapa prepuber puede disminuir la
inervacion uterina colinérgica, pero la deplecion de receptor genera anormalidades en la

inervacion autondémica de la vejiga (Keast, 20006).

En la rata macho, se ha propuesto que el estradiol media el volumen neuronal de
diferentes subpoblaciones de neuronas (NOS, TH, NPY) en el ganglio pélvico principal
(Purves-Tyson y col. 2007). En cultivo celular de neuronas provenientes del ganglio pélvico
de rata macho, se ha observado un incremento del tamafio del soma neuronal (Meusburger y
Keast, 2001). Datos preliminares de nuestro grupo de trabajo sugiere que la ovariectomia
reduce el tamafio del soma neuronal y la administracion de estradiol previene la reduccion
(Ramirez-Corona E. 2011). Este hallazgo es similar al observado en conejas gestantes en el
ultimo dia de gestacion (Castelan y col 2013), en el dia 30 se presenta un incremento en las

concentraciones séricas de estradiol (Fig. 4) (Lopez-Garcia y col. 2013), mientras que la
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coneja, 5 meses después de la ovariectomia, alcanza niveles séricos de estradiol similares a
los de una coneja intacta (Carrasco-Ruiz y col. 2015). Estos resultados contradictorios no
parecen apoyar la hipdtesis de que los estrogenos modifican el tamafio del soma neuronal.
Por lo cual, se ha sugerido que la clave fundamental es la expresion de receptores de

estrogenos u androgenos y la capacidad de sintesis local de estradiol.
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Fig 4. Efecto de la multiparidad y la ovariectomia sobre la concentracion sérica de estradiol en la coneja.
A. Concentracion sérica de estradiol en conejas control (BC), en el dia 6 (d6) y dia30 (d30) de gestacion, durante
la segunda (2nd) y cuarta (4th) gestacion. B. Concentracion sérica de estradiol en conejas control,
ovariectomizadas (OVX) y con benzoato de estradiol (OVX+EB). Los datos se representan como la media +
ee, ANOVA-una via fue empleada, diferencias estadisticas como:*p < 0.05 y “b” p < 0.05. Figura A obtenida
de Lopez-Garcia y col. 2013 y figura B de Carrasco-Ruiz y col. 2015.

La enzima aromatasa (citocromo P450) tiene la capacidad de sintetizar estradiol en
neuronas en areas de cerebro especifico (Thierry y col. 2013). De esta manera cambios en la
concentracion local de estrogenos sintetizada por aromatasa podria explicar discrepancias en
el tamafio del soma neuronal en modelo de ovariectomia y gestacion. La expresion de
aromatasa en las neuronas paravaginales podria significar mecanismos de sintesis de
hormonas esteroideas que implican cambios metabodlicos y estructurales. Por ejemplo, se ha
descrito que por cada mol de andrégenos que es transformado a estrogenos se emplean tres
moles de oxigenos y uno de NADH (Sipsom y Santen, 2015). Es este sentido, se deben
considerar las siguientes caracteristicas de la aromatizacion extragonadal, la cual difiere
importantemente de la que ocurre en los ovarios y se sugiere tiene gran impacto en la
fisiologia y patologia en diferentes niveles de la organizacion tisular. En primer lugar se debe
considerar que la biosintesis es una sefial paracrina o intracrina, por lo tanto sus funciones
son mayores que las sefiales endocrinas. Es segundo lugar, que las fuentes de estrégenos
extragonadales dependen de las concentraciones de androgenos, puesto que es imposible la

aromatizacion a partir de una fuente de colesterol, ademas, varios tejidos extragonadales no
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expresan el enzima limitante (Simpson, 2002). Por lo que, las concentraciones séricas de
androgenos resultan también importantes cuando se analiza la biosintesis de estrogenos en

organos periféricos.

En el sistema nervioso central se ha observado que la expresion de aromatasa esta
localizada en areas del cerebro que se relacionan con la conducta sexual como el area
predptica media, el nicleo hipotalamico ventromedial, en nicleo terminalis estriado de la
amigdala, entre otros. En estas estructuras, la aromatasa se ha localizado en el cuerpo
neuronal, en las terminales sinapticas y en astrocitos. Sus funciones se han asociado con la
produccion local de estrogenos, que participan en procesos de cognicion, memoria, conducta
sexual, plasticidad y en respuesta a un dafio cerebral (Stocco, 2012). En el sistema nervioso
periférico se desconoce si la enzima aromatasa participa en la biosintesis local de estrogenos
regulando funciones del tracto genital. Su presencia en los ganglios paravaginales explicaria
las discrepancias encontradas previamente con respecto al tamafio del soma neuronal en el

modelo de ovariectomia y gestacion.

Por otra parte, el receptor de androgenos podria estar relacionado en la comunicacion
celular de las neuronas de los ganglios paravaginales en la coneja. Los efectos de los
androgenos sobre los ganglios pélvicos se han hecho principalmente en machos de roedores
(raton y rata), cuya morfologia y funcion se conoce estan relacionas. En estos trabajos se ha
descrito las funciones relacionadas con la reproduccion masculina (Purves-Tyson y col.
2007, Dail W. 1996). Algunas de las acciones androgénicas en las neuronas pélvicas se han
relacionado con la sefializacion mediada por sus propios receptores. Otras han sido discutidas
en términos de su aromatizacion para producir estrogenos (Burden HW, 1976, Owman C,
Sjoberg NO.1966) y como sefiales similares a los de factores de crecimiento (Papka y col.
1985). Se ha sugerido que la testosterona es un neuroprotector ante el estrés oxidativo y
previene la muerte celular, acelera la regeneracion axonal, disminuye la poda sinaptica que
precede ante un dafio en motoneuronas (Fargo y col. 2009; Jones y col 2001). La
administracion de testosterona atentia los cambios morfoldgicos y funcionales causados por
la atrofia dendritica inducida por muerte neuronal en las motoneuronas espinales (Wilson y
col 2009; Fargot y col 2009; Litle y col. 2009). También, atentia la atrofia dendritica (largo

de la dendrita y arborizacion) de las motoneuronas que inervan el musculo lateral del
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cuadriceps (toracica 9) generada por contusion de la medula espinal en la rata hembra (Bryes
y col. 2012). En este mismo estudio no se encontraron diferencias en el volumen del soma
neuronal o nimero de motoneuronas entre el modelo por contusion y el tratamiento con
testosterona. Se ha sugerido que las acciones de los andrégenos son muy similares a las de
los factores de crecimiento, a través de la interaccion con una proteina llamada paxilina
(PXN) que remodela el citoesqueleto y participa en funciones de adhesion focal, mediadas
por la activacion de Erk (Sen y col 2014). Se ha observado que PXN sirve como una via de
unién entre la sefializacion nuclear y citoplasmica de los androgenos. Recientemente se ha
sugerido que los efectos mediados por andrégenos dependen de la interaccion sinérgica de la
sefalizacion nuclear y citoplasmica. Por ejemplo, sea observado que los andrégenos inducen
la sobrevivencia neuronal al disminuir proteinas pro-apoptoticas. Ademads, se ha observado
que la testosterona incrementa el factor de crecimiento 1 (IGF-1), el factor de crecimiento
similar a la insulina 3 (INSL3) y ademas estimula la expresion de la aromatasa (Prizant y col.
2014). Por tanto determinar la expresion de receptores de androgenos en las neuronas
paravaginales representaria otro mecanismo de plasticidad neural como la comunicacion

sindptica, ademas de participar en la sobrevivencia neuronal.

Factores de crecimiento del sistema nervioso

En el sistema nervioso periférico se ha establecido que acciones traumaticas y
degenerativas pueden ser revertidas por factores de crecimiento neuronal. Aunque se han
descrito varios, este apartado estard enfocado al factor neurotrofico derivado de células glia
(GDNF). Este factor pertenece a una familia de ligandos del GDNF, ademas de éste,
neurturina, artemina y persepina se unen a los receptores GFRal-4, respectivamente
(Airaksinen y col. 2002). EI GFRal, GFRa2 y GFRa3 son receptores para el GDNF, los
cuales han sido localizados en neuronas periféricas y han sido asociadas a sobrevivencia y
regeneracion en neuronas parasimpaticas (Hlaing y col. 2013, Forrest y Keast 2008, Hisasue
y col. 2008). En neuronas entéricas y parasimpaticas el GDNF y neurturina, miembros de la
familia de ligandos del GDNF (GFLs), son fundamentales para distintas etapas de su
desarrollo (Mirabella y col. 2008; Enomoto y col. 1998). Se ha observado que el GDNF es
esencial para la proliferacion, migracion y diferenciacion de diversas poblaciones neuronales
del sistema nervioso central (Airaksinen y col. 2002) y periférico (Laurikainen y col. 2000;

Wanigasekara y col. 2004). En neuronas de los ganglios de la raiz dorsal, el GDNF esta
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relacionado con caracteristicas morfoldgicas que incluyen el area del soma (Priestley y col.
2002). En estas neuronas, el GDNF parece estar relacionado con diferentes subpoblaciones
de neuronas. Se ha observado que receptores para GDNF se expresan mayoritariamente en

neuronas de mediana y pequefias, predominante nociceptoras (Molliver y col. 1997).

En el raton macho, la expresion y funcion del GDNF y neurturina se ha relacionado
con la adecuada inervacion parasimpatica del pene (Laurikainen y col. 2000). La sefializacion
de neurturina a través del receptor GFRa2 es esencial para el mantenimiento de la inervacion
parasimpatica de la mucosa de organos reproductivos (Wanigasekara y col. 2004.). La
mayoria de los datos han sido obtenidos en el macho del raton, utilizando cultivos primarios
e individuos genéticamente modificados para silenciar la expresion de neurturina y su
receptor; esta ultima es una estrategia que no ha podido aplicarse para obtener informacion
de la sefalizacion del GDNF, debido a que su mutacion es letal al nacimiento (Shen y col.
2002). Esto sugiere que la expresion de GDNF y su receptor GFRal en las neuronas
paravaginales seria de gran relevancia en términos de sobrevivencia neuronal. En nuestro
grupo de trabajo se ha observado que en el periodo postparto las neuronas paravaginales
expresan al receptor GFRal (Fig. 5) con mayor inmunoreactividad que en el grupo sin

experiencia reproductiva (Garcia-Villamar, 2013).

— Barra: 50 pm

Fig S. Efecto de la primiparidad sobre la expresion de GFRal en las neuronas paravaginales de la coneja.
Fotomicrografias representativas de la expresion de anti-GFRal en el grupo control (C) y primiparas (P3) con
tres dias postparto, también se muestra el control negativo (C-) de la técnica de inmunohistoquimica. Barra
50um. Figura obtenida de la tesis de Garcia-Villamar 2013.

En el ganglio pélvico principal del macho de la rata se ha identificado la expresion
del GFRo2 y el GFRa3, asi como la expresion del GDNF y neurturina, lo que apoya las

propuestas sobre la importancia de los miembros de la familia del GDNF en la inervacion
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autonomica del area pélvica (Laurikainen y col. 2000). De manera relevante, se ha mostrado
que la denervacién del nervio pélvico induce un incremento en la expresion de GFRal en la
hasta dorsal media de la médula espinal en la region sacra (S1) en rata (Forrest y col. 2015).
Esto sugiere que GDNF puede participar en los mecanismos de reparacion ante una
perturbacion en nervios periféricos. En SNC, se ha observado que estradiol promueve la
sintesis de GDNF en neuronas del hipotalamo, sustancia negra y el estriado (Campos y col.
2012; Ivanova y col. 2002). Es estos trabajos se sugiere que GDNF es uno de los mecanismo
mediante el cual el estradiol protege a las neuronas ante un evento perturbador. Se desconoce
el papel que pudieran tener GDNF y otros GFLs en las neuronas pélvicas de las hembras de
mamiferos. Ademas del receptor GFRal, también GDNF tiene como co-receptor de tirosina
quinasa (RET), el cual se ha observado neuronas del hasta dorsal de la medula espinal en la
region sacra en rata (Jongen y col. 2007; Masure y col. 1999). Se ha aceptado que los
estrogenos promueven la sobrevivencia neuronal y protegen ante cambios propios de la edad
a través de factores de crecimiento neuronal (Fiocchetti y col. 2012).Por lo que analizar la
influencia de estrogenos en la expresion de GDNF y GFRal en las neuronas paravaginales
de conejas ovariectomizadas y con restitucion hormonal de estrogenos es de gran relevancia

en los mecanismos de sobrevivencia neuronal.

Células de la glia satélite

Las células de la glia satélite (SGC) participan en el control del microambiente y
regulan la transmision sinaptica, son también importantes en la formacion de contactos
sindpticos y se ha propuesto que regulan estados patoldgicos como la inflamacion y el dolor
(Hanani. 2005). Morfoldgicamente las SGC son laminas que rodean las cuerpos neuronales
y forman una unidad funcional, puesto que también presentan receptores para
neurotransmisores y moléculas bioactivas. Algunos de las sefiales que procesa son: CGRP,
ATP, BDNF, TNFa, e IL-1b (Takeda y col. 2009). Se ha propuesto que las SGC pueden
regular las concentraciones de iones y neurotransmisores en la neurona a través de
mecanismos de comunicacion cruzada entre neurona-neurona, neuronas-SGC y SGC con
otras SGC en los ganglios sensoriales (Hanani. 2005). Las funciones de las células gliales en
el sistema nervioso periférico se han relacionado con la sensibilidad al dolor en neuronas
sensoriales. Se ha mostrado que la proteina acido fibrilar de la glia (GFAP) es un marcador

de SGC activadas tras un proceso inflamatorio. Su activacion genera la liberacion de citosinas
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pro-inflamatorias como IL-1b en el modelo de dolor neuropdtico del ganglio trigémino.
Aunque se desconoce el mecanismo preciso mediante el cual la SGC media la sensibilidad
de los estimulos recibidos por las neuronas sensoriales, se conoce que una de las vias de
activacion esté relacionada a la sefializacion de las proteinas cinasas activadas por mitogenos
(MAPK). Ademas, se ha propuesto que la activacion de SGC puede modificar la liberacion
de neurotransmisores como la sustancia P (SP) en el nervio trigémino tras un dafio en el
mismo (Takeda y col. 2009). Sin embargo, la activacion de las SGC también puede ser
promovida por los cambios hormonales como se ha propuesto en medula espinal lumbar de
ratas hembras en la etapa adulta (Galvavy y col. 2015). En nuestro grupo de trabajo se ha
observado que la gestacion y la primiparidad inducen una mayor expresion de GFAP en las
células de la glia satélite de los ganglios paravaginales de la coneja (Fig. 6). Esto sugiere que
las hormonas modulan la actividad de las SGC, desafortunadamente, en el periodo postparto
se desconoce si la activacion estd relacionada a los cambios hormonales o al evento de la
distension vaginal durante el parto. Por lo tal motivo evidenciar la activacion de la SGC en
un modelo de restitucion hormonal con estrogenos evidenciaria el papel de los estrogenos

sobre la actividad de las SGC en los ganglios paravaginales.

Fotomicrografias representativas marcadas con anti-GFAP provenientes de conejas nuliparas (A), gestantes (B)

primiparas (C) con tres dias postparto. Figura obtenida de tesis de Hernandez-Kelly, 2016.
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JUSTIFICACION

La experiencia reproductiva trae consigo una serie de cambios funcionales y
estructurales en diferentes componentes del aparato urogenital, algunos de ellos son:
musculatura estriada, componentes de pared vaginal (epitelio, musculo liso, estriado,
colageno) y la innervacion en el plexo pélvico. Para describir las causalidades de estos
cambios, se han propuesto factores mecéanicos, como la distension vaginal que resulta en
hipoxia tisular y ruptura de musculos o nervios. Otra propuesta es el factor hormonal, que
supone cambios adaptativos, estos modifican la estructura de algunos componentes de la
pared vaginal y la funcion contractil de los musculos que participan durante el parto vaginal.

Los cambios coordinados por las hormonas durante la gestacion, forman parte de la
plasticidad tisular que permite adaptarse ante el impacto que precede al parto. Previamente
se mostré que la gestacion disminuye el tamaifo del soma neuronal de los ganglios
paravaginales. De manera similar, la ovariectomia disminuye el tamafio del soma neuronal y
el reemplazo hormonal (benzoato de estradiol) mantiene el tamafio del soma neuronal similar
al tamafio que se observa en conejas nuliparas. Por lo que seria interesante evaluar como es
la respuesta de los receptores de estrégenos en diferentes contextos hormonales. Ademas se
desconoce si la testosterona participa en la plasticidad estructural a través de modificaciones
en el nimero de neuritas o de células de la glia satélite. De acuerdo con esto, la participacion
de las células de la glia satélite, pueden generar factores de crecimiento como el GDNF y
promover la sobrevivencia neuronal y el crecimiento neuritico, pero se desconoce si en
ganglios pélvicos su sintesis puede ser estimulada por estrégenos. Por lo que, se propone
evaluar la plasticidad neuronal en funcion de los contactos sindpticos, mediante el nimero
de neuritas (axones y dendritas) y células de la glia satélite. Para ello se proponen diferentes
contextos hormonales, el primero en condiciones fisioldgicas naturales, como la gestacion y
en el postparto vaginal, y el segundo mediante la ovariectomia y el reemplazo hormonal
(benzoato de estradiol) que nos dard informacion diferencial sobre los procesos que subyacen

a la plasticidad en estos ganglios paravaginales.
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HIPOTESIS

Las acciones que ejercen los estrogenos sobre la plasticidad estructural de los ganglios

paravaginales son semejantes a las observadas en la gestacion y la primiparidad.
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OBJETIVOS GENERALES

II.

Evaluar la relacion del estado reproductivo sobre la plasticidad neuronal, expresion
de receptores de estrégenos y androgenos, aromatasa y -tubulina en los ganglios

paravaginales durante la gestacion y en el periodo postparto de conejas.

Evaluar la dependencia estrogénica sobre la morfometria, expresion de receptores a
estrogenos y androgenos, asi como aromatasa y el factor de crecimiento GDNF en los
ganglios paravaginales en conejas ovariectomizadas y con reemplazo hormonal

(benzoato de estradiol).
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Conocer el efecto de la gestacion y la primiparidad sobre la plasticidad estructural en

los ganglios paravaginales mediante:

1.1. La caracterizacion de la relacion del tamafio del soma neuronal y el nimero de SGC

por neurona mediante la tincion tricromica de Masson.

1.2. La evaluacion de la plasticidad neuritica (nimero de neuritas emergentes y

periféricos) a través del marcador de B-tubulina-III.

1.3. La expresion de aromatasa, receptores de estrogenos y andréogenos mediante

marcaje inmunohistoquimico en el nucleo y citoplasma neuronal.

2. Conocer la dependencia estrogénica en las neuronas paravaginales de conejas
ovariectomizadas y tratadas con benzoato de estradiol en los ganglios paravaginales

mediante:

2.1. La caracterizacion del tamafo del soma neuronal y la frecuencia de neuronas que se
asocian con un numero determinado de SGCs (0-6) mediante la tincion tricromica

de Masson.

2.2. La evaluacion de la expresion de aromatasa, receptores de estrogenos y androgenos

mediante marcaje inmunohistoquimico en el nucleo y citoplasma neuronal.

2.3. La expresion del factor de crecimiento GNDF y su receptor GFRal en neuronas y

células dela glia satélite mediante marcadores inmunohistoquimicos.
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METODOLOGIA

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 Auténoma 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. El uso y manejo de estos animales para experimentacion fue aprobado por la
Comision de Bioética sobre el Uso de Animales de Laboratorio del Centro Tlaxcala de

Biologia de la Conducta.

Experimento 1: Experiencia reproductiva

Se utilizaron 24 conejas que fueron distribuidas aleatoriamente en cuatro grupos:
conejas virgenes de 7 meses de edad (V, n = 6); gestantes a término con 30 dias de gestacion
(G, n=6); primiparas 3 dias postparto (P3, n = 6) y 20 dias postparto (P20, n=6). Las conejas
gestantes y primiparas se sometieron al protocolo de apareamiento (dia 0 de gestacion) a los
seis meses de edad con machos sexualmente expertos. La gestacion fue confirmada mediante
palpacion abdominal en el dia 20 y fueron sacrificadas al dia 30 de gestacion. En los grupos
de conejas primiparas, las crias fueron sacrificadas un dia después del parto Las conejas

fueron sacrificadas mediante la sobredosis de pentobarbital sdédico (60 mg / Kg de peso; 1.p.).

Experimento 2: Dependencia estrogénica

Se utilizaron 18 conejas que fueron distribuidas aleatoriamente en tres grupos:
congjas intactas de 12 meses de edad (control C, n=6), conejas ovariectomizadas (OVX, n =
6), OVX tratadas con reemplazo hormonal de benzoato de estradiol (OVX+BE, n = 6). La
ovariectomia fue realizada bilateralmente utilizando una combinaciéon de ketamina (0.2
ml/Kg,im) y xilazina (0.15 ml/Kg; i.m.). Las conejas OVX fueron implantadas con una
capsula vacia y en el grupo OVX+BE se implant6 una cépsula de Silastic que contenia 70
mg de BE, 3.5 meses después de la ovariectomia. Ambos grupos fueron sacrificadas 1.5
meses después de la cirugia. El grupo C fue sacrificado a los 12 meses de edad, todas

mediante por sobredosis de pentobarbital sddico (60 mg / Kg de peso, ip, Pisa).
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Diseccion de la vagina de la coneja

Se les realizo una incision sobre la linea media, desde la cavidad abdominal hasta la
vagina perineal, de acuerdo con el protocolo descrito por Martinez-Gémez y cols. (1997).
Los musculos abdominales y el tejido adiposo del area fue removidos. Posteriormente, 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 y se extrajo el segmento

pélvico de la vagina.

Técnica histologica

Después de la diseccion del conducto vaginal, se sumergi6 en el fijador de Bouin-
Duboscq (4cido picrico 0.39 %, formalina 26.66 %, ac. acético 6.66 %, etanol 80 %) durante
24 h. Posteriormente, el tejido fue deshidratado con diferentes soluciones de etanol en
concentraciones ascendente (70, 80, 96 y 100%). Se realizo el aclarado en xileno y la
inclusion en parafina (paraplast X-tra). Se obtuvieron cortes transversales de7 um de grosor
en microtomo. Los cortes se recolectaron formando series de 3 cortes por portaobjeto, los

cuales fueron recubiertos previamente con poli-L-lisina.

Tincion tricromica de Masson

Se desparafinaron mediante soluciones de xilol y alcohol en concentraciones
descendentes (100, 96, 80, 70, 60 %). A continuacion fueron incubados en el fijador de
Bouin-Duboscq acuoso (4cido picrico 0.39 %, formalina 26.66 %, ac. acético 6.66 %) durante
12 horas. Posteriormente se tifieron con hematoxilina de Weigert, Biebrich Scarlet-fushina
acida y azul de anilina. Los colorantes se fijaron con etanol amoniacal, &cido
fosfomolibdilico-fosfotiingstico y etanol 4cido. Se deshidrataron los cortes tefiidos y se
fijaron con medio de montaje. Las preparaciones histoldgicas se observaron con un
microscopio optico Nikon Eclipse Ni-U. Las fotografias fueron analizadas con el programa

Image J y axio-vision 4.8, para evaluar todos los pardmetros morfométricos.

Tamaiio neuronal y el numero de SGC por neurona.

Para la evaluacion de estos pardmetros se eligieron 20 cortes de la vagina pélvica (10
cortes antes de la desembocadura de la uretra y 10 cortes posteriores a esta), con una
separacion de 70 um entre los cortes, registrando solo el lado derecho del conducto vaginal
(Fig. 7).
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Para evaluar el efecto de la condicién hormonal sobre el area neuronal y el numero de SGC
por neurona, se cuantifico el area y el niimero total de SGC en aquellas neuronas que se
visualizaba el nucleo neuronal. Los datos presentados son la media de las areas del soma

neuronal y nimero promedio de SGC por neurona por individuo.
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Figura 7. Esquema representativo del drea muestreada en los ganglios paravaginales. Inervacion del
plexo pélvico (A), y representacion de la uretra y el conducto vaginal (B), cortes transversales del conducto
vaginal antes y después de la desembocadura de la uretra en el que se muestra la region donde se localizan los

ganglios paravaginales. Figura obtenida de Castelan y col. 2013.

Marcaje inmunohistoquimico para los ganglios paravaginales

La expresion de B-tubulina-III, el receptores de estrogenos (REa y ) y androgenos (RA),
aromatasa, el factor GDNF y su receptor GFRal asi como GFAP fueron determinados en las
neuronas paravaginales mediante inmunohistoquimica. Se selecciond cortes previos a la
desembocadura de la uretra para estas pruebas y se desparafinaron mediante soluciones de
Xilol y alcohol etilico en concentraciones descendentes (100, 96, 80, 70, 60 %). A
continuacion, los cortes fueron incubados en citrato de sodio 100 mM (pH 6) durante tres
noches y se calentaron en microondas durante dos minutos a potencia normal y 10 minutos
a potencia 10. Posteriormente, se incubaron con H>0: al 3% durante 30 min y se lavaron con

solucion buffer de fosfatos (PBS; 0.16 mM NaH>POs, 0.34 mM Na,HPO4 y 154 mM NaCl).
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Los cortes se incubaron en solucion de bloqueo (5% suero normal de cabra / en PBS
adicionado con 0.3% triton X-100, PBS-T) y se removio el exceso lavando con (PBS-T). Los
cortes fueron incubados durante 18 h a 4°C con el anticuerpo primario (ver Tabla 1) diluido
en PBS-Triton (0.3% triton x-100 en PBS). Posteriormente, se realizo tres lavados con PBS-
triton (0.3% triton x-100 en PBS) cada uno en lapsos de 10 minutos. Se incubaron con un
anticuerpo secundario biotinilado diluido (ver Tabla 1) en PBS- Triton (0.3% triton x-100 en
PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. En seguida, se realizd tres lavados con PBS-
triton (0.3% triton x-100 en PBS) cada uno en lapsos de 10 minutos. Una vez removido el
excedente de anticuerpo secundario, se incubo con el complejo A-B durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizo tres lavados con PBS-triton (0.3% triton x-
100 en PBS) cada uno en lapsos de 10 minutos. Se revelo la reaccion antigénica al adicionar
diaminobencidina. Las preparaciones histologicas fueron observadas con un microscopio
optico Nikon Eclipse Ni-U para determinar la expresion de las proteinas de interés y el tiempo
de reaccion optimo para cada tejido. La reaccion se detuvo al lavar con abundante adicion de

PBS.

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en inmunohistoquimica.

Anticuerpo Dilucion Numero de Cat. Laboratorio

rabbit policlonal IgG anti- 1:500 NB-200-1596 Novus Biologicals

aromatasa

mouse monoclonal IgG anti-ERa 1:150 MA3-310 Thermo Scientific

mouse monoclonal IgG anti-ERf 1:150 MA1-23217 Thermo Scientific

rabbit policlonal IgG anti-AR 1:500 sc-816 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.

mouse monoclonal IgG anti- 1:100 sc-13147 Santa Cruz

GDNF Biotechnology, Inc.

mouse monoclonal IgG anti- 1:100 sc-74045 Santa Cruz

GFRa1 Biotechnology, Inc.

goat polyclonal IgG anti-GFAP 1:100 sc-6170 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.

Mouse monoclonal IgG anti-B- 1:250 ab-78078 Abcam

tubulina Il

goat policlonal IgG anti-mouse 1:250 sc-2039 Santa Cruz

IgG biotinilado Biotechnology, Inc.

goat policlonal IgG anti-rabbit IgG | 1:2000 sc-2040 Santa Cruz

biotinilado Biotechnology, Inc.

donkey policlonal IgG anti-goat 1:250 sc-2042 Santa Cruz

IgG biotinilado Biotechnology, Inc.
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Analisis inmunohistoquimico de los ganglios paravaginales

Para la evaluacion del marcaje inmunohistoquimico se emplearon cortes provenientes
de la region pélvica antes de la desembocadura de la uretra y se analizaron todos los ganglios
por corte (derecho e izquierdo). Las preparaciones histoldgicas se observaron con un
microscopio optico Nikon Eclipse Ni-U y se obtuvieron fotografias con el objetivo de 40 y
100X. Las fotografias fueron analizadas con el programa Image J y axio-vision 4.8, para

evaluar todos los pardmetros morfométricos.

Neuritas con el marcador de f-tubulina-I11 (emergentes y periféricas).

Se analizaron las neuritas emergentes y periféricas en aquellas neuronas en las que se
observa el ntcleo neuronal. El criterio de seleccion para cuantificar neuritas emergentes fue
observar que se originan en el soma de las neuronas. Mientras que las neuritas periféricas
fueron aquellas que se encontraban en la cercania del soma neuronal con una distancia menor

a dos um. Los datos se expresan como el numero promedio de neurita por neurona.

Expresion de aromatasa
La expresion de aromatasa se cuantificO como el nimero de somas neuronales
positivos a la proteina con respecto al numero total de neuronas por corte. Los resultados

finales se expresan como el promedio del porcentaje de neuronas positivas.

Receptores de estrogenos de tipo alfa y beta
Se cuantifico la expresion de expresion receptores de estrogenos (REa y B) en el
nucleo de las neuronas paravaginales. Los datos se representaron como el porcentaje de

nucleos positivos respecto al total de ntcleos neuronales por corte.

Receptores de androgenos

Se cuantifico la expresion de receptores de androgenos (RA) en las terminales
neuriticas, se calculd el porcentaje de neuronas que expresan al RA en neuritas con respecto
al namero total de neuronas por corte. Ademads, se cuantificé la expresion del RA en el nticleo
neuronal y se calculd el porcentaje con respecto al numero total de nticleos por corte. Y se

evaluo el nimero de neuritas emergentes y periféricas por neurona.
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Expresion del factor de crecimiento GNDF, GFRal y GFAP
Se evaluo la expresion de marcaje anti-GDNF y anti- GFRal en neuronas y células
de la glia satélite. El marcaje anti-GFAP se evalu6 mediante el conteo del nimero de

neuronas que expresan el marcaje en la periferia, independiente a la intensidad de la reaccion.

Analisis estadistico

Los datos de todos los experimentos fueron expresados como la mediatee, y la
comparacion de las variables cuantificadas en los distintos objetivos. Se realizd un analisis
de varianza de una via, seguido de una prueba de una prueba post hoc Newman Keuls para
identificar las diferencias significativas entre grupos. Con tal fin se utilizé el programa de

analisis estadistico Prism (v.4c, GraphPad).
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RESULTADOS

Experimento 1

Area del soma neuronal y células de la glia satélite

El 4rea del soma neuronal fue diferente entre los distintos grupos experimentales (F
3,20=6.215, p=0.0037, n=6). Al inspeccionar las diferencias entre grupos se encontrd que el
tamafio del soma neuronal en el grupo G disminuy6 (p=0.003) con respecto al grupo V.
Mientras que en el grupo P3 y 20 dias (P20) no muestra diferencias con respecto del grupo
V (Fig. 8). Por otra parte, el nimero encontrado de SGC por neurona no se observan

diferencias (F3,12=0.7210, p=0.558, n=4).
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Fig 8. Ganglios paravaginales bajo el efecto de la gestacién y la primiparidad. Fotomicrografias de
neuronas de los ganglios paravaginales tefiidas con tricromica de Masson en conejas virgenes (V, a), gestantes
(G, b), primiparas con 3 dias post-parto (P3, c), primiparas con 20 dias postparto (P20, d). Las flechas sefialan
el niicleo neuronal (nn) y el soma de la neurona (n). Barra 50 pm. El area del soma neuronal (g) y el nimero de

células de la glia satélite por neuronas (h) fue analizado mediante. Diferencias calculadas vs. el grupo V (¥*,
p=0.003).
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Tamarnio del soma neuronal

Se analiz6 la distribucion poblacional de acuerdo con el tamafio neuronal. Se
establecieron tres puntos de corte, el primero de 50 a 350, el segundo de 351 a 650 y el tercero
mayores a 651. Los datos se analizaron mediante la prueba ANOV A-una via, seguida de la
prueba de Newman Keuls. Se observo que la experiencia reproductiva representa diferencias
entre el rango de 50-350 um; (F3,20=4.214, p = 0.0183). Se observa un incremento en el
grupo G con respecto del grupo V (p=0.01). No se encontraron diferencias en el rango de
351-650 (F2,20=1.185, p=0.3406). Se encontraron diferencias respecto al rango de mayores
de 651 (F3320~=7.332, p=0.0017). El grupo G (p=0.01) y P3 (p=0.001) muestran una
diferencia respecto del grupo V (Fig. 9).
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Figura 9. Porcentaje de neuronas distribuidas en 3 grupos de tamaifio del area del soma neuronal.
Muestras provenientes de conejas virgenes (V, negra), gestantes (G, verde), primiparas con 3 dias post-parto
(P3, roja), primiparas con 20 dias postparto (P20, azul). Prueba ANOVA-una via, seguida de la prueba de
Newman Keuls, (*, p=0.01; **, p=0.001). n=6.
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Tamaiio del soma neuronal y células de la glia satélite

En todos los grupos se observa una correlacion positiva entre el numero de células de
la glia satélite (SGC) y el tamafio del soma. Se analizé las medias del nimero de SGC por
area del soma neuronal y se calcularon diferencias estadisticas mediante la prueba ANOVA-
una via, seguida de una prueba post-hoc (Fig.10). No se observan diferencias entre los grupos
experimentales para el rango de 50-350 pm? F3,12) = 1.386 p=0.2946), tampoco para el de
351-650 F,12) = 1.885 p=0.1910), ni el de mayores de 651 entre estas dos variables no
muestra diferencias, F3,12) = 1.464 p=0.2736).
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Figura 10. Correlaciéon del drea del soma neuronal y el nimero de células de la glia satélite (SGC) por
neurona. Muestras de conejas virgenes (V, negra), gestantes (G, verde), primiparas con 3 dias post-parto (P3,
roja), primiparas con 20 dias postparto (P20, azul). Prueba ANOVA-una via, seguida de la prueba de Newman
Keuls.
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Correlacion entre el tamaiio del soma neuronal y el numero de células de la glia satélite

Se realizaron correlaciones entre el area del soma neuronal y el nimero de células de
la glia satélite (Fig. 11). Los analisis muestran una correlacion positiva para el grupo V (r
spearman = 0.3535, p=0.0001) y para el grupo G (r spearman = 0.2280, p=0.0001). También
se realizaron correlaciones en los grupos P3 y P20. Los andlisis en el grupo P3 muestran una
correlacion positiva (r spearman = 0.2240, p= 0.0001) y también para el grupo P20 (r
spearman = 0.3101, p=0.0001).
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Figura 11. Distribucion del niimero de células de la glia satélite por neurona con respecto del tamaiio del
area del soma neuronal. Muestras provenientes de conejas virgenes (V, negra), gestantes (G, verde) primiparas
de 3 dias post-parto (P3, roja) y primiparas de 3 dias post-parto (P20, azul). Prueba r de Speraman, con un total
de 958 neuronas evaluadas en el grupo V, 907 en el grupo G, 764 en el grupo P3, y 832 en el grupo P20, n=4.
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Area del soma neuronal evaluado con f-tubulina-III y niimero de neuritas

Con el marcaje de B-tubulina-III fue posible corroborar el tamafio del soma es
diferente entre los grupos (F3,18)=5.106, p=0.0099, n=6), se observa una disminucion entre
el grupo G (p=0.001) y P3 (p=0.05) vs el grupo V. El grupo P20 no muestra diferencias vs el
grupo V (P >0.05) o el grupo P3 (Fig. 12). Con este mismo marcaje se cuantifico el nimero
de neuritas totales (emergentes y periféricas) en las neuronas en los ganglios paravaginales.
No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (F,19) = 1.052,

p=0.3924, n=6).
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Figura 12. Fotomicrografias de neuronas de los ganglios paravaginales marcadas con B-tubulina-III.
Inmunohistoquimicas de muestras provenientes de conejas virgenes (V, a), gestantes (G, b), primiparas con 3
dias post-parto (P3, c), primiparas con 20 dias postparto (P20, d). Area del soma neuronal evaluada con B-
tubulina (g) y nimero de neuritas por neuronan (h). Prueba ANOVA seguido de Newman Keuls. Diferencias
expresadas como: * vs grupo control p=0.05; ** vs control p=0.001; vs G p=0.01; n=6.
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Numero de neuritas emergentes y periféricas

En el marcaje con B-tubulina-III muestra las prolongaciones neuriticas (axones y
dendritas). Se cuantificaron los axones y dendritas emergentes de soma neuronal, asi como
aquellas que se encontraban en la periferia del soma con una distancia menor a los 2 um (Fig.
13). Se observo una diferencia entre los grupos respecto al nimero de neuritas emergentes
(F3,257 = 10.96, p= 0.0001, n=6). En comparacion con el grupo G, el grupo V mostrd un
incremento (p=0.001), mientras que el grupo P3 y P20 son similares al grupo V, pero ambos
diferentes al grupo G (p=0.001). Las neuritas periféricas al soma no muestran diferencias

estadisticas (p>0.05).
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Figura 13. Fotomicrografias de neuronas (n) de los ganglios paravaginales marcadas con B-tubulina-III.
Inmunohistoquimica provenientes en muestras de conejas gestantes (G, a) En un aumento de este mismo corte
(b) es posible apreciar neuritas emergentes (ne) y periféricas (np) precedentes. Se cuantificd el niimero de
neuritas emergentes por neurona (c¢) y nimero de neuritas periféricas por neurona (h) analizadas con el marcaje
de B-tubulina-III. Diferencias estadisticas analizadas mediante prueba ANOVA seguido de Newman Keuls,
expresadas como: * * vs control, p=0.001; & vs G, p=0.01; n=6. Barra, 100 um.
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Receptor de estrogenos de tipo alfa

Se observd marcaje para el receptor de estrogenos en el soma neuronal y en los
nucleos neuronales y de las células de la glia satélite. Se cuantificd el nimero de neuronas
que expresan al receptor en el nucleo (Fig. 14). Los resultados se expresan como el promedio
porcentual, y fueron analizados mediante ANOVA seguida de Newman Keuls, no se

observan diferencias significativas (F20) = 1.546, p=0.2336, n=6).
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Figura 14. Analisis de los receptores de estrogenos alfa en los ganglios paravaginales bajo el efecto de la
gestacion y la primiparidad. Fotomicrografias representativas marcadas con anti-receptor de estrogenos alfa
(anti-REa) provenientes de conejas virgenes (V, a), gestantes (G, b), primiparas con 3 dias post-parto (P3, c¢) y
primiparas con 20 dias postparto (P20, d). Se indica en las fotomicrografias neuronas positivas (n+), fasciculos
nerviosos (fn+), los nicleos neuronales positivos (nn+), asi como los nucleos de células de la glia satélite (SGC).
Cuantificacion del nimero de nicleos de neuronas anti-aromatasa positiva expresadas en porcentaje. Datos

fueron analizados con la prueba de ANOVA seguidos de Newman Keuls. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, (n=6).
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Receptor de estrogenos de tipo beta

Se observd marcaje para el receptor de estrogenos en el soma neuronal y en los nucleos
neuronales y de las células de la glia satélite. Se cuantifico el nimero de neuronas que
expresan al receptor en el nucleo (Fig. 15). Los resultados se expresan como el promedio
porcentual y se analizaron mediante ANOVA seguida de Newman Keuls, no se observan

diferencias significativas (F320) =2.078, p=0.1356, n=6).
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Figura 15. Analisis de los receptores de estrogenos beta en los ganglios paravaginales bajo el efecto de la
gestacion y la primiparidad. Fotomicrografias representativas marcadas con anti-receptor de estrogenos beta
(anti-RE ) provenientes de conejas virgenes (V, a), gestantes (G, b), primiparas con 3 dias post-parto (P3,c) y
primiparas con 20 dias postparto (P20, d). Se indica en las fotomicrografias los nucleos neuronales positivos
(nn+), asi como los nucleos de células de la glia satélite (SGC). Cuantificacion del nimero de nucleos de
neuronas anti-aromatasa positiva expresadas en porcentaje. Datos fueron analizados con la prueba de ANOVA
seguidos de Newman Keuls. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas, (n=6).
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Receptor de androgenos

El marcaje de receptor de androgenos permitio visualizar al receptor principalmente
del soma neuronal y en algunos nuicleos neuronales. Ademas se observaron neuritas (axones
y/o dendritas) que emergian o que se encontraban en la periferia. Se cuantificaron las neuritas
totales por neurona y los valores obtenidos en cada grupo son similares al grupo V (F3,16) =
1.033, p=0.4043, n=6). Sin embargo, el nimero de neuritas emergentes por neurona muestra
diferencias entre los grupos (F3,16) = 3.276, p= 0.0484, n=6), se observo una disminucion en
el grupo P20 vs el grupo V (p=0.04). Los grupos G y P3 son similares al grupo V (Fig. 16).
Se analiz6é el nimero de neuritas periféricas por neurona y los datos muestran valores

similares al grupo V (F,16) = 0.6216, p= 0.6112, n=6).
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Fig 16. Analisis de los receptores de andrégenos en los ganglios paravaginales bajo el efecto de la
gestacion y la primiparidad. Fotomicrografias representativas marcadas con anti-receptor de androgenos
(anti-RA) provenientes de conejas virgenes (V, a), gestantes (G, b), primiparas con 3 dias post-parto (P3, ¢) y
primiparas con 20 dias postparto (P20, d). Se indica en las fotomicrografias las neuronas positivas (nt); el
nucleo neuronal positivo (nn+) y negativo (nn-), asi como las neuritas (nrt). Cuantificacion del numero de
neuritas emergentes (g) y neuritas periféricas anti-RA por neurona. Diferencias estadisticas comparadas vs el
grupo V se indican como: *,p = 0.04.
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Aromatasa en neuronas paravaginales y células de la glia satélite

En andlisis de aromatasa muestra neuronas y SGC con marcaje anti-aromatasa
positivo en el citoplasma (Fig. 17). Se cuantificé el porcentaje de somas neuronales, los datos
obtenidos de G. P3 y P20 muestran similitudes entre el grupo V (F320) = 1.256, p=0.3161,
n=6). Se analiz¢ el porcentaje de SGC aromatasa positivas, los datos obtenidos de G, P3 y

P20 muestran una similitud con el grupo V (F3,20) = 0.9540, p= 0.4335, n=6).
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Figura 17. Analisis de la expresion de Aromatasa en los ganglios paravaginales bajo el efecto de la
gestacion y la primiparidad. Fotomicrografias representativas marcadas con anti-aromatasa (anti-aromatasa)
provenientes de conejas virgenes (V, a), gestantes (G, b), primiparas con 3 dias post-parto (P3, ¢) y primiparas
con 20 dias postparto (P20, d). Se indica en las fotomicrografias las neuronas positivas (n+) y negativas (n-),
asi como células de la glia satélite (SGC). Cuantificacion del numero de neuronas (g) y SGC anti-aromatasa
positiva expresadas en porcentaje. Datos fueron analizados con la prueba de ANOVA seguidos de Newman
Keuls. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas, (n=6).
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Experimento 2: Dependencia estrogénica

Morfometria de los ganglios paravaginales en la ovariectomia

Para evaluar la dependencia del area del soma neuronal con respecto a los niveles de
estrogenos se midid el area en cortes tefiidos con tricromica de Masson. Se observaron
diferencias entre el tamafio del soma neuronal entre los grupos (F,15) = 15.82, P = 0.0002).
Se observd una disminucion en el tamafio area del soma neuronal en el grupo OVX
comparado con el grupo control (p=0.0001). El grupo OVX+BE muestra un area similar a la
del grupo control (Fig. 18 d). La poblacion de neuronas se dividio6 en tres subpoblaciones de
acuerdo al tamafio neuronal y no se observaron diferencias entre los grupos (F2,45 = 0.00, p=
1.0, n=6). El tamafio neuronal entre los grupos muestra diferencias (F,45)= 53.06, p=0.0001,
n=6). También se observd interaccion entre el tamafio del soma y los grupos experimentales
(Fa4s) = 28.26, p= 0.0001, n=6). La primera sub-poblacién de 50 a 350 um?, muestra un
incremento de neuronas de este tamafio en el grupo G (p=0.001), mientras que el grupo C y

el grupo OVX+BE no muestra diferencias vs el grupo C (Fig. 18 e).
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Figura 18. Fotomicrografias representativas de ganglios paravaginales. Provenientes de conejas control
(a), ovariectomizada (b) y después del reemplazo hormonal con benzoato de estradiol (c). Area del soma
neuronal (d), distribucion en porcentajes del area neuronal (e). Porcentaje de neuronas que contienen de 0-1, 2
y de 3-6 SGC (f), en conejas C, control; OVX, ovariectomizada y OVX+BE, tras el tratamiento de benzoato de
estradiol. (n), neurona; (nn), nicleo neuronal; (SGCn), nucleo de la célula glia satélite. Barra, 20 pm.
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La segunda sub-poblacion se evalud entre 351 a 650 pm?, el grupo C y el OVX+BE
son similares, el grupo OVX disminuy6 su poblacion en este rango. En la subpoblacion de
las neuronas mayores a 651 pm? el grupo C y OVX+BE son similares en el porcentaje de
neuronas, mientras que el grupo OVX disminuy6. Se analizoé también numero de células de
la glia satélite (SGC) por neurona, los datos se muestran como el porcentaje de neuronas que
presentan de 0-1 SGC, dos SGC o de 3-6 SGC (Fig. 19 f), se observa diferencias entre nimero
de SGC que presentan las neuronas (Fi4s) = 38.86, p= 0.0001, n=6). No se observan
diferencias entre los grupos (Fu4sy = 0.00, p= 1.0, n=6). Existe una interaccion
extremadamente significativa (F 45 = 6.51, p=0.0003, n=6). Las diferencias se encontraron

entre OVX+EB en el grupo de 0-1 SGC y en el de 3-6 SGC (p=0.001).

Niveles séricos de estradiol y testosterona

Los niveles séricos de estradiol muestran cambios entre los grupos (F,15)=13.39, p=
0.0005, n=6). ). Los datos se representan como la media + ee, ANOV A-una via fue empleada,
seguido de la prueba de Newman Keuls. El grupo OVX y C (p>0.05) son similares, el grupo
OVX+BE incrementd con respecto del grupo C (p=0.0001). Los niveles séricos de
testosterona muestran diferencias entre los grupos (F2,15) = 13.98, p= 0.0004, n=6), los
niveles séricos de testosterona en el grupo OVX (p=0.001) y OVX+BE (p=0.01) son

inferiores con respecto del grupo C (Fig. 19).
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Figura 19. Efecto de la ovariectomia y la administracién de benzoato de estradiol sobre la concentracion
sérica de estradiol en la coneja. A. Concentracion sérica de estradiol (a) y testosterona (b) en conejas control
(C), ovariectomizadas (OVX) y después de la administracion de benzoato de estradiol (OVX+EB), diferencias
estadisticas se muestran como: **, p <0.01 y *** p <0.001.
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Receptores de estrogenos alfa

Se observo marcaje para el receptor de estrogenos en el soma neuronal y en los
nucleos neuronales y de las células de la glia satélite. Se cuantifico el nimero de neuronas
que expresan al receptor en el nucleo (Fig. 20). Los resultados se expresan como el promedio
porcentual y se analizaron mediante ANOVA seguida de Newman Keuls, no se observan

diferencias (F,15) = 2.421, P = 0.1227).
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Figura 20. Fotomicrografias representativas marcadas con anti-receptor de estrogenos alfa (anti-REa).
Provenientes de conejas control (a), ovariectomizada (b) y después del reemplazo hormonal con benzoato de
estradiol (¢) Se indica en las fotomicrografias fasciculos nerviosos (fnt), los nticleos neuronales positivos (nn+),
asi como los nucleos de células de la glia satélite positivos (nSGC+). Barra 20pm
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Receptores de estrogenos beta

Se observo marcaje para el receptor de estrogenos beta (REP) en el soma neuronal y
en los nucleos neuronales y de las células de la glia satélite. Se cuantifico el niimero de
neuronas que expresan al receptor en el nucleo (Fig. 21). Los resultados se expresan como el
promedio porcentual y se analizaron mediante ANOVA seguida de Newman Keuls, no se

observan diferencias (F2,15 = 2.177, P = 0.1428).
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Figura 21. Fotomicrografias representativas marcadas con anti-receptor de estrégenos beta (anti-REp).
Provenientes de conejas control (a), ovariectomizada (b) y después del reemplazo hormonal con benzoato de
estradiol (c) Se indica en las fotomicrografias los nucleos neuronales positivos (nn+), nicleos neuronales
negativos (nn-), fasciculos nerviosos negativos (fn-), asi como los niicleos de células de la glia satélite (SGC).
Cuantificacion del numero de nucleos de neuronas anti-RE positiva expresadas en porcentaje. Datos fueron
analizados con la prueba de ANOVA seguidos de Newman Keuls. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, (n=6).
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Receptor de androgenos
Se observd marcaje para el receptor de androgenos (RA) en el soma neuronal y en los

nucleos neuronales y en las prolongaciones neuriticas (Fig. 22). Los resultados se expresan
como el promedio porcentual y se analizaron mediante ANOVA seguida de Newman Keuls
Se cuantificé el nimero de neuronas que expresan al receptor en el nicleo, no se observan
diferencias (F2,15)=0.8261, P = 0.4567). Se cuantificé el nimero de neuronas que expresan
neuritas y se observo diferencias entre los grupos (F2,15) = 12.46, P = 0.0006). Los grupos
OVX (0.01) y OVX+BE (p=0.001) incrementaron el porcentaje de neuronas que expresan

neuritas con respecto del grupo control.
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Figura 22. Fotomicrografias representativas de receptores de andrégenos en los ganglios paravaginales.
Marcaje anti-receptor de androgenos (anti-RA) en neuronas provenientes de conejas control (a),
ovariectomizada (b) y después el reemplazo hormonal con benzoato de estradiol (c). Porcentaje de neuronas
que expresan anti-RA en el soma (d), porcentaje de neuronas que expresan anti-RA en las neuritas (e) en conejas
C, control; OVX, ovariectomizada y OVX+BE. (-nn), nicleo neuronal-marcaje negativo; (+nn), nicleo
neuronal- marcaje positivo; (+nrt) neurita-marcaje positivo. Barra, 20 um. Analizados con ANOVA 1 via y pos
hoc Newman Keuls. (¥*, p< 0.01; *** p<0.001 vs el grupo control).
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Expresion de aromatasa en neuronas y SGC

El marcaje anti-aromatasa se observo en el soma neuronal y algunos nucleos de las
células de la glia satélite (Fig. 23). Se cuantificé el nimero de neuronas que expresan
aromatasa en el soma neuronal y se observaron diferencias entre los grupos (Fp,15 = 12.46,
P = 0.0006, n=6). Se observd un incremento en el grupo OVX con respecto del grupo C
(p=0.001). El grupo OVX+BE es similar al grupo control pero estadisticamente diferente del
grupo OVX (p=0.01).
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Figura 23. Fotomicrografias representativas marcadas con anti-aromatasa. Provenientes de conejas
control (a), ovariectomizada (b) y después el reemplazo hormonal con benzoato de estradiol (c). Se indica en
las fotomicrografias las neuronas positivas (nt+) y negativas (n-), asi como células de la glia satélite (SGC).
Cuantificacion del nimero de neuronas (g) y SGC anti-aromatasa positiva expresadas en porcentaje. Datos
fueron analizados con la prueba de ANOVA seguidos de Newman Keuls (¥* p< 0.001 vs el grupo control y &,
p<0.01 vs el grupo gestante; n=6).
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Células de la glia satélite (GFAP)
Se observo marcaje para la proteina acido fibrilar de la glia en el citoplasma de las

c¢lulas de la glia satélite. En el grupo control se observo un marcaje difuso en la periferia del
soma neuronal. El grupo OVX muestra un marcaje mas definido anti-GFAP con respecto del
grupo control. Esta marca se intensifica en todas la neuronas provenientes del grupo
OVX+BE (Fig. 24). Se cuantificé el porcentaje de neuronas que expresan anti-GFAP las
células de la glia satélite y se observo valores similares entre el grupo OVX y OVX+BE con

respecto del grupo C (F,12) = 1.302, P = 0.3079).
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Figura 24. Fotomicrografias representativas marcadas con anti-GFAP. Provenientes de conejas control
(a), ovariectomizada (b) y después del reemplazo hormonal con benzoato de estradiol (c). Se indica en las
fotomicrografias las SGC positivas con una flecha y en el inserto de la imagen se aprecia un aumento del 800%.
Cuantificacion del nimero de neuronas con marcaje anti-GFAP en la periferia (d) Datos fueron analizados con
la prueba de ANOVA seguidos de Newman Keuls. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, (n=5).
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GDNF y GFRal en neuronas paravaginales

Se observo marcaje para el factor de crecimiento GDNF en el soma neuronal y
presumiblemente en las células de la glia satélite. El grupo OVX muestra un mayor marcaje
anti-GDNF y esta marca se mantiene en el soma de las neuronas provenientes del grupo
OVX+BE. Ademas en el grupo OVX+BE se observa un marcaje de los niicleos de las células
de la glia y el contorno del marcaje del soma neuronal (Fig. 25). Con respecto al marcaje
anti-GFRal se observd marcaje en el soma neuronal y presumiblemente en el citoplasma de
las células de la glia satélite. Los grupos OVX y OVX+BE muestran un marcaje con mayor
intensidad en el soma neuronal vs el grupo control. No se observan nticleos de células de la

glia satélite con marcaje anti- GFRal.

Figura 25. Fotomicrografias representativas de marcaje anti-GDNF y anti-GFRo-1 expresados en
neuronas y células de la glia satélite. Secciones marcadas con anti-GDNF (a,b,c) y GFRa-1 (d,e,f)
provenientes de conejas control (a,d), ovariectomizada (b, e) y restituidas con benzoato de estradiol (c, f). Se
indica células de la glia satélite (SGC) y los nticleos de la célula glia satélite (SGCn). Barra, 20 pm.
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DISCUSION

Tamaiio del soma neuronal en diferentes estados reproductivos

Se ha propuesto que los cambios debidos a la edad, estado reproductivo y niveles
hormonales pueden afectar el tamafo de las neuronas ganglionares (Castelan y col. 2013).
Nuestros datos acerca del tamano del soma neuronal muestran que al final de la gestacion, se
presenta una disminucion de tamafio y se mantiene este efecto durante la etapa temprana
postparto (P3). Debido a que 20 dias después del parto se recupera el tamano del soma
neuronal, se sugiere que el tamafio neuronal es dependiente de los niveles hormonales y no
ha asi del estimulo mecanico que precede al parto. Ademas, de las modificaciones en los
niveles de hormonas gonadales o placentarias, otros sistemas son activados para inducir el
parto, uno de ellos es en sistema inmune. Durante la etapa final de la gestacion, se ha
propuesto un incremento citocinas pro-inflamatorias, dentro de las que se ha propuesto a la
interleucina 1B (IL-1B) (Ishiguro y col. 2016). La IL-1B favorece las contracciones uterinas,
la dilatacion cervical y robustece la respuesta inmune. Por otra parte, en el ganglio trigémino,
se ha mostrado que las neuronas de pequefio didmetro (10-30 um) responden mejor ante un
proceso inflamatorio y se induce la despolarizacion de la membrana (Takeda y col. 2009).
En estas neuronas se ha caracterizado la liberacion de IL-1B asi como la expresion de GFAP
en las células de la glia satélite. Entonces, considerando la reduccion del tamafio del soma
como consecuencia de sefiales inmuno-endocrinas, es posible sugerir que neuronas de menor
tamafio serdn quienes se adaptan mejor durante el evento del parto. Hanani (2005) ha
propuesto que las neuronas de menor volumen satisfacen de mejor manera sus necesidades
metabolicas en comparacion con las grandes. Dado que el nimero de SGCs es menor en las
neuronas pequefias de diferentes ganglios periféricos y considerando que las SGC
constituyen parte del soporte metabdlico. Nosotros sugerimos que la reduccion del tamano
del soma es parte de la plasticidad estructural en funcion de reducir la actividad metabdlica,
sin embargo esta Ultima aseveracion aun no ha sido evaluada. Se ha observado una
correlacion positiva entre el tamafio del cuerpo neuronal y el nimero SGC en neuronas
sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal de la region lumbar de rata (Nadeau y col. 2014).
Nuestros resultados también demuestran una correlacion entre el tamafio del soma neuronal

y el nimero de SGC.
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Plasticidad estructural en las neuritas de las neuronas paravaginales

Los cambios estructurales también involucran las proyecciones neuriticas que
emergen o que rodean al soma neuronal. Se ha sugerido que las neuronas de mayor tamafio
dan origen a fibras nerviosas mielinizadas y estas conducen mejor sefales (Priestley y col.
2002). En nuestros resultados observamos que el grupo G y P3, la reduccién del tamafio del
soma, responde a un incremento en el numero de neuritas emergentes, aquellas que sus
prolongaciones se asocian directamente con el soma de la neurona. Estos segmentos iniciales
del axon se han sugerido como compartimentos ideales para iniciar el potencial de accion
gracias a sus caracteristicas biofisicas (Kuba. 2016). La presencia de canales de Na* en este
segmento favorece el potencial de accion dado por eventos simultdneos de contactos axo-
axodnicos y axo-somaticos (Kole y Stuart. 2012). Por lo cual proponemos que el incremento
en el nimero de neuritas emergentes en el grupo G, forma parte de la plasticidad estructural
que mantiene la comunicacion sinaptica como respuesta a la disminucion del tamafio del
soma (Fig. 25). En ganglios de la raiz dorsal se ha mostrado que la retraccion neuritica
provocada por exposicion a toxina pertussis tiene un impacto mayor en las neuronas de mas
grandes (Ng y col. 2010). Por lo cual se sugiere evaluar el nimero de neuritas emergentes en
las neuronas pequefias (menores a 350 pm?) o grandes (mayores a 650 pm?), para identificar

si tienen el mismo impacto en toda la poblacion.

Expresion de receptores de estrogenos

La localizacion de receptores de estrogenos alfa y beta no parece ser modificada por
efecto del estado reproductivo. Los datos provenientes de la inmunolocalizacion de los dos
subtipos son similares en los grupos G, P3 y P20, comparada con el grupo V. Es importante
reconocer que se contabilizo su expresion en el nucleo neuronal, pero una limitante de esta
técnica es que nos imposibilita saber cuanto receptor se estad expresando. También debemos
considerar la posible participacion de otros receptores de estrogenos como el GRP30, un
receptor de membrana del cual se desconoce su presencia en las neuronas paravaginales.
Ademas, la expresion de los receptores puede ser independiente de su activacion y las
funciones que desencadenan los cambios hormonales de estrégenos circulantes (Lopez-
Garcia. 2013). Desafortunadamente, la técnica de inmunohistoquimica nos impide valorar la
cantidad de receptor que la neurona estd expresando cada uno de los compartimentos

celulares.
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Expresion de receptores de andréogenos en las neuronas paravaginales

El tamafio del soma en varios trabajos ha sido asociado a los niveles de androgenos
circulantes (Purves-Tyson y col. 2007; Pozuelo y col. 2010). En nuestras observaciones, se
ha encontrado que el receptor de andrégenos (RA) se encuentra ubicado en el nucleo y soma
neuronal. De manera similar se ha observado en neuronas del ganglio pélvico principal en
rata (Pozuelo y col. 2010). Pozuelo y colaboradores han sugerido que el receptor de
androgenos influye sobre las caracteristicas de la membrana neuronal y sobre los impulsos
que reciben. En este estudio fue posible la observar terminales nerviosas marcadas
unicamente en ganglios y no asi en fasciculos nerviosos. Por lo que se sugiere que el receptor
también debe estar presente en las terminales nerviosas y posiblemente module la
comunicacion sindptica. Se analizd el nimero de neuronas que presentan terminaciones
neuriticas emergentes y se observé una disminucién en el grupo P20 con el marcador anti-
RA. Lo cual podria ser una respuesta debida a una remodelacion estructural debida al parto.
Sin embargo, cuando se observéd el numero de neuritas evaluada mediante la proteina [3-
tubulina-III, se puede notar que no existen diferencias en el nimero de neuritas emergentes
entre el grupo P20 y V, sin embargo, el grupo G presenta un incremento. Esto sugiere que el
RA no se expresa en todas las neuritas, probablemente solo en una parte de la poblacion, la
cual podria ser mas sensible a cambios de testosterona circulantes. Se ha demostrado en la
administracion de testosterona y DHT puede influenciar en la arborizacion y crecimiento
neuritico en cultivo de ganglios pélvicos de rata (Purves-Tyson, 2007). A pesar de no
observar cambios en el marcaje de neuritas RA positivas entre el grupo G y V, no podemos
descartar que el incremento de neuritas emergentes observado con el marcaje de B-tubulina-

IIT sea promovido por andrégenos.

Expresion de aromatasa en las neuronas paravaginales

En la coneja, los ganglios paravaginales provienen de las ramificaciones de S3 (Cruz
y col. 2017), aunque la mayoria es ChAT positivos (Castelan y col. 2013) los receptores
colinérgicos y otros receptores considerados del sistema parasimpatico podrian variar. Se ha
observado que neuronas que expresan diferentes neurotransmisores en SNC pueden
responden expresar aromatasa diferencialmente. Algunos son estrégenos dependientes y

pueden sintetizar sus propias hormonas. Debido a que los ganglios paravaginales son
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dependientes de hormonas la expresion de aromatasa en las neuronas para mantener sus
funciones estrogénicas es de gran relevancia. Sin embargo, durante la gestacion no se observa
la expresion de aromatasa en ninguna de las estructuras que conforman a los ganglios
paravaginales. Esto se explica por el incremento de las concentraciones de estradiol sérica al
finalizar la gestacion. Se ha mostrado en otros trabajos que el estradiol puede apagar la
transcripcion de aromatasa en otros sistemas celulares. Después del parto se observa la
expresion de aromatasa en la periferia de las neuronas paravaginales, presumiblemente en el
citoplasma de las células de la glia satélite. Dicha observacion deja a relucir que el sistema
neurona-glia es sumamente sensible a los niveles locales de estradiol y posiblemente las

células glias satélite activen sus mecanismos de sintesis de estrogenos antes que la neurona.

Virgen Gestante Primipara (P20)
Restablecimiento de
. Reclutamiento los niveles hormonales
Niveles hormonales basales de SGCs

/ Restablecimiento del
tamanio del soma

Restablecimiento del
numero de neuritas

Incremento del
nam de neuritas

{\ neuritas

Restablecimiento
del nim de SGCs

Figura 25. Esquema representativo del mecanismo propuesto de la plasticidad estructural de las
neuronas paravaginales. [E2]s, concentracion sérica de estradiol, SGC, células de la glia satélite; nSGC,

nucleo de las células de la glia satélite, P20, primiparas con 20 dias postparto.
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Dependencia estrogénica del tamario del soma neuronal

Hemos propuesto, que una posible causa de la disminucion del tamaiio del soma son
los niveles de estrogenos, por lo que a continuacion analizaremos el tamafio del soma
asociada a los niveles de estradiol séricos. El tamafo del soma neuronal en ganglios de la
region pélvica ha sido asociado con niveles de estrégenos y androgenos después de la
ovariectomia o la castracion, respectivamente (Purves-Tyson y col. 2007; Pozuelo y col.
2010; Ramirez-Corona 2011). En la rata macho, se ha descrito que el tamafio del soma de
neuronas provenientes del ganglio pélvico principal son de mayor tamaio en la fase
peripuberal en comparacion de la fase prepuberal (Pozuelo y col. 2010). Por otra parte la
castracion reduce el tamafo del soma de neruonas TH positivas y NOS positivas, mientras
que el tratamiento con testosterona o DHT restablece el tamafio del soma (Purves-Tyson y
col. 2007). En este mismo trabajo se administr6 estradiol y se observé que el tamafio del
soma era similar al grupo gonadectomizado. Estas observaciones sugieren una dependencia
directa entre el tamafio del soma y los niveles de andrégenos. En nuestros resultados, se
observa que la OVX reduce el tamafio del soma y con la administracion de benzoato de
estradiol este efecto es prevenido. Posiblemente, en machos el tamaiio del soma neuronal del
ganglio pélvico es regulado sefales androgénicas, mientras que en hembras es regulada por
sefales estrogénicas. Algunas de las implicaciones de la reduccion del tamafio del soma

podrian estar relacionadas a la sintesis y expresion de neurotransmisores.

Se ha caracterizado que las neuronas de menor tamafio son quienes disminuyen las
sintesis de neuropeptidos tras un evento de dafio. Mientras que las neuronas de mayor tamafio
incrementan la sintesis de neuropeptidos, como el NPY tras la axotomia en ganglios
sensoriales de la rata mayo (Wakisaka, 1991). En neuronas de los ganglios de la raiz dorsal
se ha mostrado que neuronas de menor tamafio son mayoritariamente desmielinizadas,
sensibles a GDNF y expresan péptidos como la sustancia P y CGRP. Mientras que las de
mayor tamaio responden a VRL1, NGF y neurotrofina-3 (Priestley y col. 2002). Es posible
que la expresion de algunos neurotransmisores en los ganglios paravaginales también se
altere por la ovariectomia, se sugiere futuras aproximaciones al respecto. También se ha
sugerido que neuronas de mayor volumen presentan mayor numero de neuritas (Hanani y

col. 2005), y se ha modelado que el volumen del soma impacta en la corriente minima que
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se necesita aplicar para la despolarizacion de la membrana (Gulledge y Bravo, 2016). Otro

aspecto que discutiremos como plasticidad estructural en los siguientes apartados.

Expresion de receptores de estrogenos y androgenos en la ovariectomia

La expresion de receptores estrogenos de tipo alfa y beta después de la ovariectomia,
a pesar de que los niveles de estrogenos no son diferentes del grupo control. Lo cual sugiere
sefalizacion por estrogenos, probablemente mediada por sintesis de estradiol local. Es
importante destacar que la ovariectomia se evalu6 por un periodo de 5 meses, es posible que
otros mecanismos gendmicos mediado por receptores de estrogenos antecediera.
Interesantemente el tratamiento hormonal con benzoato de estradiol no revierte el incremento
de inmunoreactividad observada en la ovariectomia en el citoplasma neuronal, fasciculos o
SGC. En otros trabajos se ha observado que la expresion de receptores de estrogenos ademas
de ser dependiente de los estrogenos puede ser influenciado por otras hormonas gonadales
como la testosterona. En el grupo con ovariectomia y reemplazo hormonal con benzoato de
estradiol las concentraciones séricas de testosterona disminuyen con respecto al grupo
control. Este factor podria ser la causa de mantener incrementada la expresion de receptores
de estrogenos, desafortunadamente la disposicion anatdmica impiden realizar otras técnicas

cuantitativas que evaliien la expresion genética de dichos receptores.

Neuritas y SGC en la ovariectomia

En la ovariectomia, la expresion de aromatasa incrementa en las neuronas
paravaginales y en las SGC. Se ha propuesto que la aromatizacion local en las neuronas
paravaginales influye en las concentraciones locales de estrogenos. Se ha establecido que la
sintesis local tiene efectos paracrinos y sus efectos son mas relevantes que los provenientes
de fuentes endocrinas (Simpson y Santen. 2015). Ademas del estradiol, la testosterona
también puede modular la expresion de aromatasa, a través de la diminucién de androgenos
circulantes. Esto coincide con los niveles observados en la ovariectomia, los niveles séricos
de testosterona disminuyen pero los niveles séricos de estradiol son similares al grupo
control. En el grupo OVX se aprecia un incremento de neuronas que expresan aromatasa en
el soma neuronal. En la ovariectomia la disminucion del tamafio del soma esté relacionado a
un incremento en el nimero de neuronas que presentan neuritas periféricas, lo cual concuerda

con otros trabajos en los que se ha sugerido que los androgenos participan en la remodelacion
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dendritica y axonal (Purves-Tyson y col. 2007). Por otra parte se observé la administracion
de benzoato de estradiol mantienen la expresion de neuritas marcadas con receptor de
andrégenos, similar a la ovariectomia. Este hallazgo parece estar relacionado con los niveles
de testosterona séricos, los cuales se mantienen bajos con respecto del grupo C. Esto indica
que la disminucion de andrégenos circulantes incrementa la expresion del RA en neuritas y

mantiene la plasticidad estructural observada en el grupo OVX.
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Figura 26. Esquema representativo del mecanismo propuesto en la ovariectomia (OVX) y el
tratamiento con benzoato de estradiol (OVX+EB). [E2]s, concentracion sérica de estradiol, SGC, células de

la glia satélite; nSGC, nucleo de las células de la glia satélite.
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Factor neurotrofico GDNF los ganglios paravaginales

El mecanismo por el cual se regula el tamafio del soma en las neuronas paravaginales
aun es desconocido. Sin embargo en otros estudios han propuesto que los factores
neurotréfico son dependientes de estrogenos. Un factor de ellos es el GDNF observado en
neuronas de la medula espinal en los segmentos sacros, los cuales proyectan sus terminales
a la region pélvica (Forrest y col. 2015). En nuestros resultados se observa un incremento en
la inmunorreactividad de GDNF y su receptor en neuronas paravaginales y en las SGC. El
incremento de GDNF y su receptor GFRal podria obedecer a dos fuentes de estradiol, en la
primera a la sintesis local de estrogenos debida al incremento de aromatasa. Y en el grupo
OVX+BE, GDNF y GFRal podria estar relacionada a la administracion de estrogenos (Fig.
26).

Plasticidad estructural en diferentes contextos hormonales

Aunque se observa una clara relacion entre el grupo ovariectomizado y el tratamiento
con benzoato de estradiol sobre el tamafo neuronal, los resultados contrastan cuando se
relacionan con los niveles séricos de estrogenos reportados previamente en ambos grupos
(Carrasco y col. 2016). Se ha propuesto que la produccién extragonadal de estrogenos durante
un periodo prolongado (5 meses), incrementa los niveles séricos a valores similares a los del
grupo control en la coneja, se especula que no solo los estrogenos son relevantes para el
mantenimiento del 4rea neuronal. Dado que disminucién del tamafio del soma, observado en
el modelo de ovariectomia, coincide con la reduccion del tamano del soma neuronal al final
de la gestacion. Por el contrario, la disminucién del drea de soma neuronal al final de la
gestacion estaria relacionada a un incremento de los niveles séricos de estradiol. En estos
contextos, parece que los estrégenos no son los responsables de la modulacion del tamafio
del soma. Por lo cual se sugiere considerar la participacion de otras hormonas como los
androgenos, que en otros modelos animales se ha observado su participacion en la regulacion
del tamafo del soma (Purves-Tyson y col. 2007). No obstante, se ha aceptado que las
funciones dependientes de hormonas no solo se deben a los cambios en las concentraciones
de las mismas, también son dependientes de los receptores que se encuentran en las células
blanco. Las posibles implicaciones de la reduccion de tamafio de soma pueden estar
relacionadas a cambios en la plasticidad sindptica o estructural. Como hemos mencionado,

el tamano del soma puede significar cambios en el metabolismo, en la sintesis y expresion
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de neurotransmisores, o en la fisiologia de las neuronas paravaginales. En ganglios de la raiz
dorsal y en el ganglio trigémino se han descrito al menos tres poblaciones de neuronas de
acuerdo al tamano del soma neuronal y de los marcadores que expresan. Se ha dicho que las
neuronas de menor tamaio (<30 um de diametro) responden a sefiales de GDNF y dan origen
a axones demielinizados, las de mayor tamafno responden a NGF y se pueden marcar con
CGRP, mientras que las intermedias pueden presentar ambas caracteristicas (Priestley y col.
2002). La reduccién del tamafio del soma en el experimento 1 y 2 puede ser causado por
diferentes mecanismos hormonales, es posible que se deban a un desbalance entre las
concentraciones de estrogenos y andrégenos, asi como de sus receptores, por lo cual

abordaremos a continuacion este tema.

De los diferentes contextos hormonales presentados en los dos experimentos podemos
deducir que las concentraciones locales y circulantes de hormonas son quienes modulan la
expresion de aromatasa. Es posible que la actividad de aromatasa y otras enzimas que
participan en la sintesis de hormonas extragonadales modifiquen los niveles locales de
hormonas. Como consecuencia, precedan los cambios estructurales como: el tamafio del
soma, el incremento de neuritas y la actividad de las células de la glia satélite. En ambos
protocolos experimentales no se encontraron diferencias estadisticas en la expresion de la
localizacion del receptor en el nicleo neuronal, esto no significa que la actividad de
receptores nucleares no sea afectada por los cambios hormonales en ambos experimentos.
Como se menciond antes, deben ser consideradas, la actividad del receptor y las vias de
sefalizacion rapida ligadas al receptor de membrana GRP30. Ademas, debe considerarse que
le expresion de la enzima aromatasa podria expresar diferencialmente en una subpoblacion
de neuronas. Dado que se ha postulado que la sefializacion paracrina o autocrina de estradiol
tiene un impacto mayor que las fuentes endocrinas, es posible que los cambios se reflejen en
las concentraciones locales de estradiol, sin alterar la expresion de receptores de estrogenos.
Por otra parte, los resultados sugieren un desbalance en las concentraciones de estradiol y

testosterona local como fuente de los cambios plasticos estructurales.

La plasticidad nerviosa puede estar dada por cambios estructurales y funcionales,
nuestros resultados muestran cambios estructurales dependientes de hormonas, en la

gestacion, la reduccion del tamaiio del soma, el incremento de SGC y de neuritas emergentes
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que rodean al soma, sugieren un proceso adaptativo generado por los cambios hormonales.
Se especula que estos cambios que preceden al parto vaginal, previenen la neurodegeneracion
potencial debida a la distencion de nervios y el aplastamiento de las neuronas en la region
pélvica. Por otra parte en el contexto de la ovariectomia y la administracion de estradiol,
vislumbra también cambios estructurales y la prevencion de estos. En este caso también se
considera a los efectos observados de la ovariectomia como cambios pléasticos. Dentro de los
cuales destaca el incremento de neuritas y la expresion de aromatasa en las neuronas
paravaginales. Ademads, se observa que tras el tratamiento con estradiol el incremento de
SGC particularmente en las neuronas de mayor tamafio es consistente con la activacion de
las células de la glia satélite. Lo cual sugiere una dependencia de estrogenos bastante
representativa, ademas esta relacionado con la sefializacion por testosterona. Estos cambios
sugieren alteraciones de la comunicacion cruzada entre neuronas y células de la glia satélite,

que forma parte de la plasticidad estructural en los ganglios paravaginales.
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CONCLUSIONES

Durante la gestacion, las hormonas gonadales son quienes presentan el mayor impacto
en la remodelacion neuritica y el tamafio del soma neuronal. Estos cambios plasticos se
mantienen durante el parto y en la fase temprana postparto comienzan a revertirse estos
efectos. Se sugiere que estas modificaciones previenen la potencial neurodegeneracion
debida al estiramiento y aplastamiento de los nervios o por la hipoxia generada durante el

parto.

Por otra parte, la ovariectomia incrementa la sintesis local de estrogenos a partir de
testosterona en los ganglios paravaginales. Los cambios locales de androgenos y estrogenos
son los responsables de los cambios plasticos, dentro de los que destaca la disminucion del
tamafio del soma y el incremento de neuronas que presentan neuritas periféricas. Mientras
que la administracion de estradiol mostré una relacion contundente con la activacion de las

SGC y el factor de neurotrofico GDNF.

Los resultados observados sugieren eventos de plasticidad estructural durante la
gestacion que podrian prevenir la potencial neurodegeneracion generada durante el parto. Por
otra parte, la ovariectomia induce un desbalance en los niveles de androgenos y estrogenos
circulantes y locales, estos ultimos parece ser los responsables de los cambios plasticos
estructurales. Por lo cual, el tamafio del soma neuronal, las células de la glia satélite y la
formacién de neuritas emergentes, forman parte de la plasticidad estructural sensible a

cambios hormonales en diferentes contextos.

58



PERPECTIVAS

Los resultados mostrados sugieren que la plasticidad observada en diferentes contextos
hormonales estd explicada por sub-poblaciones que componen a los ganglios paravaginales.
Dado esta posibilidad se especula sobre diferencias en el tipo de receptores y
neurotransmisores que podrian expresarse. Seria interesante analizar la expresion de
receptores y neurotransmisores implicados con la sensibilidad al dolor. Analizar este
panorama nos daria indicios del tipo de comunicaciéon que podria estarse modificando

durante la gestacion y en el periodo postparto.

La actividad metabdlica neuronal podria estar comprometida cuando se activa la sintesis local
de estrogenos. Ademas de la enzima aromatasa, es posible que otras enzimas que participan
en la sintesis de estrogenos y androgenos estén también presentes. Abordar estas areas nos
explicaria parte de los costos metabolicos que comprometen la fisiologia neuronal de estos

ganglios paravaginales.

La plasticidad nerviosa en los ganglios nerviosos también involucra a las células de la glia
satélite, por lo que otro tema importante seria analizar las vias de sefializacion de
reclutamiento de SGC medidas por estrogenos. En base a todo lo anterior, futuros
experimentos se podrian explicar las implicaciones en la comunicacion sinaptica en términos

de estructura y funcidn de los ganglios paravaginales en los diversos contextos hormonales.
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GLOSARIO

Adaptacion: Proceso fisioldgico, rasgo morfolégico o modo de comportamiento de un
organismo que ha evolucionado durante un periodo mediante la seleccion natural de

tal manera que incrementa sus expectativas a largo plazo para reproducirse con éxito.

Alteracion: Desarreglo, desorden o modificacion. Cambio de las caracteristicas normales de

algo, el cual puede ser un cambio negativo o perturbacion de estado normal de algo.

Axon: Prolongacion larga y delgada de las neuronas que se origina en una region
especializada llamada eminencia axdnica o cono axdnico, a partir del soma. El axon

tiene la forma de un cono que se adelgaza hacia la periferia.

Dendrita: Prolongaciones protoplasmicas ramificadas cortas de la neurona dedicadas
principalmente a la recepcion de estimulos y, secundariamente a la alimentacion
celular. Las terminales de las neuronas; y sirven como receptores de impulsos

nerviosos provenientes desde un axdn perteneciente a otra neurona.
Emergente: Que se originan de cierta cosa o tiene principio en ella.

Ganglio nervioso: Masa de tejido nervioso formada por una acumulacion de somas
neuronales que conectan con fibras nerviosas. Los ganglios son puntos de relevo o de
conexiones intermedias entre diferentes estructuras neurologicas del cuerpo, estan

rodeadas por una cépsula de tejido conectivo.

Morfologia: Se encargada del estudio de la estructura de un organismo o sistema y sus

respectivas caracteristicas. Incluye aspectos de la apariencia forma, color y estructura.

Morfometria: Se refiere al analisis cuantitativo de la forma, un concepto que abarca el tamafio

y la forma
Multiparidad: Cualidad reproductiva en la que ha parido cuatro veces.

Neurita: Cualquier expansion del soma de una neurona, ya sea una dendrita o un axon. El

término es frecuentemente empleado en células nerviosas inmaduras, especialmente
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en cultivo celular, cuando es dificil distinguir el caracter de dendrita o axon de la

proyeccion neuronal.

Neuronas aferentes: También conocidas como neuronas sensoriales o receptoras, transportan
impulsos nerviosos desde los receptores u organos sensoriales hacia el sistema

nervioso central.

Neuronas eferentes: También Ilamadas neuronas efectoras, transportan los impulsos
nerviosos fuera del sistema nervioso central hacia efectores como los musculos,

epitelios y glandulas.

Paracolpio: fascia endopelviana con engrosamiento curvilineo, que se extiende de su
insercion en el retro pubis a la espina cidtica. Estd conformada por la fusion de la
aponeurosis obturatriz, como medios de fijacion aponeurdticos paravaginales, cuya
funcién es unir la parte proximal o superior de la vagina a los huesos pélvicos.

Pélvica: Es la parte inferior del abdomen, encargada de soportar la columna vertebral y donde

se encuentra la porcion final del sistema digestivo y urinario, y los 6rganos sexuales.

Periférica: Estructura o dispositivo que permite el intercambio de datos con el exterior;

incluye tanto los datos de entrada o salida.

Perineal: Es la region anatomica correspondiente al suelo de la pelvis, los limites del perineo
estan dados por un marco osteofibroso, dado por el borde inferior de la sinfisis del
pubis y las ramas isquiopubianas. El vértice posterior lo marca la extremidad del

coccix y los ligamentos sacrocidticos mayores.
Primiparidad: Estado reproductivo que hace referencia a que ha parido por primera vez.

Soma neuronal: También llamado pericarion es el cuerpo celular de la neurona, el cual

contiene el nucleo rodeado por el citoplasma.
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