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Resumen

En la coneja, se ha descrito que la experiencia reproductiva remodela la inervacion
de la vagina pélvica, perteneciente al plexo pélvico. Los ganglios pélvicos
proporcionan la mayor parte de la inervacion autonémica a los 6rganos urogenitales.
Dicha remodelacion puede estar modulada por el efecto de las hormonas sobre
algunas moléculas como la sefalizacion de factores neurotréficos. Los factores
neurotréficos son proteinas que modulan el crecimiento, diferenciacion, reparacion
y supervivencia neuronal. Por lo que la sefalizacion de factores neurotréficos es
relevante para la recuperacion de lesiones que afecten la inervacion simpatica y
parasimpatica. Uno de ellos es el factor de crecimiento neuronal derivado de células
gliales (GDNF), el cual participa en el desarrollo, mantenimiento y plasticidad de
neuronas simpaticas y parasimpaticas del plexo pélvico. Estos efectos ocurren a
través de su interaccion con receptores especificos (GFRa1). Por otro lado, el factor
de crecimiento nervioso (NGF) es necesario para la supervivencia, crecimiento y
desarrollo de neuronas. Estos efectos ocurren a través de su interaccién con
receptores especificos (Trk-A y p75NTR). Se ha descrito que las familias del NGF y
la de GFLs no funcionan como sistemas paralelos, sino que es probable que se
superponen y se alternan en su influencia en el desarrollo de neuronas periféricas
autondémicas. En este contexto no hay informacién sobre la asociacion de factores
neurotroficos con la remodelacion de ganglios pélvicos en hembras de mamiferos.
Por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar si la experiencia reproductiva
modifica la morfometria y aumenta la expresiéon de factores neurotréficos en los
ganglios paravaginales de la coneja. Para ello utilizamos conejas control (C),
gestantes a término (G30) y primiparas tres dias posparto (P3). Evaluamos la
morfometria de los ganglios paravaginales, las SCG e inmunohistoquimicas para
anti-GFAP, anti-GDNF, anti-GFRa-1, anti-p75N™R, anti-Trk-A y anti-Trk-B, se
cuantifico el numero de neuronas reactivas por campo. En cuanto al area total
ganglionar total por campo no encontramos diferencias significativas entre los
grupos. Con respecto al area del soma neuronal en las G30 disminuy6 con respecto
al grupo C de manera significativa P<0.05. El numero de neuronas no encontramos

cambios entre los grupos experimentales. Con respecto a las SGC no encontramos



diferencias ni en el numero de células por condicion, ni en el porcentaje de estas
por neurona. En la IHC anti-GFAP, el marcaje se observa en la periferia de las
neuronas de los tres grupos experimentales, sin diferencias en el numero de
neuronas reactivas. Para GDNF el marcaje se observa en el citoplasma de las
neuronas, pero no en el nucleo. La expresion de dicho factor es mayor en las P3
con respecto a las C y G30. En cuanto a GFRa-1 fue mas intenso en la periferia de
la neurona. La expresion de dicho receptor es mayor en las G30 vs C y P3. El
marcaje anti-p75NR es mas intenso en las P3 y G30 vs C, P=0.0001. Por otro lado,
la inmunorreactividad de Trk-A y Trk-B se observa en el citoplasma de las neuronas
y la periferia de la neurona. La expresion de estos incrementa en las G30 y P3 vs
C. Con estos resultados podemos concluir que tanto los factores como receptores
de estos, participan de manera activa en procesos de neuroplasticidad de los

ganglios paravaginales debidos a la reproduccion.
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1. Introduccioén

La reproduccion en las hembras de mamiferos incluye diversos procesos
fisiologicos y conductuales. Entre ellos se encuentran la receptividad, la copula, la
gestacion, el parto y la lactancia. Todos estos procesos tienen como sustrato
anatémico el aparato urogenital inferior. Los diversos eventos reproductivos podrian
modificar la inervacion autonémica vaginal y con ello alterar su funcion. La
inervacion autonomica y la somatica que inervan los oOrganos pélvicos son
importantes en la mediacion y coordinacidon de respuestas conductuales
reproductivas y de miccién. En la rata la informacion sensorial proporcionada por el
nervio pélvico durante la estimulacién vaginocervical modula la lordosis y los
cambios hormonales después de la cépula. Se conoce que los cambios en el patron
de miccién y la retencidn vaginal se asocian con alteraciones estructurales del

aparato urogenital y su inervacién sensorial y autonémica.

El sistema nervioso para su estudio se divide en somatico y autonémico. Lo
constituyen dos tipos de linajes celulares: las neuronas, que se encargan de
transmitir los impulsos, y las células gliales. La glia cumple un papel fundamental
durante el desarrollo del sistema nervioso, debido a que son el sustrato fisico para
la migracion neuronal. Ademas, presenta una funcién trofica y metabdlica activa,
contribuyendo de manera activa en la comunicacion e integracion de las redes
neurales. La comunicacion basica entre las neuronas es conocida como sinapsis;
sin embargo, los factores neurotréficos constituyen otro medio de comunicacion
entre estas. Dichos factores intervienen en el desarrollo de las células del sistema
nervioso y actian como mensajeros quimicos de accion local. Cabe mencionar que

toda célula del sistema nervioso produce factores neurotroficos.



Antecedentes

1. Sistema nervioso y plasticidad

Al sistema nervioso lo podemos clasificar en sistema nervioso central (SNC) y
sistema nervioso periférico (SNP) el SNC esta compuesto por el cerebro y la médula
espinal y el SNP esta compuesto por todos los nervios y ganglios que inervan a todo
el organismo. EI SNP se puede clasificar en sistema nervioso somatico (SNS) y
sistema nervioso autonémico (SNA) el cual a su vez podemos dividir en simpatico y
parasimpatico. Uno de los blancos inervados por el SNA es el aparato urogenital
(AUG), este esta conformado por dos grupos de oérganos, los genitales y los
urinarios. Los genitales participan en funciones reproductivas como la copula y el

parto. En tanto, los urinarios elaboran, almacenan y eliminan la orina.

Los principales tipos celulares del tejido nervioso son las neuronas y las células
gliales. Las neuronas, células altamente especializadas en la recepcién y
transmision de sefales eléctricas, tienen un cuerpo pequefio y multiples
ramificaciones que cubren una extensa superficie, lo que permite optimizar su
intercomunicacion. Las sinapsis, o contactos sinapticos, son los sitios donde una
neurona transmite el mensaje o impulso nervioso a otra neurona. Las conexiones
entre neuronas dan lugar a circuitos neuronales. Procesos tan dispares como el
aprendizaje y la memoria, la respuesta a situaciones fisiologicas diversas (el
embarazo, parto) y la recuperacion después de sufrir lesiones tienen, por base
comun, la plasticidad sinaptica. Pero la funcién del tejido nervioso sélo puede
comprenderse si tomamos en consideracion las otras células caracteristicas de este
tejido: las gliales. Desde hace tiempo se sabe que el numero de células gliales
duplica el de neuronas y que la glia constituye aproximadamente la mitad de la masa
del tejido nervioso. En 1859, Rudolf Virchow descubria la glia y la describia como
una especie de pegamento nervioso (Allen y Barres, 2009). Cristalizé asi una
imagen estatica de la misma, que persistio a lo largo de los 100 afos siguientes.
Pero esa visidon ha cambiado en los dos ultimos decenios en paralelo a la
consideracion de la funcidn nerviosa; se contempla hoy desde la perspectiva de una

unidad funcional neurona-glia, que abarca, por tanto, el desarrollo neural, la



actividad nerviosa, su mantenimiento y sus manifestaciones patoldgicas
(Kettenmann et al. 2013; Perea et al. 2009).

La gran mayoria de los estudios en células gliales se han centrado en el
sistema nervioso central, los astrocitos, los oligodendrocitos, células de Mdller,
células de Bergmann y microglia. Cuando se habla de las células gliales en el
sistema nervioso periférico (SNP), por lo general, sélo se menciona a las células de
Schwann. Sin embargo, el sistema nervioso periférico incluye un gran numero de
ganglios (sensoriales y autonémicos) que contienen células gliales denominadas
células gliales satélite (SGC, del término en inglés satellite glial cells). El sistema
nervioso entérico tiene sus propias células gliales especializadas. Las SGC rodean
a las neuronas y forman una envoltura apretada alrededor de ellas. La envoltura de
la SGC parece un anillo alrededor de la neurona, que es en su mayoria muy delgada
y en ocasiones puede incluso ser invisibles al microscopio 6ptico (Hanani 2005;
Figura 1). Las SGC estan presentes no solo en los ganglios sensoriales. De hecho,
hay una gran poblaciéon de estas células en todos los ganglios simpaticos y
parasimpaticos, que son parte del sistema nervioso auténomo periférico. Debido a
que las neuronas de los ganglios auténomos (a diferencia de las neuronas de los
ganglios sensoriales) reciben sinapsis ademas de que poseen sitios sinapticos que
controlan la viscera que inervan, las SGC en estos ganglios participan en la

transmision sinaptica (Matthews 1983; Pannese 1981).

Se ha descrito que las interacciones neurona-SGC modifican la retraccion de
neuritas de neuronas en cultivo en una subpoblacion de los ganglios de la raiz dorsal
(DRG). Este trabajo sugiere que células no neuronales presumiblemente las SGC
participan en el desarrollo de caracteristicas neuronales en los ganglios sensoriales
(Ng et al. 2010). Ahora esta fuera de toda duda que las células gliales juegan un
papel esencial en la mayoria de los aspectos del sistema nervioso. Ellas controlan
el microambiente neuronal y participan en la regulacion de la transmisidn sinaptica
(Araque et al. 2001; Perea et al. 2009; Simard y Nedergaard 2004). Las células
gliales son capaces de transmitir sefiales en forma de olas propagadas de liberacién

de calcio intracelular a través de uniones comunicantes (Scemes y Giaume 2006).



También son importantes para el desarrollo del sistema nervioso y para la formacion
de contactos sinapticos (Barres 2008). La glia tiene un lugar central en los trastornos

neuroldgicos, la inflamacion y el dolor (Giaume et al. 2007; Milligan y Watkins 2009).

Figura 1. Células de la glia satélite a) morfologia de una unidad funcional neurona-glia en
el ganglio ciliar de pollo (modificado de Hanani et al. 2010). b) Fotomicrografias de ganglios
paravaginales tenidos con tricromica de Masson (Hernandez-Aragén LG et al. 2017), c)
marcaje inmunohistoquimico anti-GFAP (Hernandez-Aragén LG et al. 2017) y d) anti-

vimentina. Barra 50 ym.

Cambios en el numero, tipo y funcion de las conexiones del sistema nervioso,
en la morfologia y funcién de la glia y en las interacciones neurona-glia son la base
de la adaptaciéon de los vertebrados a condiciones ambientales y fisiolégicas
cambiantes. Agrupados bajo la denominacién plasticidad neural, estos cambios
subyacen bajo el aprendizaje, la respuesta a la deshidratacion o la reparacién de
lesiones. Se entiende por plasticidad a la capacidad de las células del sistema



nervioso para regenerarse anatémica y funcionalmente, después de estar sujetas a
influencias patoldgicas, ambientales o propias del desarrollo, incluyendo

traumatismos y enfermedades (Castroviejo 1996).

2. Conducta reproductiva

Los esteroides ovaricos regulan la reproduccion de las hembras y conducta
de lordosis debido a la unién a su receptor intracelular en el cerebro (Ogawa et al.
1998). Algunos estudios han identificado al menos tres regiones supraespinales
esenciales en varios aspectos de la conducta reproductiva de las hembras de
mamiferos, entre estas se incluyen al nucleo ventromedial (VMN), el area preoptica
(MPO) y la sustancia gris periacueductal (PAG; Pfaff y Sakura 1979 a,b; Pfaff et al.
1994), Este ultimo juega un papel facilitador en la conducta reproductiva femenina,
ya que envia proyecciones a los nucleos paragigantocelulares, el cual
subsecuentemente proyecta motoneuronas a la region espinal toraco-lumbar que
inerva el eje muscular y las neuronas lumbosacras que inervan los 6rganos pélvicos
(Coolen et al. 1996; Dudley y Moss 1987; Lonstein y Stern 1998; McCarthy et al.
1991; Sakuma y Pfaff 1979; Schwartz-Giblin y McCarthy 1995). La respuesta de
lordosis es un reflejo espinal, el cual esta bajo influencias de hormonas e inervacion

autondmica de los 6rganos sexuales (Fegiz et al. 1986; Yang et al. 2000).

En la rata, el nervio pélvico provee de inervacion sensitiva a la vagina, cérvix
y utero (Berkley et al. 1990; Peter et al. 1987). La inervacion pélvica en las hembras
ha sido estudiada ampliamente en esta especie (McKenna 2002). En la rata, la
inervacion autondmica de los érganos pélvicos es regulada por el ganglio pélvico
principal o paracervical (Ilamado asi en el conejillo de indias) (Langworthy 1965;
Purinton et al. 1976). Es una estructura triangular compacta localizada sobre el
margen lateral del I6bulo lateral de la préstata en machos y el cérvix en las hembras
(Dail 1996; Baljet y Drukker 1980; Papka et al. 1991). Las fibras post-ganglionares
del ganglio pélvico inervan los érganos pélvicos, incluyendo la vejiga, glandulas
sexuales accesorias, vagina, utero, clitoris y pene (Jobling 2011). Los nervios

hipogastrico y pélvico unen a los genitales con el sistema nervioso central via fibras



aferentes y eferentes las cuales contribuyen a la respuesta sexual (Giuliano et al.
2002).

3. Fisiologia reproductiva

En hembras de mamiferos la fisiologia reproductiva requiere de la coordinada
participacion del aparato urogenital, la musculatura estriada pélvica y perineal, asi
como del plexo pélvico. El aparato urogenital femenino esta conformado por dos
grupos de o6rganos, los genitales y los urinarios. Los genitales participan en
funciones reproductivas como la copula y el parto. En tanto, los urinarios elaboran,
almacenan y eliminan la orina. En la mujer y la rata, los conductos genital y urinario
estan separados a diferencia de lo que ocurre en la mayoria de las hembras de
mamiferos; otras especies como la hiena (Cunha et al. 2003), la gata (de Groat y
Ryall 1969), la perra (Li y Masuko 1997) y la coneja (Popesko et al. 1990), solo
tienen un solo conducto. De tal manera que el aparato genital y el urinario estan
conectados por la desembocadura de la uretra en la vagina en un punto denominado
conducto urogenital, que cumple con funciones reproductivas como la cépula y el

parto y no reproductivas como la expulsion de orina (Wake 1992).

3.1. Gestacién y parto

En los mamiferos, el cuerpo luteo en el ovario es la estructura que secreta la
mayor cantidad de progesterona durante el inicio de la gestaciéon promoviendo su
establecimiento y mantenimiento (Tessier et al. 2003). La progesterona es esencial
en el mantenimiento del embarazo al establecer la quiescencia uterina. La
membrana fetal participa en la iniciacion y mantenimiento del parto al ser el sitio de
mayor sintesis y metabolismo de las prostaglandinas. El incremento de la sintesis

de prostaglandinas ocurre en el parto a término y pre-termino (Myatt y Sun 2010).

En las ultimas semanas de gestacion, el peso y el tamano fetal incrementan
considerablemente. Por lo que aumenta la presion intra-abdominal y se distiende la

musculatura estriada adyacente a las visceras pélvicas, rompiéndose algunas de



sus fibras musculares y nerviosas. El parto es un periodo breve del ciclo reproductor,
pero de gran relevancia para la sobrevivencia de la madre y las crias. Se caracteriza
por contracciones de la musculatura estriada abdominal y del utero asociadas con
la dilatacion cervical, que permiten la expulsion de la(s) cria(s) y placenta (s;
Tresguerres 1992), venciendo la resistencia ofrecida por el cuello uterino y la friccidon
creada en el canal del parto durante el paso del feto. Cuando el cuello del utero se
dilata totalmente, la fuerza mas importante en la expulsion del feto es la presion
intra-abdominal materna generada por la contraccion de musculos abdominales en
forma simultanea con esfuerzos respiratorios forzados (Hellman et al. 1975;
Cunningham et al. 1998). Durante la fase de expulsion del feto, los musculos, las
fascias y los nervios del piso pélvico son expuestos a una distensién en direccion
longitudinal por la cabeza del producto hasta la apertura maxima del canal del parto
(Figura 2). Esta distension propicia un decremento en la contraccién de la
musculatura estriada del piso pélvico, dafios en la inervacién y en las fascias
(Shussler et al. 1994).
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Figura 2. Esquema de la regidn perineal que ilustra la distensién de las fibras de
musculatura estriada adyacente a la apertura vaginal durante la expulsion de la cria.
Modificada de Schussler et al. 1994.



4. La coneja como modelo de estudio

La coneja presenta un conducto urogenital que se asocia con musculos
estriados de la region pélvica (coccigeo, iliococcigeo y pubococcigeo, obturador
externo e interno) y perineal (constrictor vestibular, isquiocavernoso vy
bulboesponjoso; Martinez-Gomez et al. 1997; Cruz et al. 2002). De acuerdo a su
posicion anatdomica podemos dividir al conducto vaginal en tres regiones:
abdominal, pélvica y perineal (Rodriguez-Antolin et al. 2009; Figura 3). Esta
regionalizacidn es analoga a la ya descrita por otros autores donde se divide al
conducto vaginal en anterior, media y posterior (Al-Hijji et al. 2000; Giraldi et al.
2002; Oh et al. 2003). La region abdominal se ubica en la cavidad abdominal y se
relaciona con la vejiga y el doble cérvix; la pélvica se encuentra alojada en la cavidad
pélvica y es el sitio en el cual la uretra distal desemboca en el seno urogenital
rodeado por un plexo venoso; la regién perineal o porcion protuida se relaciona con
la musculatura estriada perineal y con las glandulas inguinales y prepuciales
(Martinez-Gomez et al. 1997).
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La vagina es el receptaculo del pene durante la copula por lo que la respuesta
fisiolégica femenina depende de la regulacidn neuronal vaginal y de la relajacion del
musculo liso que promueve el flujo sanguineo y el flujo de fluidos vaginales,
lubricando la vagina para facilitar la penetracion (Giraldi et al. 2002). La vagina es
un conducto musculo-membranoso que se extiende desde el cuello uterino a la
vulva. Se situa por delante del recto, por detras de la vejiga y por debajo del cuello
uterino. La superficie interna es rugosa, por la presencia de pliegues longitudinales
y transversales, formados por cumulos de tejido elastico que permite al érgano
distenderse (Quiroz 2004). Histolégicamente, la vagina esta constituida por una
capa externa formada por tejido conjuntivo; una capa media muscular de
musculatura lisa (Giraldi et al. 2002; Resplande et al. 2002) y una mucosa de epitelio

plano estratificado (Geneser 2000; Figura 4).

Figura 4. Fotomicrografias de la pared vaginal tefidas con Tricromica de Masson de una
coneja virgen. a) Mucosa; b) muscular y c) externa. Barra = 50um (Xelhuantzi Arreguin
2012).

5. Hormonas gonadales

Las hormonas gonadales femeninas (progesterona y estradiol), también
llamadas esteroides ovaricos, son derivados del colesterol por lo que son
liposolubles. Son sintetizadas por las células de la granulosa (estradiol, E2) y de la
teca (progesterona, P4) del foliculo ovarico. Su sintesis es regulada por hormonas
hipofisiarias: hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) cuya

produccion a su vez, es promovida por una hormona hipotalamica, la hormona



estimulante de gonadotropinas (GnRH). La hormona FSH controla la sintesis
estrogénica de los foliculos ovaricos y actua sobre las células de la granulosa. La
LH también actua sobre la sintesis de estrogenos ya que controla la produccion de
testosterona (molécula precursora esencial) por las células de la teca interna. Las
hormonas gonadales afectan la liberacién de gonadotrofinas, ya que a bajas
concentraciones de estradiol y progesterona provocan un aumento en la sintesis de
LHy FSH, mientras que altas concentraciones bloquean la sintesis de las hormonas
hipofisiarias. La sintesis de progesterona que realiza el cuerpo luteo esta controlada
por la LH (Nussey y Whitehead, 2001).

Para su transporte, los esteroides ovaricos se unen a proteinas plasmaticas
acarreadoras, como la globulina fijadora de hormonas sexuales y la albumina.
Menos del 5% de las hormonas gonadales permanecen en forma libre, el resto viaja
unido a proteinas acarreadoras, quienes las llevan hasta los tejidos u érganos diana

donde ejerceran su accion (Britt y Findlay, 2002).

La expresion del receptor de estrégenos (RE) en los 6rganos varia
dependiendo del tipo de tejido. El RE-a es expresado en utero, glandula mamaria,
higado y en el sistema nervioso central, el RE-3 se expresa en el tracto urogenital,
ovario, hueso, endotelio, pulmones, el sistema nervioso central y préstata. De esta
forma, los estrogenos poseen diferentes acciones en el tracto reproductivo
femenino: a) estimulan el crecimiento del endometrio (necesario para el
mantenimiento del cigoto antes de la implantacion), b) causan actividad secretora
en el oviducto (lo que favorece la supervivencia de 6vulo y espermatozoide), c)
regulan la secrecion de gonadotrofinas, d) favorecen la liberacion de
prostaglandinas (moléculas que promueven la contraccion de la musculatura lisa)
por el utero gravido y no gravido, y €) promueven la liberacion de mucinas para la

lubricacion en la vagina (Britt y Findlay 2002).



6. Inervacion del aparato urogenital

La inervacion de los 6rganos reproductivos proviene del plexo pélvico, el cual
esta formado por una red de ramas de diferentes nervios entre los que se
encuentran nervio el pélvico (parasimpatico), el nervio hipogastrico (simpatico) y el
nervio pudendo (somatico; de Groat 2006). La estrutura anatomica del plexo pélvico
puede variar dependiendo de la especie. En la mujer (Imai et al. 2006), la coneja
(Langley y Anderson 1896; Castelan et al. 2013; Cruz et al. 2017) y la perra (Li y
Masuko 2001), el plexo forma una red de ramas nerviosas con un gran numero de
ganglios incorporados en ella (Figura 5). A diferencia de lo que ocurre en el cobayo
y la rata donde existe un ganglio de mayor tamafio denominado ganglio pélvico

principal (Hondeaun et al. 1995).
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Los ganglios pélvicos son ganglios mixtos que contienen neuronas
simpaticas y parasimpaticas (Wanigasekara et al. 2005). Dichos ganglios proveen
la mayoria de las conexiones nerviosas autondmicas a la vejiga, intestino grueso y
organos reproductivos (Keast 2006). La inervacién vaginal autonémica se completa
con la de los ganglios adosados a la pared vaginal como los paracervicales (Dail
1996; Hondeaun et al. 1995) y los paravaginales (Langley y Anderson 1896; Owman
y Sjoberg 1966; Castelan et al. 2013; Cruz et al. 2017; figura 6). Por lo tanto,
alteraciones en la inervacion de este conducto podrian generar trastornos en la

fisiologia reproductiva y la micciéon femenina.
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Figura 6. A) Esquema que ilustra la inervacién vaginal a nivel de la desembocadura de la
uretra en la vagina en la coneja, B) fotomicrografia de los ganglios paravaginales inmersos
en el tejido conectivo paravaginal tefiidos con acetilcolinesterasa, C) fotomicrografia de las
neuronas inmersas en los ganglios paravaginales tefiidos con tricrémica de Masson; Barra
100 ym (Xelhuantzi Arreguin 2012).

En nuestro grupo de investigacion hemos observado consistentemente nervios y
ganglios en el tejido paravaginal dorsolateral de la coneja (Castelan et al. 2013). Los

ganglios paravaginales forman parte del plexo pélvico (Langley y Anderson 1896).



Los ganglios paravaginales estan envueltos en una densa capsula de tejido
conectivo. Frecuentemente se observan con formas circulares y ovales, aunque en
ocasiones tienen una forma de baston. La mayoria de las neuronas ganglionares
son de distintos tamafos, y tienen forma poligonal u ovoide (Figura 7). Sus
prolongaciones citoplasmicas son escasas. Los nucleos de las células de la glia
satelital ganglionar se observan alrededor de los somas neuronales y en el espacio
entre ellos.

Figura 7. Reconstruccion de la inervacion autondémica en conejas virgenes, que muestran

los ganglios y nervios adosados a la vagina pélvica. fotomicrografias de secciones
longitudinales tefiidas con acetilcolinesterasa. El diagrama muestra el punto de insercion
de la uretra (punta de flecha) en la vagina pélvica (linea gruesa); B: vejiga, U: uretra, V:

vagina. Barra, 50 ym; (Castelan et al. 2013).

La inmunorreactividad anti-B-tubulina Il evidencia axones cortados
transversal y longitudinalmente. Los ganglios paravaginales contienen neuronas
noradrenérgicas (tirosina hidroxilasa positivas) y colinérgicas (acetilcolina
transferasa positivas), siendo estas ultimas las que predominan (Castelan et al.
2013, Figura 8).
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Figura 8. a) Plexo pélvico de la coneja. b) Fotomicrografia de un corte transversal de la
vagina pélvica. c) Fotomicrografias de ganglios paravaginales tefiidos con tricromica de

Masson y marcaje inmunohistoquimico, (Cruz et al. 2017; Castelan et al. 2013).

7. Factores neurotroficos

Los factores neurotréficos modulan el crecimiento, diferenciacion, reparacion,
maduracién y supervivencia de neuronas inmaduras, asi como también la
supervivencia, proteccion y mantenimiento de poblaciones neuronales en adultos
algunos tienen otras funciones en la neurotransmision y en la reorganizacion
sinaptica del aprendizaje y la memoria (Sullivan y Toulouse 2011). Durante el
desarrollo, los factores neurotréficos participan en la sobrevivencia, localizacién y
proyeccion de las neuronas pélvicas y en la etapa adulta se asocian con procesos
de plasticidad (Keast 2006). Han sido implicados en la etiologia de algunas
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y la enfermedad del
Parkinson por lo que algunos de ellos han sido propuestos como agentes
terapéuticos para estas enfermedades, basandose en estudios in vitro y en modelos

animales (Vega y Moris de la Tassa 2003).



7.1. Factor de crecimiento neuronal derivado de células gliales

El factor de crecimiento neuronal derivado de células gliales (GDNF) se
caracterizo originalmente en 1993 como un factor de crecimiento de la promocion
de la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas del cerebro medio ventral, las
cuales se degeneran en la enfermedad de Parkinson (Lin et al. 1993). Mas tarde,
se encontrd que tiene efecto sobre la supervivencia de las neuronas motoras y otras
sub-poblaciones de neuronas en el sistema nervioso central y periférico (Airaksinen
et al. 1999 y 2002; Henderson et al. 1994). Ademas de su papel como factor de
supervivencia, el GDNF también es esencial para la proliferacién, migracion vy
diferenciacion de las células neuronales. Este factor pertenece a la familia de
factores de ligandos (GFLs) los cuales participan en el desarrollo y la funcién del
sistema nervioso (Airaksinen et al. 1999 y 2002). Una caracteristica comun del
complejo de receptores para la GFLs es tener dos subunidades del receptor: la
tirosina quinasa del receptor Ret, la cual es especializada en la senalizacion
transmembrana y otra relacionada con la union del ligando, la glucosil-
fosfatidilinositol anclada al co-receptor GFRa (el receptor a de la familia GDNF;
Paratcha y Ledda 2008). Factores como la neurturina (NRTN) y artemina (ART) son
importantes para diversos tipos de neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas, asi
como para subpoblaciones de neuronas periféricas autondémicas y sensoriales (Buj-
Bello et al. 1995; Trupp et al. 1995).

7.1.1. Co-receptores GFRa-RET de la familia de GLFs

Recientemente se ha descrito que la sefializacion de los GFLs es a través de
un complejo receptor multicomponente (Figura 9; Paratcha y Ledda 2008). Dicho
complejo esta formado por dos unidades co-receptoras; el receptor alfa de la familia
de receptores de los GFLs (GFRa, 1-4) el cual esta unido a la superficie celular a
través de un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) y el co-receptor transmembrana
de tirosina cinasa de RET (Durbec et al. 1996, Jing et al. 1996, Treanor et al. 1996,
Trupp et al. 1996).
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Figura 9. Familia de ligandos del factor de crecimiento derivado de células gliales (GDNF).
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Actuan mediante 2 co-receptores: tirosina cinasa del receptor RET y glucosilfosfatidilinositol

anclada al co-receptor GFRa 1-4, Tomado de Airaksinen y Saarma 2002.

Se conocen 4 isoformas de la subunidad GFRa-1 del receptor, que va del
GFRa-1 al GFRa-4 manteniendo su especificidad para el ligando y el complejo
GFRa-RET; GDNF se une a GFRa-1 posteriormente se une con RET y se forma un
complejo, NRTN se une a GFRa-2, persepina (PSPN) se une a GFRa-3 y ARTN se
une con GFRa-4 (Takahashi 2001). Los GFRa por lo general estan anclados a la
membrana, pero por medio de la accidn de alguna proteasa o fosfolipasa se pueden

obtener formar libres de este co-receptor.

RET es una proteina transmembrana la cual esta compuesta por cuatro
caderinas (dominio extracelular) y un dominio intracelular de tirosina quinasa. Se
sugiere que un dimero de GDNF se pega al GFRa-1, formando un complejo GDNF-
GFRa-1, este complejo se une a RET induciendo su homodimerizacion y
autofosforilacion en la tirosina (Airaksinen y Saarma 2002). RET por si solo no
puede activar a los GFLs, se requiere de GFRa y RET para formar un receptor GFL
funcional (Baloh et al. 2000, Airaksinen et al. 1999 y 2002; Figura 10).
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Figura 10. llustracion esquematica de las diferentes funciones del GDNF a través del
receptor GFRa-1. EI GDNF activa dos vias de senalizacion. (A), Via de sefalizacién de
SHC (proteina adaptadora) enlazada al co-receptor de GFRa-1 (RET). Esta via induce la
activacion de moléculas de sefalizacion que promueven la sobrevivencia neuronal, la
diferenciacion y la migracién. (B). Via de senalizacion de la cinasa Fyn a través del co-
receptor NCAM. Esta via induce el crecimiento neuritico y la migracién celular. Tomado de
Ibariez et al. 2010.

8. La experiencia reproductiva modifica la inervacion autonémica

Estudios en diferentes especies, incluyendo humanos, han mostrado que la
gestacion esta asociado a la pérdida progresiva de inervacion uterina simpatica a
través de la degeneracion de las terminales axoénicas (Brauer, 2008). En la
gestacion, disminuye el area de las fibras de colageno y el fenotipo de las células
de musculo es transformado. En el periodo postparto tardio estas caracteristicas se
observan similares a las observadas antes de la gestacion (Daucher et al. 2007).
Ademas, se ha reportado un incremento del area de la capa submucosa vaginal de
ratas gestantes a término con respecto de las gestantes en el periodo temprano.
Este cambio previo al parto, probablemente favorece la distencion mecanica (Liao
y Smith 2011). La capacidad de distencion vaginal incrementa durante el embarazo

(Alperin et al. 2010). Este hallazgo caracteriza una importante adaptacion maternal.



La capacidad de la vagina para distenderse con un incremento minimo de presion
durante la gestacion esta vinculada a la reduccion de riesgo de dafio tanto a la
madre como al feto durante el parto. En eventos donde la maxima capacidad para
distenderse es excedida como el caso de fetos de gran tamafo, la vagina y los
tejidos que la rodean se dafian y es posible que no tengan una recuperacion efectiva
(Alperin et al. 2010).

Datos obtenidos por nuestro grupo de investigacibn muestran que la
multiparidad (cuatro partos consecutivos) promueve un desarreglo en la matriz
extracelular y contenido de colageno de los ganglios paravaginales. El area de las
neuronas ganglionares no se modifica, a pesar de que existe una ligera tendencia
a aumentar en las multiparas. De manera interesante, 30% menos neuronas
ganglionares fueron cuantificadas en los ganglios de las conejas multiparas de la
misma edad (Castelan et al. 2013; Xelhuantzi-Arreguin 2012; Figura 11). La
gestacion y el parto afectan la morfologia de las neuronas ganglionares. Se ha
reportado que tanto el area del soma de la neurona y el area ganglionar es menor,
aunque no existen diferencias en el numero de ganglios, neuronas por ganglio y
nervios en conejas gestantes a término y primiparas tres dias posparto comparadas
con conejas virgenes de la misma edad (Castelan et al. 2013; Hernandez-Aragén
2012, Figura 12). En un modelo artificial en el cual se utilizaron conejas
ovariectomizadas y ovariectomizadas con reemplazo hormonal de estrégenos se
observé que el area del ganglio es menor en el grupo ovariectomizado con respecto
al grupo control y el reemplazo hormonal no revierte tal efecto; para el area del soma
de las neuronas también se observd una disminucion en el grupo ovariectomizado
con respecto al grupo control y este parametro es revertido con el reemplazo

hormonal (Hernandez-Aragén et al. 2017; Ramirez-Corona 2011).
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Figura 11. Efecto de la multiparidad en la morfometria de los ganglios paravaginales. a)
Area ganglionar por campo, b) nimero de las neuronas por ganglio Se utilizaron una
ANOVA de dos vias seguido de una post-hoc de t-de Student para determinar las

diferencias entre los grupos (** P <0,07; Castelan et al. 2013).
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Figura 12. Efectos de la gestacion (G) y primiparidad (P) en la morfometria de los ganglios
paravaginales. a) Area ganglionar por campo, b) area del soma de las neuronas. Los datos
muestran la media t error estandar. Se utiliz6 una ANOVA de una via seguido de una
prueba post-hoc de Newman-Keuls, para determinar diferencias entre los grupos (* P<0,05;
** P<0,01; Castelan et al. 2013).

9. Influencia de los estrogenos sobre la inervacion autonémica
Los estrogenos son un potente regulador de la inervacién periférica,
particularmente de los érganos reproductivos. Los ganglios paravaginales en la

coneja poseen receptores de estrogenos alfa, beta (Castelan et al. 2013) y NOS



neuronal que modulan su expresion y actividad con la deficiencia de estrogenos
(Batra y Al-Hijji, 1998; Yoon et al. 2001). Los receptores de estrogenos (ER)
abundantes en los tejidos del aparato urogenital inferior (Hextall 2000), son
abundantes en el tejido vaginal (MacLean et al. 1990; Mowa e lwanaga 2000). En
la vagina, los estrogenos inducen proliferacién del epitelio vaginal y remodelacion
vascular a través de los subtipos alfa y beta del receptor de estrégenos (Buchanan
et al. 1998). Estos receptores actuan como factores de transcripcion activados por
ligando o como receptores de membrana acoplados a cascadas de sefalizacion
intracelular (Papka y Mowa 2003). Los ER han sido localizados en el sistema
nervioso simpatico y parasimpatico, principalmente en neuronas sensitivas del

tracto reproductor femenino (Zoubina y Smith 2002; Papka y Mowa 2004).

Se ha mostrado que los estrogenos participan en las dimensiones de las
ramas sensoriales genitales. Se ha observado que la ovariectomia disminuye la
longitud del nervio clitoral que emerge del nervio pudendo en la rata. Este efecto es
revertido mediante la administracion de estradiol y alcanza una longitud similar a la
de ratas intactas (Komisaruk 1981). Por otro lado, en neuronas del nucleo gracil
(ubicado en el limite entre la médula y el bulbo) se ha observado que la ovariectomia
aumenta la respuesta excitatoria generada por la distension vaginal y esta respuesta
disminuye con el tratamiento de estradiol en concentraciones fisiolégicas. Por lo que
se ha propuesto que las fibras del nervio pudendo podrian proyectarse desde el
nucleo gracil y expresan receptores de estrogenos (Bradshaw H.B. y cols. 2003). El
incremento en los niveles de estrogenos se ha asocia con un incremento en la
inmunorreactividad de genes relacionados con la inervacion sensitiva en la glandula
mamaria (Blacklock y Smith 2004) y la deplecion de la inervacion simpatica del utero
(Brauer et al. 1995; Zoubina et al. 2001). Por lo que es muy probable que los
estrogenos modulen la inervacién vaginal. Ting y colaboradores (2004) han
propuesto que las hormonas reproductivas ademas de regular al tejido vaginal,
también regulan la su inervacion. Lo cual implica que los estrogenos modulan la
neuro-plasticidad vaginal. Por lo que, la disfuncion vaginal durante la menopausia
puede relacionarse con cambios en la inervacion. El incremento de terminales

simpaticas en ratas ovariectomizadas puede favorecer la vasoconstriccion vy



sequedad vaginal. Mientras que la proliferacion de axones sensoriales puede
contribuir a la percepcion de dolor, ardor y comezon asociados a la menopausia
(Ting et al. 2004). Es posible que los estrogenos afecten directamente la inervacion

vaginal contribuyendo de esta forma a cambios en la funcién vaginal.

Se ha demostrado que los estrogenos son un potente regulador de la
expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en la corteza cerebral
y bulbo olfatorio. Estudios recientes han extendido sus hallazgos y reportan que los
estrogenos regulan la expresién de BDNF en diferentes especies (Dittrich et al.
1999, Krizsan-Agbas et al. 2003). Cambios en la inervacion simpatica de la vagina
se asocian a los cambios en los niveles de estrégenos, sustancialmente se ha
reportado una hiperinervacién, la cual ocurre después de la ovariectomia (OVX;
Zoubina y Smith 2000; Zoubina et al. 1998; Zoubina et al. 2001). En un estudio
utilizando un modelo de ovariectomia al cuantificar los niveles séricos de estradiol
se observa una disminucion a partir de la cuarta semana de ovariectomia y se
muestran modificaciones en la morfometria de los ganglios paravaginales

(Hernandez-Aragoén et al. 2017; Ramirez-Corona 2011).

10. Factores neurotroficos y los ganglios pélvicos

La extensiéon del axon y la migracion neuronal en el sistema nervioso
periférico se ve influida por numerosos factores neurotroficos como los factores de
la familia de neurotrofinas que consta de cuatro miembros: el factor de crecimiento
nervioso(NGF), el factor derivado del encéfalo (BDNF) y las neurotrofinas 3y 4 (NT-
3, NT-4), ademas de algunos miembros de la familia GFL. El NGF, NT-3, NT-4 y
GDNF se expresa en los tejidos inervados por las neuronas pélvicas como en el
colon, los conductos deferentes del pene y la vejiga (Garcia-Suarez et al. 1996;
Henderson 1996; Taraviras et al. 1999; Tuttle et al. 1994). En estudios realizados
en animales después del parto y adultos, observaron cambios en las neuronas
pélvicas, destacando wuna inervacion deficiente ya que hay denervacion
parasimpatica en los érganos reproductivos (Laurikainen et al. 2000; Kawakami et
al. 2003).



El aparato urogenital sintetiza el NGF y las neuronas noradrenérgicas de los
ganglios pélvicos expresan receptores para este factor, como p75N™R y Trk-A (Keast
2006). La senalizacion de factores neurotroficos es relevante para la recuperacion
de lesiones que afecten la inervacion simpatica y parasimpatica. En esta ultima el
GDNF es critico para supervivencia neuronal; las neuronas parasimpaticas
expresan los receptores para este ligando (GFRa-1 y 2; Keast 2006). En el ganglio
pélvico principal del macho de la rata se ha identificado la expresién del GFRa-2
(Hisasue et al. 2006) y el GFRa-3 (Laurikainen et al. 2000), asi como la expresion
del GDNF y neurturina (Laurikainen et al. 2000), lo que apoya las propuestas sobre
la importancia de los miembros de la familia del GDNF en la inervacion autonémica
del area pélvica. Hisasue y colaboradores en el 2006 demostraron que la edad y la
castracion influye sobre el numero de neuronas pélvicas inmunorreactivas al GFRa-
2 y la sintetasa neuronal del 6xido nitrico (hnNOs), lo que sugiere que el efecto de la
edad y el estado hormonal afecta a los tejidos cavernosos y a la plasticidad de su
inervacion, ambos involucrados en la ereccidon peneana. En cuanto a la modulacién
hormonal y la sefializacion de GDNF, se ha reportado que la expresion del receptor
Ret en la hipdfisis de la rata varia con la experiencia reproductiva, siendo mayor al
final de la gestacion y al inicio de la lactancia y en coincidencia con la plasticidad

funcional de la hipdfisis mediada por el GDNF (Guillou et al. 2011).



11. Justificacion

La reproduccion de las hembras de mamiferos incluye diversos procesos
fisiolégicos y conductuales, los cuales podrian modificar la inervacién autonémica
vaginal y con ello alterar su funcion. En mujeres se ha mostrado una correlacién
positiva entre patologias como la incontinencia urinaria y el parto vaginal, sugiriendo
que el dafo uretral, y a la musculatura estriada pélvica y perineal es irreversible
(Delgado y cols. 1971, Thom y cols.1997).

El aparato urogenital y su inervacién autonémica no solo se exponen al efecto
mecanico de la distencion vaginal durante la expulsion de la cria, sino que también

existe un control hormonal que regula la experiencia reproductiva de una hembra.

La experiencia reproductiva induce una serie de cambios transitorios en las
neuronas y células gliales de los ganglios paravaginales (multiparidad, Castelan et
al. 2013; ovariectomia y restitucion hormonal, Hernandez-Aragén et al. 2017).
Ciertamente, algunos de ellos podrian depender de acciones ejercidas por factores
neurotréficos a través de receptores especificos. En este contexto no hay
informacion sobre la asociacidon de factores neurotroficos con la remodelacion de
ganglios pélvicos en hembras de mamiferos, pero se puede sugerir que la
sefalizacion de factores neurotréficos es relevante para la recuperacion de lesiones

que puedan afectar la inervacidon simpatica y parasimpatica.



12. Hipoétesis

La experiencia reproductiva modificada la morfometria y la expresion de factores

neurotréficos en los ganglios paravaginales de la coneja.



13. Objetivo general

Determinar si la experiencia reproductiva modifica la morfometria y aumenta la

expresion de factores neurotroficos en los ganglios paravaginales de la coneja.

13.1 Objetivos especificos

En la vagina pélvica de conejas control (C), gestantes a término (G30) y primiparas

tres dias posparto (P3):

1) Determinar las caracteristicas morfométricas de las neuronas de los ganglios

paravaginales.
2) Cuantificar el numero de células de la glia satélite por neurona.
3) Determinar la expresion de GFAP en los ganglios paravaginales.
4) Determinar la expresién de GDNF en los ganglios paravaginales.

5) Determinar la expresion del receptor GFRa-1 y p75N™R en los ganglios

paravaginales.

6) Determinar la expresion del receptor Trk-A y Trk-B en los ganglios

paravaginales.



14 Metodologia

14.1. Animales y grupos. Se utilizaron conejas (Oryctolagus cuniculus) de la raza
Chinchilla de 6 meses de edad, las cuales se mantuvieron en el bioterio del Centro
Tlaxcala de Biologia de la Conducta de la Universidad Auténoma de Tlaxcala. Las
conejas se alojaron 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 (Conejina, Purina) y agua ad libitum. Se dividieron en tres grupos:
conejas control (C); conejas gestantes a término (dia 30 de gestacion, G30),
primiparas tres dias posparto (P3). El nUmero de animales por grupo fue de seis. El
uso y manejo de estos animales para experimentacién fue aprobado por la Comision

de Etica del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta.

14.2. Condicioén fisiolégica. Las conejas gestantes y primiparas tuvieron su
primera copula (dia 0 de gestacion) a los seis meses de edad con machos de la
colonia, durante 30 minutos. Las conejas virgenes se sacrificaron a los 7.5 meses
de edad, correspondiente a la edad promedio de las conejas gestantes y primiparas.
Las conejas de todos los grupos fueron sacrificadas con pentobarbital sédico (100

mg / kg de peso, i.p.).

14.3. Obtencidn de la vagina pélvica. Se realizo una incision sobre la linea media,
desde la cavidad abdominal hasta la vagina perineal. De acuerdo con el protocolo
descrito por Rodriguez-Antolin y colaboradores (2009), los musculos abdominales
y el tejido adiposo del area se extrajeron. Después se removieron los huesos isquion
y pubis, asi como los musculos obturadores externos e internos. Se ligaron venas y
arterias que irrigan al plexo venoso para evitar hemorragias y se extrajo el segmento
pélvico de la vagina. Usando la desembocadura uretral como referencia se cort6 el
segmento vaginal pélvico comprendido 3 cm en direccién craneal y 3 cm en

direccion caudal (Figura 13; Castelan et al. 2013).
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Figura 13. Esquema que representa la incisién en la vagina para la obtencion de los

fragmentos, modificado de Castelan et al. 2013).

14.4. Analisis histologico. La vagina pélvica se sumergio en fijador de Bouin-
Duboscq durante 24h. Posteriormente, el tejido se deshidratdé con etanol en
concentracion ascendente (70, 80, 96 y 100%), se aclar6 en xileno y se incluyo en
Paraplast-Xtra (McCormick Scientific) para obtener cortes transversales (7um) en
un micrétomo; estos fueron recolectados formando series de tres en portaobjetos
preparados con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Para el analisis histologico fueron
seleccionados diez cortes (seleccionando uno de cada 10 en la serie) en direccion
craneal y otros diez en direccion caudal, considerando la desembocadura uretral
como punto de referencia (Castelan et al. 2013; Hernandez-Aragon et al. 2017).
Estos cortes fueron tehidos con la tincién tricrbmica de Masson, secados y
deshidratados antes de que fueran cubiertos con medio de montaje y un
cubreobjetos. Las preparaciones histologicas se observaron con el microscopio a
100 aumentos totales. Se tomaran fotografias con una camara digital (Nikon) y estas
se utilizaran para medir la densidad ganglionar, el numero y area del soma de las

neuronas pélvicas por campo de observacion (x100) (Castelan et al. 2013;



Hernandez-Aragodn et al. 2017). El numero de células gliales satélite por neurona se
estimé en los mismos cortes tefidos con Masson por coneja (10 craneales y 10
caudales con respecto a la desembocadura de la uretra), se contaron los nucleos
periféricos de los somas de las neuronas con nucleo (Hernandez-Aragdn et al.
2017).

14.5. Marcaje inmunohistoquimico. La expresion de GDNF, GFRa-1, GFAP,
p75NTR. Trk-A y Trk-B en las neuronas ganglionares se determind mediante
inmunohistoquimica. Para tal fin, los cortes seleccionados fueron desparafinados e
incubados en 100 mM citrato de sodio (pH 6) para exponer de nuevo los antigenos
ocultos por la fijacién del tejido. Después se incubaron con 3% H202 en solucion
salina amortiguadora de fosfatos (PBS; 0.16mM NaH2PO4, 0.34mM Na2HPO4,
154mM NacCl), removiendo el exceso mediante lavados con PBS adicionado con
0.3% triton x-100 (PBS-T). Las preparaciones fueron incubadas en solucion de
bloqueo (5% suero normal de cabra/PBS), para bloquear uniones inespecificas y
después se incubaron durante 18h a 4°C con los anticuerpos primarios
correspondientes (anti-GDNF (1:100) sc-13147 Santa Cruz Biotechnology, Inc; anti-
GFRa-1 (1:100) sc-271546 Santa Cruz Biotechnology, Inc; anti-p75N™R (1:100)
MAB5386 Millipore; anti-Trk-B (1:100) sc-8316 Santa Cruz Biotechnology, Inc; anti-
GFAP (1:100) sc-6170 Santa Cruz Biotechnology, Inc) diluidos en PBS-T. Después
se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a biotina (goat anti-mouse 1gG-
B (1:250) sc-2039 SantaCruz Biotechnology, Inc; donkey anti-goat IgG-B (1:250) sc-
2042 Santa Cruz Biotechnology, Inc; goat anti-rabbit (1:250) sc-2040 Santa Cruz
Biotechnology, Inc) diluido en PBS-T durante 2h a temperatura ambiente. Los cortes
se cubrieron con medio de montaje (HYCel Reactivos Quimicos) y un cubreobjetos.
Las preparaciones histoldgicas se observaron con el microscopio (Nikon) acoplado
a una camara digital (Nikon DS-Ri2) para cuantificar el niumero de células
inmunorreactivas anti-GFAP, anti-GDNF, anti-GFRa1, anti-p75N™R; anti-Trk-A y Trk-

B se hicieron fotografias a 100 aumentos totales.



14.6. Analisis estadistico. La comparacion de las variables cuantificadas en
los distintos objetivos particulares se realiz6 mediante un analisis de varianza
(ANOVA) de una via seguido de una prueba post-hoc de Newman-Keuls para
identificar las diferencias significativas entre grupos. Todas las pruebas estadisticas
mencionada se realizaron con el programa de analisis estadistico GraphPad Prism
(v.4c) para PC.
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15. Resultados

15.1. Morfometria

En la pared dorsolateral de la vagina pélvica se encuentran adosados los ganglios
y nervios (Figura 15). Se evaluo el area total y numero de las estructuras observadas

por campo, asi como, el numero y area de neuronas contenidas en dichos ganglios

por campo.

Figura 15. Fotomicrografias de ganglios paravaginales tenidas con tricromica de Masson
en conejas control (C), gestante a término (G30) y primipara tres dias posparto (P3). Barra,

50 pum.

15.1.1. Area ganglionar

Al analizar los campos donde se apreciaban los ganglios, en el area ganglionar total
por campo no encontramos diferencias estadisticamente significativas, aunque se
observo una ligera disminucion durante el periodo posparto, con respecto a los
grupos control y gestante a término. Los datos se analizaron mediante una ANOVA
de una via seguido de una prueba post-hoc de Newman-Keuls, P= 0.3354 (Figura
16).
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15.1.2. Las neuronas en los ganglios paravaginales

Al tefiir las preparaciones con la tincidn tricromica de Masson es posible observar el
soma de las neuronas de color rosa, el nucleo traslucido y el nucléolo de color
purpura (Figura 15). La evaluacién morfolégica de las neuronas contenidas en los
ganglios paravaginales mostré un citoplasma basofilo (cuerpos de Nilss) y en
algunas neuronas se puede apreciar un nucleo con cromatina laxa y conteniendo

uno o dos nucléolos centrales.

Se evalud el area del soma de todas las neuronas, en las cuales se
distinguiera el nucleo. El area del soma en conejas gestantes a término disminuydé
con respecto al grupo control de manera estadisticamente significativa (Figura 17).
Durante el periodo posparto con respecto del grupo control no encontramos
diferencias, estadisticamente significativas. Los datos fueron analizados mediante
una prueba de ANOVA, seguido una prueba post hoc de Newman- Keuls P=0.0215
(Figura 17).
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Ademas del area, se cuantificé el numero de neuronas contenidas en los
ganglios por campo. Se observd que las conejas control tienen 12.9411.6
neuronas/campo, durante la gestacion a término se contaron 10.58%1.4
neuronas/campo. En el periodo posparto se registraron 9.442+1.4 neuronas/campo.
Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA, P=0.1626, la cual mostré que
no hay diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales
(Figura18).
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15.1.3. Numero de células gliales satélite

Al cuantificar el numero de células gliales satélite por neurona, asi como el
numero total de células gliales satélite no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes condiciones experimentales, ni antes ni después
de la desembocadura de la uretra. Los datos se analizaron mediante una ANOVA

de una via (Figura 19).
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Figura 19. Cuantificacion de células gliales satélite, (a) numero total de células gliales
satélite por grupo, P= 0.5154; (b) porcentaje de células gliales satélite por neurona, P=

0.5871. Los datos representan la media + ee.



15.2. Marcaje inmunohistoquimico anti-GFAP

El marcaje se observa en la periferia de las neuronas de los tres grupos
experimentales. La intensidad del marcaje anti-GFAP que envuelve las neuronas
paravaginales fue mayor en las conejas gestantes a término y las primiparas tres

dias posparto comparadas con el grupo control (Figura 20).

Figura 20. Marcaje inmunohistoquimico anti-GFAP en ganglios paravaginales en conejas:

control (a), gestante a término (b), primipara tres dias posparto (c), sin anticuerpo (d), Barra

50 uym. *Muestra soma de las neuronas inmunorreactivas.



Al cuantificar el numero de neuronas envueltas por la inmunorreactividad
anti-GFAP, no encontramos diferencias estadisticas significativas entre nuestros

grupos experimentales y el control (Figura 21).
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Figura 21. Numero de neuronas inmunorreactivas anti-GFAP en ganglios paravaginales,
no existen diferencias estadisticas significativas entre los grupos. Los datos representan la
media * ee. Se realizé un ANOVA de una via, P=0.7275.



15.3. Marcaje inmunohistoquimico anti-GDNF

Las neuronas de los ganglios paravaginales expresan GDNF.

El marcaje se observa en el citoplasma de las neuronas, pero no en el nucleo. La
expresion de dicho factor es mayor en las conejas primiparas tres dias posparto
comparadas con el grupo control y las conejas gestantes a término (Figura 22). En

las primiparas el marcaje es mas intenso en la periferia de las neuronas.

e

Figura 22. Marcaje inmunohistoquimico anti-GDNF en ganglios paravaginales de la coneja:
control (a), gestante a término (b), primipara tres dias posparto (c), sin anticuerpo (d), Barra

50 um. *Muestra soma de las neuronas inmunorreactivas.



15.4. Marcaje inmunohistoquimico anti-GFRa-1

Las neuronas de los ganglios paravaginales expresan GFRa-1.

El marcaje se observa en el citoplasma de las neuronas, pero no en el nucleo,
siendo mas intenso en la periferia de la neurona. La expresion de dicho receptor fue
mayor en las conejas gestantes a término comparadas con el grupo control y el de

las primiparas tres dias posparto (Figura 23).

Figura 23. Marcaje inmunohistoquimico anti-GFRa-1 en ganglios paravaginales de conejas

control (a), gestante a término (b), primipara tres dias posparto (c), sin anticuerpo (d), Barra

50 um. *Muestra el soma de las neuronas inmunorreactivas.



15.5. Marcaje inmunohistoquimico anti-p75N™R

Las neuronas de los ganglios paravaginales expresan p75NTR.

El marcaje se observa en el citoplasma de las neuronas y la periferia de la
neurona. La expresion este receptor incrementa en las conejas gestantes a término

y primiparas tres dias posparto comparadas con el grupo control (Figura 24).

control (a), gestante a término (b), primipara tres dias posparto (c), sin anticuerpo (d), *

muestra el soma. Barra 50 ym.



En el grupo control la inmunorreactividad es diferente debido a que unas
neuronas expresan marcaje y unas no, en las G30 el marcaje aumenta y se localiza
principalmente en la periferia de las neuronas y en el grupo de las primiparas el

marcaje es mayor comparado con las otras dos condiciones (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de neuronas inmunorreactivas anti-p75"™® en ganglios
paravaginales. Se realiz6 una ANOVA de una via, seguido de una prueba post-hoc de

Newman-Keuls para determinar las diferencias indicadas con los *** (P=0.0001).



15.6. Marcaje inmunohistoquimico anti-Trk-A

Las neuronas de los ganglios paravaginales expresan Trk-A

El marcaje se observa en el citoplasma de las neuronas y la periferia de la
neurona. La expresion de dicho receptor incrementa en las conejas gestantes a
término y primiparas tres dias posparto comparadas con el grupo control (Figura
26).
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Figura 26. Marcaje inmunohistoquimico anti-Trk-A, en ganglios paravaginales de conejas:
control (a), gestante a término (b), primipara tres dias posparto (c), sin anticuerpo (d), *

muestra el soma. Barra 50 ym

En el grupo control la inmunorreactividad es diferente debido a que unas
neuronas expresan marcaje y unas no, en las G30 el marcaje aumenta y se localiza
principalmente en la periferia de las neuronas y en el grupo de las primiparas el
marcaje es mayor y se localiza en el soma, comparado con las otras condiciones. Y
al cuantificar el numero de neuronas inmunorreactivas en cada condicidon no

encontramos diferencias estadisticas significativas, P=0.5671 (Figura 27).
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Figura 27. Numero de neuronas inmunorreactivas anti Trk-A en ganglios paravaginales.

Los datos muestran la media + ee. Se realizé una Kruskal-Wallis P=0.4886.



15.7. Marcaje inmunohistoquimico anti-Trk-B

Las neuronas de los ganglios paravaginales expresan Trk-B.

El marcaje se observa en el citoplasma y la periferia de la neurona. La
expresion de dicho receptor incrementa en las conejas gestantes a término vy
primiparas tres dias posparto comparadas con el grupo control (Figura 28). En el
grupo control la inmunorreactividad en algunas neuronas se observa en la periferia
del soma y en otra en el citoplasma, en las G30 el marcaje aumenta y se localiza
principalmente en la periferia de las neuronas y en el grupo de las primiparas el
marcaje es mayor y se localiza tanto en el citoplasma como en la periferia,

comparado con las otras dos condiciones.

Figura 28. Marcaje inmunohistoquimico anti-Trk-B, en ganglios paravaginales de conejas:

control (a), gestante a término (b), primipara tres dias posparto (c), sin anticuerpo (d), *

muestra el soma. Barra 50 pym.

Se contaron las neuronas inmunorreactivas anti-Trk-B cada una de nuestras
condiciones experimentales y no encontramos diferencias estadisticas
significativas, P=0.9463 (Figura 29).
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Figura 29. Numero de neuronas inmunorreactivas anti Trk-B en ganglios paravaginales.

Los datos muestran la mediatee. Se realizé una Kruskal-Wallis P=0.9463.



16. Discusion

16.1. La experiencia reproductiva modifica el area del soma de las neuronas

paravaginales, pero no las células gliales satélite

Cuando analizamos la morfometria en los ganglios paravaginales, como el area de
los ganglios y el numero de neuronas no encontramos diferencias estadisticas
significativas. Por otro lado, en el area del soma neuronal en las G30 es menor con
respecto a los otros grupos. Comparando nuestro estudio vs un modelo de
multiparidad (Castelan et al. 2013; Xelhuantzi Arreguin 2013), donde no se modifica
el area del soma de las neuronas, -aunque existe una tendencia a aumentar en las
multiparas- este podria ser asociado con modificaciones en al ambiente celular
como reportan Warburton y Santer, quienes sugieren que los componentes de la
matriz extracelular no son constantes a lo largo de la vida adulta y que la matriz
extracelular puede influir en la supervivencia neuronal (Warburton y Santer 1997).
Claro cuando hablamos de un modelo de multiparidad podemos argumentar que las
modificaciones encontradas son multifactoriales, por lo cual en un trabajo de
gestacion y primiparidad (Castelan et al. 2013; Hernandez-Aragén 2012) donde
analizan las mismas variables y de igual manera se modifica el mismo parametro
que en nuestro estudio podemos argumentar lo mismo de las modificaciones en el

ambiente celular.

Por otra parte, otra posible explicacion de la modificacidon en el soma
de las neuronas puede ser debido a una modificacion en las células de la glia
satélite. La glia tiene un lugar central en los trastornos neuroldgicos, la inflamacién
y el dolor (Giaume et al. 2007; Milligan y Watkins 2009). Pero cuando cuantificamos
el numero de SGC total y las asociadas a cada neurona no encontramos diferencias.
Lo cual nos puede llevar a sugerir que estas modificaciones mas alla de un factor
mecanico pueden ser debido a un factor hormonal. Se ha sugerido que la fluctuacion
de hormonas (los estrégenos) podria modular la organizacion histolégica del



conducto vaginal previo y posterior al evento del parto (Bridges y Byrnes 2006; Matt
et al. 1986). En un modelo de ovariectomia crénica sugieren que existe una
correlacion de los estrogenos con respecto a las SGC las cuales modifican la
plasticidad neuronal, lo cual se traduce en una modificacion en el tamafio del soma

de las neuronas paravaginales (Hernandez-Aragon et al. 2017).

16.2. Expresion de factores neurotréficos

Diversos estudios sobre la inervacién pélvica en diferentes especies establecen
que, ademas de los neurotransmisores autonémicos clasicos, ACh y NA, existen
otros neurotransmisores y neuromoduladores liberandose en el tejido vaginal y
paravaginal. Entre éstos puede mencionarse el VIP (péptido intestinal vasoactivo),
el NPY (neuropépido Y), el NO (6xido nitrico) y la sustancia P (Al-Hijji et al. 2000;
Giraldi et al. 2002; Jobling 2011; Mitchell y Satauber 1990) entre otros como por
numerosos factores neurotroficos como los de la familia de neurotrofinas y la familia
de los GFL’s (Garcia-Suarez et al. 1996; Henderson 1996; Taraviras et al. 1999;
Tuttle et al. 1994).

La comunicacion mediante factores neurotroéficos denominada no neural
entre las neuronas y células gliales, es esencial para la conduccién axonal, la
transmision sinaptica ademas del procesamiento de la informacion, mantenimiento
y buen funcionamiento del sistema nervioso durante el desarrollo y durante la vida
adulta (Fields y Stevens-Graham 2002). La sefalizacidén de factores neurotréficos
es relevante para la recuperacion de lesiones que afecten la inervacion simpatica y

parasimpatica.

Al no encontrar diferencias en el numero de SGC tal vez nos esté indicando
que las modificaciones en el tamafio del soma estan relacionadas con la actividad
de las SGC mas que con la cantidad de las mismas. Al evaluar la expresion de
algunos indicadores de activacion glial como GFAP no encontramos diferencias
significativas en cuanto al numero de neuronas inmunorreactivas en ninguno de

nuestros grupos, aunque en la localizacién de GFAP la expresidon aumenta en las



G30 y P3, contrario a lo que ocurre en el grupo C, donde el marcaje solo se aprecia

en algunas células.

Otra opcidn del porque no tuvimos diferencias en la expresion de la mayoria
de las moléculas utilizadas en este estudio, probablemente es que la expresion este
modulada por el estado hormonal. Los estrogenos son de particular importancia
para la diferenciacion y funcion de distintos sistemas neuronales (Zoubina y Smith
2002; Papka y Mowa 2004). Se ha reportado que la concentracion de estrogenos
influye en el tamafo del soma neuronal en los ganglios pélvicos en ratas y conejas
(Castelan et al. 2013; Yamaguchi 1998). Por otro lado, se ha descrito que las
acciones de estrogenos y androgenos implicadas en la plasticidad de neuronas
pélvicas estan relacionadas con la senalizacion de factores neurotroficos como el
GDNF (Keast 2006; Stewart et al. 2008). La interaccidn estrogenos-factor de
crecimiento es de particular importancia para el desarrollo de células nerviosas
(lvanova et al. 2002).

En cultivos neuronales encontraron que los efectos del estradiol en el
desarrollo de células dopaminérgicas requieren de la coordinacion oportuna y
espacial de la expresion del GDNF (lvanova et al. 2002). Estudios realizados en la
glandula pituitaria en el cual evaluan diferentes etapas reproductivas muestran que
las variaciones tanto en la expresion y localizacion subcelular de RET durante la
gestacién y la lactancia estan temporalmente correlacionadas con los cambios en
funcion pituitaria. Ademas, demostraron que la senalizacion del GDNF por medio
del receptor RET podria tener dos roles funcionales diferentes, dependiendo del
estado fisiologico. Concluyen diciendo que la relacion GDNF-RET es un factor
pleiotropico capaz de influir en la fisiologia pituitaria durante un periodo de alta
plasticidad (Guillou et al. 2011). En un modelo de primiparidad temprana donde
cuantifican la cantidad de GNDF y GFRa-1 no encontraron diferencias en los WB,
pero si en la inmunolocalizacion de ambas proteinas, esto concuerda con nuestros
resultados: aumento en la expresion tanto de GDNF y GFRa-1 en las conejas G30

y P3, con respecto al control en los ganglios paravaginales (Garcia-Villamar et al.



20017). De este modo podemos sugerir que la cantidad de estas proteinas a nivel
local (ganglio) no se ve afectada en las neuronas debido a que dicha cantidad puede
estar mantenida con ayuda de la produccion de factores propia de las células gliales
satélite, mediante comunicacion yuxtacrina ademas de que puede estar mantenida
con los factores provenientes del torrente sanguineo. Esto es porque pueden
provenir de otros tejidos ya que todas las células de los tejidos que reciben
inervacion y todas las células del sistema nervioso producen factores neurotroficos
(Bustamante 2007). Se ha descrito que en el sistema nervioso el GDNF se localiza
en el soma neuronal, dendritas y axones de las neuronas (Kawamoto et al. 2000).
Esto nos podria decir que la comunicacion entre las neuronas y las células gliales

satélite es relevante en el mecanismo de plasticidad neuronal.

Se ha descrito que las familias del NGF y la de GFLs no funcionan
simplemente como sistemas neurotroficos paralelas, sino que es probable que se
superponen y se alternan en su influencia del desarrollo de neuronas periféricas
(Snider 1997). Existen numerosas similitudes y solapamientos potenciales con la
familia del factor de crecimiento nervioso (NGF) ya que al igual que este regula el
desarrollo del sistema nervioso periférico (Baloh et al. 2000). Durante la vida
postnatal, GDNF tiene un efecto tréfico mas potente que NGF en neuronas
sensoriales del DRG (Wright y Snider, 1996, Molliver et al. 1997).

En animales adultos, las células ganglionares del DRG requieren de las
neurotrofinas para su mantenimiento (Verge et al. 1996). En neuronas sensoriales
los receptores Trk se expresan de una manera que no se solapan con el receptor
de baja afinidad de las neurotrofinas p75N™ (Wright y Snider 1995). Esto podria
explicar por qué cuando analizamos la expresion de los Trk A y B. no existen
diferencias significativas, pero si existe un aumento en la expresion de estas

moléculas en los grupos experimentales.

Mientras que la contribucion del Trk para la supervivencia de neuronas y
crecimiento de los axones se entiende bien, no se puede decir lo mismo para
p75NTR. Existen controversias entre que es lo que hace este receptor Se informo
primero que p75NTR mejora la sefializacion de Trk-A en presencia de NGF (Barker y



Shooter, 1994). Que la fosforilacion de MAPK puede estar mediada directamente a
través de la union a NGF del p75NTR (Susen et al. 1999). Por el contrario, otros
estudios han presentado pruebas de que la sefializacion de p75NR tiene efectos
perjudiciales sobre la supervivencia neuronal, debido a que puede desencadenar
algunas vias de apoptosis neuronal (Bamiji et al.1998; Majdan et al. 2001; Salehiet
et al. 2000).

En experimentos in vitro se ha demostrado que las neuronas simpaticas con
expresion hipomoérfica de p75N™R (-/-) tienen una mayor capacidad de crecimiento
en las neuritas (Kohn et al. 1999). También han proporcionado evidencia de que el
crecimiento axonal simpatico se puede limitar mediante p75N™R, con respecto a los
niveles de NGF, cuando los niveles de NGF se elevan por encima de los niveles
biolégicos. Cuando evaluamos la expresion de p75N™R en nuestras neuronas,
cuantificamos un mayor numero de neuronas reactivas a este receptor en los grupos
G30y P3 con respecto al C. ocurriendo lo mismo con la expresion de los Trk. podria

apoyar la hipétesis de que tienen efectos sinérgicos en conjunto.

Con todo lo anterior podemos decir que son muchos factores los que estan
participando en la modulacion de la plasticidad de los ganglios paravaginales aqui
evaluados. El mecanismo por el cual los ganglios paravaginales estan respondiendo
a la plasticidad neuronal puede estar modulado por la via de sefalizacion, la

fluctuacién y concentracion hormonal, asi como el estado reproductivo.

16.3. Implicaciones de nuestro modelo de estudio

En mujeres, las alteraciones estructurales del piso pélvico y del tracto
urogenital como prolapsos viscerales, se han relacionado con factores de riesgo
como la gestacién, trauma de parto, edad y deficiencia hormonal (Tapp et al. 1988;
Skoner et al. 1994). Durante el parto el piso pélvico es expuesto directamente a la
compresion del feto y la fuerza de expulsién de la madre (Hale et al. 1999). Lo cual
puede relacionarse con alteraciones funcionales y estructurales de los musculos,

nervios y fibras de tejido conectivo de la uretra y musculos del piso pélvico (Allen et



al 1990; Bakircioglu et al. 2000; Rortveit et al. 2003). Se ha determinado que parto
es una fuente de variabilidad del plexo pélvico que puede conducir a algunos
sintomas uroldgicos y ginecoldgicos (Inal et al. 2010; Quinn 2016; Spackman et al.
2007).

Se ha mostrado que la distensién vaginal o el dafio del nervio pudendo por
compresion resultan en un decremento del punto de presion de goteo y disminuye
el numero de fasciculos nerviosos, lo que evidencia un proceso de degeneraciéon
que contribuye a la disfuncién de los érganos del piso pélvico (Damaser et al. 2003).
Otros estudios en modelos similares de parto generan: dafio en el musculo estriado
de la uretra, disminucion de las células ganglionares en el plexo neural de la vagina
y disminucion de la sintasa del 6xido nitrico neuronal en el musculo estriado de la
uretra (Sievert et al. 2001). El decremento del flujo sanguineo y el incremento de
hipoxia tisular pueden significar que ocurre isquemia tisular durante la distension

vaginal significando un dafno en los 6rganos del piso pélvico (Damaser et al.2005).

El impacto de los cambios en los niveles de hormonas esteroides durante el
embarazo y el posparto en el tracto urogenital inferior (LUT) se ha subestimado. Las
acciones de estrégenos son interesantes ya que apoyan las terapias utilizadas para
aliviar algunos sintomas urolégicos en mujeres posmenopausicas (Keast 2006;
Weber et al. 2015). En este contexto debo mencionar que en este estudio no

medimos la concentraciéon sérica de estradiol.

Los ganglios pélvicos proporcionan la mayor parte de la inervacion
autondmica a los 6rganos urogenitales (Jobling 2011). Se ha evidenciado en
mujeres que el estatus hormonal contribuye a la disfuncion post-menopausica
afectando la inervacion (Komisaruk et al. 2011). El marcador PGP-9.5 se expresa
constitutivamente en todos los tejidos neuronales, su densidad incrementa
significativamente en tejido vaginal de ratas ovariectomizadas comparadas con
ratas en la fase estro de su ciclo (Ting et al. 2004). Se ha evidenciado que el
estradiol es la hormona principal que media el cambio en la inervacion vaginal. En
ratas ovariectomizadas se observa un incremento de la inervacion vaginal, la cual

disminuye con la administracion de estrogenos a niveles cuantitativamente idénticos



a los observados durante la fase estro (Ting et al. 2004). En este ultimo modelo, se
ha evidenciado que el incremento de inervacion simpatica provoca la contraccion
de musculo liso, generando vasoconstriccion, incremento en el tomo vaginal,
disminucion del flujo sanguineo y lubricacion vaginal (Giraldi et al. 2002). La
disminucién de estrogenos en suero esta asociada con la reduccién de la actividad
de las sintasas del 6xido nitrico en la vagina (Al-Hijji et al. 2000). En este contexto
se han observado diferencias importantes en la neuroplasticidad uterina y vaginal,
implicando que diferentes mecanismos operan en estos dos tejidos (Ting et al.
2004). En la coneja, se ha descrito que la experiencia reproductiva remodela la
inervacion de la vagina pélvica, perteneciente al plexo pélvico (Castelan et al. 2013;

Hernandez Aragon et al. 2017; Garcia-Villamar et al. 2017).

Aunque la rata es el modelo de estudio mas utilizado en laboratorio, el plexo
nervioso es muy sencillo ya que esta compuesto por un solo ganglio y no podriamos
compararlo con el plexo nervioso de algunas otras especies de mamiferos y mucho
menos con el de la mujer, es por eso que se utiliza la coneja como modelo de estudio
porque la conformaciéon de la inervacion del aparato urogenital es similar al de la

mujer.

La utilizacidn de la coneja doméstica como modelo de estudio nos permite
conocer y dar una aproximacion de lo que pudiese estar sucediendo en la mujer
cuando se presenta la gestacion y el parto, y como es la recuperacién de la fisiologia
y morfologia del aparato urogenital. Ademas de que los datos obtenidos por analisis
de biopsias de mujeres no aportan informacion suficiente sobre los mecanismos
exactos que se modifican en condiciones de primiparidad. Sin contar que muchas
técnicas experimentales no pueden ser replicables. Por otro lado, las cuestiones
bioéticas que no permiten practicar cierto tipo de estudios en humanos. Es por eso
que la utilizacién de la coneja doméstica como modelo de estudio, nos permiten
conocer mejor todos los mecanismos que implican la remodelacion y plasticidad del
tejido nervioso paravaginal, eso al poder obtener los tejidos y érganos de estudio
que en la mujer son de dificil acceso. De este modo en este trabajo al tener un

modelo de gestacidon a término y primiparidad temprana pudimos evaluar la



interaccion del estatus hormonal con respecto a algunas moléculas, como el
aumento en la expresion de GDNF- GFRa-1; los cuales se saben que tienen efectos
sinérgicos en la plasticidad neuronal, y algunos receptores de las neurotrofinas las
cuales también promueven la supervivencia y muerte celular dependiendo de la
concentracion e interaccion de sus receptores. Ahora se podria plantear el evaluar
qué pasa con NGF con respecto a sus receptores y por otro lado se podrian evaluar

algunos otros receptores del GDNF como RET.



17. Conclusiones

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

El tamafio del soma neuronal esta reducido al final de la gestacion; se

recupera al dia tres dias posparto.

El numero de células gliales satélite fue similar en las conejas control,
gestantes y primiparas. La intensidad del marcaje anti-GFAP en las conejas

gestantes y primiparas sugiere la activacion de las células gliales satélite.

La experiencia reproductiva incrementa la presencia de GDNF en las células
gliales satélite pero no la de las neuronas paravaginales. Por el contrario,

incrementa la presencia de GFRa-1 en las neuronas paravaginales.

La experiencia reproductiva incrementa la proporcion de neuronas

inmunorreactivas a p75NTR,

La experiencia reproductiva incrementa la presencia de Trk-A en las

neuronas paravaginales y la de Trk-B en las células gliales satélite.

La plasticidad morfométrica de las neuronas paravaginales esta asociada
con un proceso activo de neuroplasticidad que involucra la interaccion de las
células gliales satélite, posiblemente a través de GDNF/GFRa-1 y la

participacion de los receptores p75NTR, Trk-A y Trk-B.



18. Perspectivas

¢+ Caracterizar los procesos fisiolégicos y moléculas involucradas en la posible
adaptacion de las células gliales satélite de los ganglios pélvicos durante la
experiencia reproductiva.

X/

+ Identificar las moléculas que desencadenan la reduccion del area del soma,
y su relacion con los niveles hormonales durante la gestacion.

++ Determinar la proporcién y/o poblacién de neuronas pélvicas que sobreviven
en la coneja multipara, asi como sus correlatos funcionales.
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20. Anexos

20.1. Anexo 1.- Tincién tricromica de Masson

Después de obtener los cortes en el microtomo se dejan secar minimo por 24 h,

posteriormente se tifien con las diferentes soluciones en los siguientes tiempos.

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

Doble contraste
21 Etanol acido 3min



22 Agua corriente 40 seg

18 Etanol 96% 40 seg
19 Etanol 96% 40 seg
20 Etanol 100% 30 seg
Deshidratacion 21 Etanol 100% 30 seg
22 Etanol : Xileno 10 seg
23 Xileno 1 10 seg
24 Xileno 2 10 seg

Finalmente, sin dejarlos expuestos al ambiente, los portaobjetos se montan con

Cytoseal TM 60, un portaobjetos y se dejan secar.



20.2. Anexo 2.- Inmunohistoquimica anti-GFAP, anti-GDNF, anti-GFRa-1, anti-
p75NTR, anti-Trk-A y Trk-B en cortes transversales de la region pélvica de la

vagina.

Desparafinar

Destape de Citrato de SodioapH 6y Tres noches
antigenos 10mM
Se ponen a temperatura 15 minutos
ambiente

Se hierven en el microondas 2 minutos

a potencia maxima

Se calientan en el 10 minutos

microondas a potencia 10

Preparacion Se secan y se hace el
recuadro y se colocan en la

camara humeda

Lavar PBS 1x (tres lavados) 10 minutos c/u

Bloqueo de Agua oxigenada al 3% en 30 minutos

peroxidasas PBS 1x

enddgenas

Lavar PBS 1x (dos lavados) 10 minutos c/u
PBS 1x-Tritén al 0.3% 10 minutos

Bloquear uniones Bloqueo con suero de cabra 1 hora

inespecificas o burro al 5% en PBS 1x-

Tritdn al 0.3%

Lavar PBS 1x-Tritén al 0.3% (tres 10 minutos c/u

lavados)



Primer anticuerpo Anticuerpo Primario 3 noches a 4°C, en

1:100, en PBS 1x-Tritonal @ camara humeda

0.3%

Lavar PBS 1x-Tritdn al 0.3% (tres 10 minutos c/u
lavados)

Segundo anticuerpo  Anticuerpo Secundario 2 horas.

1:250, en PBS 1x-Triton al A temperatura
0.3% ambiente en la

camara humeda

Lavar PBS 1x-Tritén al 0.3% (dos 10 minutos c/u
lavados)
PBS 1x 10 minutos
Complejo Avidina- ABC: 1:200, en PBS-1x 1 hora
Biotina-peroxidasa
(ABC)
Lavar PBS 1x (tres lavados) 10 minutos c/u
Revelar Diaminobencidina
Lavar PBS 1x (tres lavados) Por decantacion
Contratincion Hematoxilina de Mayer 10 minutos
Lavar Agua corriente Por decantacién

Deshidratacion

Finalmente, sin dejarlos expuestos al ambiente, los portaobjetos se montan con

Cytoseal TM 60, un portaobjetos y se dejan secar.
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L. Imtroedaction

The pehvic plexns supplies most of the auinnomic Innerviion
that recefves ihe kower urogensial tract in werisbraies 1]
Childhirth has Been postulaled as 2 murce of wariability of
the pebvic plexus that may kead o some urclogicl and gyme-
cological sympioms [2-4]. The impact of chamges in steroid
hormone lewels during pregnancy and postpariem on the
lower urogeniial trac (10T has been enderestimated despiie
the widespread expression of thelr recepions in petvic nearons
[5]. Esimogen acisons are particelarly interesting becanse they
suppart therapies used to allev ale some wrologial sympioms
in posimenopansal women [£].

The esirogenic stabws influrnces the size of newnonal
somata of in female ratx and rabbits |7, E]. In
this it has hypothesized that the increase in the
serurm estradiol (E2) levedls at term of pregnamcy 1s invohvad
in the recovery of the soma sire of NEUrTns
during the posipariem pericd in iz |7, 9. Umder
physiological conditions, however, sach 2 peak of sum E2

oorurs ncomdtantdy io an moese in serum lesoserone
(T} beweds [ 10]. Androgens modulale the morphelogy of pebric
nemrons as showed fior male s, which conld requine their
cover sion inlo by the F450 aromalase
(hepeafier aromatase) |5, 11, 12]. Estrogen and androgen
actions imohved in the morphological plasticity of pehvic
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Capitulo 16

Plasticidad conductual:
De las alteraciones epigenéticas a las interacciones sociales

Francisco Castelan, Lavra (G Hernandez Aragon®,
Veronica Garcia Villamar®, Octavie Sanchez Garcia,
Ma. de los Angeles Carrasco Ruiz v Kenia Lopez Garcia

La conducta se define como la actividad o0 movimiento de un orgamsmo
{1} A través de ella los individuos determinan donde vivir, reproducirse,
qué recursos usar, con guien aparearse y como responder a competidores
y depredadores {2). Esto es posible debido a la interaccion entre al sistema
nervieso, el muscular y el endocrino, que permite responder a las sefales
provenientes de entornos cambiantes (3). El despliegue de algunas
conductas es capaz de modificar el entorno. Supongamos dos escenarios.
El primero en el que un individuo permanece en el entorno onginal pero
imteraciiia con él de modo diferente a como lo hacen otros individuos de la
misma especie. En un escenario alternativo, el mismo individuo podria
desplazarse a otro entorno y enfrentarse con nuevas experiencias que podrian
seleccionar una conducta diferente. Para algunos autores, esta plasticidad
conductual puede considerarse como una rapida respuesta adaptativa que
conduce a cambios morfolégicos que posteniormente pueden incluirse en el
genotipo, favoreciendo asi la evolucion de las especies (2, 4, 5). No obstante,
también es posible que la conducta desplegada en respuesta al entorno
inhiba la evolucion de las especies, considerando que se trata de un rasgo
m#s inestable que aguellos morfologicos y fisiolégicos, evitando
modificaciones genéticas (2, 6). Ambas hipdtesis se concentran en la
respuesta conductual sin considerar los mecanismos que subyacen a su
expresion ni la influencia que al respecto pudiera tener el desarrollo de
cada individuo (2).

* Egiudmnies del Dooomido en Ciencizs Biokigicns, UATx 193



