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INTRODUCCION

En los mamiferos el sistema nervioso periférico esta constituido por nervios y
ganglios tanto simpaticos como parasimpaticos. Los ganglios simpéticos se
localizan a lo largo de la cadena simpatica (paravertebrales) y en el plexo

abdominal (prevertebrales) los cuales, estan situados de forma bilateral

En este trabajo se llevd a cabo la caracterizacion morfométrica por medio de
técnicas de histologia del plexo adosado a la vena cava inferior (PAVCI) y se
utilizé un trazador neuronal para determinar si este plexo contiene neuronas que
inervan al ovario para de esta manera poder designarlo como un ganglio y no

como un plexo.

El PAVCI es una red de nervios que provienen del ganglio celiaco, cadena del
tronco simpatico lumbar y estd formado por axones adrenérgicos, embebidos en

una matriz de colageno que reviste a la arteria y vena ovérica.

El circuito neuronal ovarico se considera una parte fundamental en la regulacion
de la secrecion de hormonas ovéricas y la pérdida de su integridad podria
representar la asociacibn con patologias ovaricas;, se sabe que algunos
componentes del circuito neuronal contribuyen en mayor medida que otras, por lo
gue en este trabajo se realizd la revision de algunos componentes del circuito que

participan en la regulacion de las funciones ovaricas.

Fue un estudio observacional, descriptivo donde se utilizaron nueve ratas hembras
adultas de la cepa CIlIZ-V de tres a cuatro de meses de edad (250 a 300g). Los
animales fueron mantenidos en condiciones estandar de bioterio y con ciclo
controlados de luz-oscuridad 12:12 horas. Las ratas se sacrificaron para
diseccionar el plexo ovarico cuyos cortes fueron tefiidos con técnicas de histologia

y trazadores neuronales.



CAPITULO | MARCO TEORICO
1.1. SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

En la rata, el sistema nervioso autbnomo (SNA) y periférico esta constituido por
nervios y ganglios tanto simpéticos como parasimpaticos. Los ganglios simpaticos
se organizan en ganglios paravertebrales (cadena ganglionar) y prevertebrales
localizados de forma Dbilateral. Los ganglios parasimpaticos (ganglios

paraviscerales) se encuentran adyacentes a los 6rganos diana’. (Figural)
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Fig.1 Muestra los principales ganglios autonémicos. Los nameros indican la posicion topografica de los
principales nervios autondmicos y de algunos ganglios individuales: 1, ganglio cervical superior; 2,
ganglio estrellado; 3, ganglio simpatico lumbar; 4, columna intermediolateral en la espina dorsal
toracolumbar; 5, ramas comunicantes; 6, nervios esplecnotoracicos; 7, nervios esplacnicos lumbares; 8,
nervios mesentéricos; 9, nervio hipogastrico; 10, nervios perivesiculares; 11, ganglios esfenopalatinos;
12, nervio vago; 13, nervios pélvicos; 14, ganglios cardiacos; 15, ganglios pélvicos; 16, ganglios
prevertebrales. Tomado de Gabella. 1995

1.1.1 Plexos abdominales

En el abdomen se describen dos principales estructuras ganglionares que son

comunmente referidas como plexos nerviosos. El plexo celiaco y el plexo



intermesentérico. El plexo celiaco que es una densa red nerviosa que rodea a
la arteria aorta-ventral en el punto de donde salen la arteria mesentérica superior y
el tronco celiaco, a nivel de la primera vértebra lumbar, detras del estbmago. Este
complejo ganglionar es asimétrico, siendo el lado izquierdo mas grande que el
lado derecho®. El plexo celiaco recibe fibras aferentes de los nervios esplacnico

mayor, menor y del nervio vago®>.

Por su parte, el plexo intermesentérico se encuentra localizado en posicion ventral
y ventrolateral a la aorta, entre las raices de las arterias mesentéricas, conectando
al plexo celiaco con el plexo mesentérico inferior. Los troncos intermesentéricos
reciben contribuciones de los nervios esplanicolumbares®, siendo la fuente
principal de este plexo el ganglio celiaco izquierdo, cuyas fibras son adrenérgicas
y peptidérgicas. Otro camino de las fibras nerviosas que emergen de los ganglios
celiacos son las que inervan el higado, el estbmago y el pancreas acompafiando a
las arterias hepéaticas comuan, propia, gastroduodenal, pancreatico-duodenal

superior, gastrica derecha y gastroepiploica derecha®.

1.1.2 Ganglios

Los ganglios estan constituidos por cumulos de cuerpos neuronales, ademas de
células nerviosas, granulares, gliales, células vasculares, mastocitos Yy
fibroblastos®). Por otra parte, se presentan numerosas uniones de tipo de

adhesion que ocurren entre neuronas y células satélites®.

Dentro de los ganglios prevertébrales se encuentran el ganglio celiaco, el
mesentérico superior y el aortico-renal. Este agregado ganglionar es bilateral y

asimétrico.

El ganglio celiaco se encuentra situado alrededor de la arteria celiaca y la arteria
mesentérica superior, a su vez, estas arterias separan al ganglio de su porcién
izquierda y derecha. El ganglio celiaco izquierdo es de forma de media luna y se
encuentra situado sobre el lado lateral de la arteria celiaca y la arteria mesentérica
superior, mientras que el ganglio celiaco derecho es triangular y es mas pequefio

que el izquierdo y se encuentra localizado detras de la vena cava inferior®™.


http://es.wikipedia.org/wiki/Arteria_aorta
http://es.wikipedia.org/wiki/Arteria_mesent%C3%A9rica_superior
http://es.wikipedia.org/wiki/Arteria_cel%C3%ADaca
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(Figura 2). El complejo ganglionar formado por el ganglio celiaco y el ganglio
mesentérico superior (GCMS) esta situado alrededor de la arteria celiaca y la arteria
mesentérica superior, a su vez estas arterias separan al GCMS en su posicion izquierda y
derecha; se extiende dorsalmente entre la glandula adrenal y la mitad craneal de los
21,1

rifiones Estos ganglios son importantes ya que de ellos emergen nervios

inervan directamente al ovario, ejerciendo accion directa sobre las células
esteroidogénicas y por lo tanto controlando algunas funciones del tracto

reproductivo®.

ganglios de la
cadena simpdtica

nervio esplicnico
mayor zquicrdo

izquierda

rifién izquicerdo
rifién derecho

arteria renal
wquicrda

Fig.2 Muestrala disposicién de ganglios y la inervacién vagal aferente en la rata. Modificado de Berthoud y Powley.
1996.

1.1.3 Inervacion ovarica (NPO y NOS)

La inervacién del ovario incluye componentes somaticos y autonémicos que llegan
a los ovarios por medio del nervio ovarico superior y el nervio del plexo ovarico®®.
Las fibras de estos nervios se consideran de tipo catecolaminérgico, aunque

también poseen fibras inmunoreactivas a diversos péptidos: Peptido intestinal



Vasoactivo (VIP), la sustancia P (SP) y al péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP) (Calcitonin Generaleted Peptide), por sus siglas en inglés.
Dichas fibras llegan al ovario por vias diferentes. Las fibras VIP-érgicas llegan al
ovario por medio del NOS, mientras que las que contienen SP y CGRP lo hacen
por el plexo ovarico'. Las fibras inmunoreactivas a la SP y al CGRP, cominmente
relacionadas con la inervacion sensorial, se encuentran asociadas principalmente
con los vasos sanguineos, mientras que las VIP-érgicas estan en contacto con el

tejido intersticial de la glandula.

El ovario de la rata recibe inervacion simpatica por dos rutas NPO que acompafa
a la arteria ovarica e inerva principalmente la vasculatura y el NOS (Figura 3) que
corre junto con el ligamento suspensorio e inerva vasos sanguineos, células de la

glandula intersticial y células de la teca interna®.
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Fig.3 Inervacion ovarica. Tomado de Lawrence y Burden, 1980.



1.1.4 Nervio del Plexo Ovarico (NPO)

Por su parte, el NPO es una rama del plexo aértico y renal, esta formado por
axones adrenérgicos, embebidos en una matriz de colageno que reviste a la
arteria y vena ovarica. Dicho plexo inerva a los oviductos, al ligamento ancho y al
ovario: en el ligamento ancho se comunica con fibras del plexo uterino y de esta
forma inerva el Utero. Las fibras aferentes que inervan al ovario se originan del
segmento toracico 10 (T10), mientras que, los que inervan los oviductos
corresponden al segmento toracico 11 (T11), segmento toracico 12 (T12) y el
segmento lumbar 1 (L1)*’. Este nervio proyecta sus fibras principalmente a la

vascularidad del ovario®®.
1.1.5 Nervio Ovarico Superior (NOS)

El NOS en la rata es una rama del plexo celiaco, sus cuerpos celulares
preganglionares se encuentran en los segmentos T7 a L3 de la médula espinal;
dicho nervio corre por el borde del ligamento suspensorio, este ligamento ocupa
un pliegue en el peritoneo y se inserta cerca del lado ventral de la tGltima costilla®®.
El NOS inerva al ovario, al oviducto y caudalmente a la musculatura del Gtero. En
la rata este nervio posee una cubierta de peritoneo y aproximadamente 200
axones no mielinizados embebidos en una fina matriz de tejido conectivo®*°.
Ademas, se considera la principal via relacionada con la esteroidogénesis

ovarica*®.
1.2 ANTECEDENTES

Estudios en diferentes especies han demostrado la presencia de estructuras
posganglionares que contribuyen en la inervacion y funcion ovarica, como es el

caso de los ganglios prevertebrales.
1.2.1 Hombre

Un estudio anatomico en cadaveres humanos, describié el ganglio celiaco

ubicandolo a nivel de T12 y L1, el GC izquierdo sefalandolo enfrente de la crura



diafragmatica, medial a la glandula adrenal izquierda y arteria mesentérica
superior, mientras que el derecho lo refirié a la altura del dngulo superior en la
entrada de la vena renal izquierda, rifion derecho, crura diafragmatica derecha, en
direccidén hacia la vena cava inferior y arteria mesentérica superior; en la mayoria
de los cadaveres las medidas de longitud fueron de 21.43 +-5.53 mm del ganglio
derecho y 20.02 +-10.13 mm del ganglio izquierdo?. (Figura 4)

Fig.4 Muestra la diseccion del ganglio celiaco derecho en cadaver humano. El GC (circulo rojo) se
ubicé cercano a la aorta entre la arteria celiaca y la arteria mesentérica superior y fue localizada en el
espacio limitado por la vena cava inferior (VCI) el rifiébn derecho y la cabeza del pancreas. El pancreas
se movié hacia arriba y la VCI se seccion6 y se movié lateralmente. Ming, et al 2006.

Otro estudio realizado en humanos fue el de Wang, et al*®

, en donde el grupo de
estudio fueron 103 pacientes (57 hombres y 46 mujeres) a los que se les realizo
tomografia computada tomando imagenes desde el diafragma hasta la sinfisis del
pubis, se pudo identificar el ganglio celiaco tanto izquierdo como derecho a nivel
del origen de la arteria celiaca y de la arteria mesentérica superior y anterior a la
crura diafragmatica. El ganglio celiaco izquierdo fue identificado anteromedial a la
glandula adrenal izquierda, mientras que el GC derecho se identificd
posteromedial a la vena cava inferior y anteromedial a la glandula adrenal

derecha. La morfologia caracteristica del ganglio observada fue multilobulada,o



discoide, se pudo observar que el GC izquierdo (2.2 y 0.1cm) es mas grande que
el derecho (2.0 y 0.3cm).

1.2.2 Cerdos

Estudios en donde identificaron cuerpos neuronales posganglionares, utilizando
cerdos machos crosshreed a los cuales se les realizo laparotomia post-umbilical,
después de la visualizacion de la superficie dorsal de la vejiga urinaria se
inyectaron 50 uL de trazador fluorescente Fast Blue en cinco sitios del trigono
urinario vesical. El trazador retrogrado neuronal ayudo a localizar células
neuronales en cada muestra colectada, en el tronco ganglionar simpético se
visualizaron células neuronales, mientras que en el ganglio bilateral L1-S3 la
media de neuronas encontradas fue de 1845.1+ 259.3 en su mayoria localizadas a
nivel L7-S2, mostrando una forma eliptica, el valor medio del area del soma fue de
465.6+82.7 pm? ' también se identificaron neuronas en el ganglio craneal y caudal
mesentérico con una media de 4287.5+ 1450.6 hallando el 65.7+13.5% en el

ganglio izquierdo, siendo la forma oval predominante con ntcleo redondo™®.
1.2.3 Perros

En perros domésticos hembras y machos de 2 a 36 meses de edad, se diseco el
ganglio caudal mesentérico, en este sentido el 80% de los ganglios se localizé a
nivel del segmento inicial de la arteria mesentérica caudal, pero en el 20% de los
casos el ganglio se ubico en la superficie ventral de la misma arteria. En perros
adultos la porcién craneal del ganglio se localiz6 conectado a los nervios
esplacnico-lumbares L4-L5, otras conexiones que se identificaron fueron plexo
intermesénterico y en el ganglio celiaco y mesentérico craneal como se puede
observar en la figura 5. Al microscopio se pudo observar un complejo ganglionar
compuesto por unidades ganglionares separado por fibras nerviosas, capilares
intraganglionares y fibras de colageno. Las principales células ganglionares
identificadas fueron circulares, el nucleo fue claro cuando se comparo con el
citoplasma el cual fue hipercromico en la mayoria de las neuronas ganglionares

analizadas®™



Fig.5 Muestra las conexiones del Ganglio Caudal mesentérico (GCM) con la médula espinal lumbar,
con el plexo pélvico, con el colon descendente y recto en el perro doméstico. 1: GCM/ 2: Nervio
hipogastrico principal/ 2: nervio colonico izquierdo/ 2”:nervio craneal rectal/ 3: nervio hipogastrico
derecho/ 4: nervio hipogéstrico izquierdo/ 5: plexo inter-mesenterico/ 6: nervios esplacnicos lumbares/
7: tronco simpatico abdominal/ 8: arteria caudal mesentérica/ 8": arteria coldnica izquierda/ 8”: arteria
rectal craneal/ 9: nervios colénicos. Modificado de Gagliardo, et al, 2003.

1.2.4 Gato

Por su parte en el trabajo realizado por Coppi Maciel, et al'®, utilizaron la
coloracion tricromica de Masson, en ganglios celiaco-mesentéricos de gatos
domésticos. Logrando identificar un total de 7 ganglios celiacos situados a nivel
periarterial y con morfologia variante entre rectangular, eliptica, mientras que
también pudieron identificar 7 ganglios mesentéricos craneales 4 derechos y 3

izquierdos de morfologia rectangular, eliptica y piriforme, también situados a nivel



periarterial; asi mismo identificaron 11 ganglios celiaco-mesentericos constituidos

por cuerpos neuronales localizados entre la arteria celiaca y mesentérica craneal.
1.2.5 Tupaya comun

En el tupaya comun (Tupaia glis) de ambos sexos, se describid la anatomia del
complejo del ganglio celiaco, los autores lo describen como un 6rgano difuso, con
dos masas derecha e izquierda situandolo opuesto a la 13" vertebra toracica
hasta la primera vértebra lumbar anterior y lateral a la aorta abdominal, asociado a
la arteria celiaca y a la arteria mesentérica superior, ambas arterias renales y
glandulas adrenales, la forma del ganglio celiaco se describe en forma oval
identificando al ganglio izquierdo mas grande que el derecho 0.45x1.00x0.50 mm y

0.25x1.00x0.50 mm respectivamente®’.
1.2.6 Rata

Existen estudios en ratas que han demostrado que la integridad en el sistema
ganglio celiaco-nervio ovarico superior, es necesario como control neural en la
funcién ovérica en el fenémeno reproductivo'®. En este sentido se han reportado
estudios donde utilizan trazador retrogrado, mostrando que el soma de las
neuronas de dicha inervacién se localiza en el ganglio nodoso, lo que permite
sugerir que parte de los nervios ovaricos, especialmente los parasimpaticos, son
de naturaleza sensorial®.

En el trabajo realizado por Moran, et al’, en donde utilizando ratas hembras
adultas de la cepa CIlIZ-V a las que se le inyecto true blue (TB) en la bursa ovarica
se logré identificar cuerpos neuronales positivos a TB en el ganglio celiaco
mesentérico superior, asi como en un pequefio ganglio localizado en el angulo
entre la arteria renal y la aorta, lo que sugiere que la aparente asimetria en las

conexiones entre ovarios y el GCMS, varian a lo largo del ciclo estral.

Posteriormente en el 2009 utilizando ratas hembras de la misma cepa, se
demostré que en las ratas durante el periodo pre-pubertad y juvenil toman lugar

las neuronas posganglionares alcanzando los ovarios que llegan del ganglio
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prevertebral, en este mismo estudio se secciono el NOS, demostrando que éste
juega un papel importante en el proceso de comunicacion entre el GCMS vy los
ovarios conforme se acerca la pubertad®.

Otros estudios realizados en ratas Wistar de 4-5 meses de edad, han demostrado
que el origen del complejo ganglio celiaco-mesentérico superior (GCMS) se
encuentra a nivel de la arteria celiaca y la arteria mesentérica superior, a la altura
de las vértebras T13 y L1, entre las 2 glandulas suprarrenales y mas arriba del
riidn izquierdo y el tercio medio del rifidn derecho.

El GCMS derecho se observé parcialmente cubierto por la cabeza del pancreas, y
sobreencimado por la vena cava inferior; la irrigacion del GCMS proviene de dos
vias del nervio esplacnico mayor y del 4to o 5to nervio esplacnico lumbar. En este
estudio se describié que el complejo tiene componentes ganglionares el ganglio
suprarrenal izquierdo y derecho, el ganglio celiaco izquierdo y derecho y el ganglio

intermesenterico. Figura 6.

Nervio Esplacnico mayor

Ganglio suprarrenal derecho

Arteria =%
mesentérica
superior

mesenterica
superior

\ , inferior
izquierda & 8

Fig.6 Muestra el complejo ganglio celiaco mesentérico de la rata. Modificado de Hammer. 1981

Hammer, et al*!

, también describieron a los ganglios suprarrenales situados en
continuidad con el nervio esplacnico mayor a nivel de las glandulas suprarrenales;
respecto a los ganglios celiacos los ubicaron en relacion a la arteria celiaca y la
arteria mesentérica superior al origen de la aorta, el ganglio celiaco derecho
posicionado caudolateral en forma de pera, mas pequefio que el izquierdo, por su

parte el ganglio celiaco izquierdo lo describen también caudolateral a la arteria
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celiaca, mas grande que el derecho caudal a la Arteria Mesentérica Superior
(AMS). Ambos izquierdo y derecho conectados por nervios ganglionares a la aorta
ventral.

Por su parte el ganglio intermesenterico hallando en su parte inicial unos
pequefios ganglios considerados como adrtico-renales y grupos ovaricos. El
ganglio aorticorrenal surge en el angulo entre la aorta y arterias renales, como se
muestra en la figura 6 2.

Otro estudio reportado en roedores por Mcneil y Burden?, utilizando ratas
nuliparas Sprague-Dawley, con peso entre 150 y 2509, a las que se les inyecto
true blue en el epitelio ovérico, 7-10 dias después, se realizé perfusion a través del
ventriculo izquierdo del corazén, y se removid el ganglio celiaco y la porcion
inferior del tejido incluyendo el pequefio ganglio preaortico caudal (GPC), se
pudieron observar cuerpos neuronales posganglionares en GC y en GPC,
localizados en el origen de la arterial renal y ovarica. (Figura 7)

A diferencia del GC la ubicacién del GPC fue variable, incluso en algunas ratas se
le designo ganglio ovarico, sin embargo solo se encontré una pequefa fraccion de

cuerpos neuronales en dicho ganglio.

Fig.7 Diagrama que demuestra la perikarya posganglionar. El celiaco contiene la porcion del ganglio
celiaco, los circulos rojos indican (GC), tronco celiaco (TC), arteria mesentérica superior (AMS), y
correspondiendo a la seccidon de la aorta. El ganglio caudal preaortico (GCP) la porcidon contiene
varios ganglios microscdpicos, las arterias renal izquierda y derecha y la ovarica. Correspondiendo a
la seccion de la aorta y tejido que lo rodea. Modificado de McNeil y Burden 1986.
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CAPITULO Il ORGANIZACION DEL TRABAJO
2.1 Definicién del Problema

Debido a la importancia que tienen las vias posganglionares en las funciones
ovaricas y a que en estudios anteriores en nuestro laboratorio han demostrado la
existencia de otras estructuras ganglionares lo que nos ha llevado a pensar que
las estructuras ganglionares prevertebrales no son las Unicas que participan en la

regulacion hormonal, por lo tanto surge la siguiente interrogante.

¢, Seréa posible considerar un pequefio plexo adosado a la vena cava inferior como

un ganglio, ya que podria estar compuesto por cuerpos neuronales?
2.2 Definicion de variables
Variable independiente: Caracterizacion morfométrica

Variable dependiente: Plexo adosado a la vena cava inferior como posible

ganglio
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2.3Justificacion

Actualmente las patologias ovaricas en mujeres son muy comunes y se relacionan
con una inadecuada regulacién hormonal, al respecto, se han realizado estudios
en humanos, perros, gatos y ratas que han demostrado que alteraciones a nivel
del circuito neuronal pueden dar origen a procesos patologicos, ya que la
secrecion de hormonas esta dada por el SNA y por el eje hipotdlamo hipdfisis, que
actuan coordinadamente en la funcion de érganos reproductores, por lo tanto nos
hemos dado a la tarea de investigar cuales son las estructuras nerviosas

periféricas que contribuyen en mayor medida para mantener este equilibrio.

En estudios anteriores se identificO que del Ganglio Celiaco emergen fibras
posganglionares como el NOS y el NPO que inervan al ovario. Dicha inervacion es
importante para que se lleven a cabo las funciones ovaricas. Sin embargo, en la
rata como en otras especies se tiene una nomenclatura diferente para las
estructuras ganglionares de la region toraco-abdominal. En la rata se han descrito
la mayoria de los ganglios intramurales. Sin embargo, en esta especie no se ha
reportado la estructura nerviosa adosada a la vena cava inferior, por ello nos
hemos preguntado si es probable que el Plexo Adosado a la Vena Cava Inferior
sea una estructura anatomica capaz de contribuir en igual medida que las
estructuras ganglionares pre-vertebrales que ejercen accién directa sobre las
células luteinicas a nivel de ovario, contribuyendo en la secrecién hormonal. Por lo
tanto, en este estudio se pretende demostrar mediante la caracterizacién neuronal
por medio estudios de histologia y del trazador retrogrado que el Plexo Adosado a

la Vena Cava Inferior es un ganglio segun su constitucion morfomeétrica.

Esta propuesta a la vez nos permitira un mayor conocimiento de las diferentes
vias neuronales que participan en la regulacion de las funciones ovaricas en la
rata, lo cual hara posible establecer si existe relacién en la generacion de estrés
y la aparicion de patologia ovarica, asi como propiciar en el lector algun interés en
relacion a la importancia de mantener la integridad del circuito neuronal hacia el

ovario. Ya que en el area médica por ejemplo, las cirugias a nivel pélvico se
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realizan sin respetar dicha inervacion, lo que podria traer serias consecuencias

postquirdrgicas.
2.4 Hipotesis
2.4.1 Hipotesis alternativa

El plexo adosado a la vena cava inferior estd compuesto por cuerpos neuronales

por lo tanto puede ser considerado como un ganglio.
2.4.2 Hipotesis nula

El plexo adosado a la vena cava inferior no es un ganglio, sino una red de fibras

gue entrecruzan para conformar un plexo nervioso.

2.40bjetivos
2.5.1 Objetivo general

Determinar la red de axones adosados a la vena cava inferior y evaluar la
estructura nerviosa mediante estudios histolégicos y el uso de un trazador

neuronal.

2.5.2 Objetivos especificos

e Describir mediante técnicas de histologia la anatomia macroscopica del
plexo nervioso adosado a la vena cava inferior.

e Realizar una caracterizacion neuronal del plexo adosado a la vena cava
inferior.

e Determinar con la ayuda de un trazador retrogrado neuronal si el plexo

nervioso contiene neuronas posganglionares que inervan al ovario.
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Organizacion de la investigacion




3.2 Definicién de la Muestra

Se utilizaron nueve ratas hembras adultas de la cepa ClIZ-V de tres a cuatro de
meses de edad (200 a 250g); mismas que fueron mantenidas en condiciones
estandar de bioterio a una temperatura de 24 £+ 2 °C y con ciclo controlados de luz-
oscuridad 12:12 horas. Los animales fueron colocados en cajas de acrilico
colectivas 47 x 33 x 20 cm, con camas de aserrin y se les proporcion6é agua y

alimento (Nutricubos Purina) ad libitum.

El protocolo experimental fue aprobado por el comité de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla, para el manejo de los animales de laboratorio,
segun las reglas del Consejo Mexicano sobre el cuidado y uso de los animales
experimentales (NOM-002-200-1999).

3.2.1 Disefio del estudio

El estudio realizado fue de tipo observacional porque el investigador solo identificd
los cuerpos neuronales, descriptivo porque el investigador solo realizé la
descripcion de la ubicacion anatémica del plexo adosado a la vena cava inferior
con base en la identificacién de cuerpos neuronales se logré determinar si se trata

de un ganglio o solo de fibras nerviosas.
3.3 Procedimientos experimentales

Se realizaron dos procesos experimentales el primero para identificar con
estudios de histologia (n=3) el nucleo y los cuerpos neuronales del plexo adosado
a la vena cava inferior; el segundo para mostrar neuronas autonémicas
posganglionares que inervan al ovario mediante trazador retrogrado True Blue
(n=6).

3.3.1 Estudio histoldgico

Tres ratas hembras adultas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (60
mg/kg, IP; Anestesal, Smith Kline, México DF, México). Se realizd una incision en

el area abdominal, se localizé y diseco el plexo adosado a la vena cava inferior
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Usando un microscopio estereoscopico, se realizaron dibujos y se tomaron
fotografias del PAVCI (Figura 8).
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Fig.8 Fotografia tomada a través del microscopio estereoscopico que muestra el plexo adosado a la
vena cava inferior (PAVCI), (VCI) Vena Cava Inferior. En la proyeccion se muestra el plexo adosado a
la vena cava inferior (VCI Vena Cava Inferior, aa: Aorta abdominal).

3.3.2 Colecta del tejido

El tejido nervioso en fresco fue fijado por inmersién en Bolin Douboscq, durante
16 horas. Después se deshidraté (Tabla 1) y embebié en parafina para ser
cortadas con un micrétomo (Leica RM 2135, serie 4) a 7 ym de espesor. Las
secciones seriadas fueron desparafinadas, rehidratadas y tefiidas con Tricromica
de Masson (Tabla 2); para ajustar el error de doble conteo se utilizé la formula de
Abercrombie, (p=Numero de células intervalo correccién (No. de células contadas
X intervalo correccién seccionado / el grosor del corte + el diametro calculado en
cada célula)**. Finalmente con ayuda del microscopio 6ptico, se realizé el conteo

de neuronas.



3.3.3 Neuronas posganglionares que inervan al ovario

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (90 mg/kg) y xilazina (15 mg/kg) via
intraperitoneal (IP). En la region lateral se realiz6 un pequefio corte de piel,
musculo y peritoneo, para exponer el ovario, se inyectaron 3-5 ml de TB en la
bursa ovarica derecha. La aguja permanecio en su lugar por 1-2 minutos después
de la administracién del marcador. Al momento de retirar la aguja se colocé una
gota de sellador para asegurar que el TB permaneciera dentro de la bursa ovarica

y el ovario fue reintroducido a la cavidad. (Figura 9)

Fig.9 Fotografia que muestra el procedimiento de la cirugia.

Después, de 96 horas, las ratas inyectadas con TB fueron anestesiadas con
pentobarbital sédico e inmediatamente se perfundieron transcardialmente con 200
ml de solucién salina heparinizada (0.09%), seguido, por 200 ml de solucion fijador
a temperatura ambiente (paraformaldehido 1% en 0.1 M amortiguador fosfato
(Figura 9). Posteriormente se secciond el plexo nervioso, almacenandose por 24-
48 h en solucion sucrosa a 4 °C (crioproteccion) y fue embebido en un medio de
Tissue-Tek para congelar el plexo nervioso y usando un criostato a -25 °C (Microm
HM SOSN) las secciones fueron cortadas a 20 mpu transversalmente y se
montaron en portaobjetos y secados a temperatura ambiente de 6-24 horas.



Fig.10 Fotografia que muestra ejecucion de perfusion transcardial.
Los cortes se observaron con un microscopio de flourescencia (Olympus BX41),
equipado con un iluminador vertical y un filtro de excitacién de 340-380 nm para
visualizar las neuronas positivas al trazador TB, finalmente se analizé y se midio el

area de los cuerpos neuronales tomando fotografias en un microscopio de UV.

3.4 Definicién de Recursos
3.4.1 Recursos humanos

Para la realizacion del estudio se conto con la participacion de:
Investigador M.C.P. Ana Maria Flores Garcia
Dra. Carolina Moran Raya
Dr. César Feliciano Pastelin Rojas
3.4.2 Recursos financieros

El estudio es parte de un proyecto postdoctoral que esta siendo financiado por
Conacyt (CPR 172023), ProMed (103.S/13/9492) y por proyectos de la
Vicerrectoria (VIEP: MORC-NAT433-1 y64) de la Benemérita Universidad

Autébnoma de Puebla.



3.4.3 Recursos materiales

El estudio se llevé a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Histologia del
Departamento de Biologia y Toxicologia de la Reproduccion del ICUAP de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

e Cuenta con microscopio de epifluorescencia Olympus BX41 equipado con
un iluminador vertical fluorescente y un filtro de excitacion de 340-380 nm.

e Microscopio estereoscopico
e Micrétomo Leica RM 2135, serie 4.

e Criostato Leica CM1850.

Cuenta con todos los reactivos e insumos para la realizacion del estudio.
CAPITULO IV RESULTADOS
4.1 Caracterizacion morfométrica del PAVCI

En el analisis histoldgico se pudo observar que el plexo adosado a la vena cava
inferior esta rodeado por tejido conectivo (Figura 11A), en cuyo interior se pudieron
observar células nucleadas (Figura 11B), con la técnica de Nissl se pudo confirmar
la presencia de cuerpos neuronales en el tejido nervioso estudiado, visualizando el
soma de las células neuronales, lo que nos permitié definir al PAVCI como una

estructura posganglionar (Figuras 12Ay 12B).
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Fig.11A Fotografia al microscopio que muestra el plexo delimitado por tejido conectivo compuesto por un
conglomerado de células neuronales tefidos con tricromica de Masson. Fig.11B Fotografia al microscopio que

muestra cuerpos neuronales tefidos con Tricromica de Masson, * muestran los cuerpos neuronales circulares y
piriformes.
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Fig.12A muestra el plexo delimitado por tejido conectivo compuesto por * cuerpos neuronales vistos con tincién de

Nissl 10x. Figl2B Fotografia al microscopio que muestra * cuerpos neuronales teiidos con técnica de Nissl 60x.



Al respecto se observé que el PAVCI esta compuesto por cuerpos neuronales,

con una media promedia de 2041 +176.72, cuerpos neuronales, de los cuales solo

se seleccionaron al azar 30 células neuronales para tener una muestra

representativa, clasificandose en neuronas chicas con un rango de 131-299 pm? y

grandes con un rango de 301-492 pm?, predominando el tamafio grande. (Figura

13)

También se evalué el area del nucleo de los cuerpos neuronales. El tamafio del

ndcleo de las neuronas chicas tuvo un promedio de 247.06 um?, mientras que el

nicleo de las neuronas grandes tuvo en promedio de 383.48 pm? (Figura 13), por

su parte la forma circular fue predominante mostrando hasta un 53% de cuerpos

neuronales, seguida de la forma piriforme con un porcentaje de 37%. (Figura 14)
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Fig.13 Grafica que muestra el rango de las neuronas chicas y grandes identificadas con técnicas de histologia.
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Fig.14 Muestra grafica de distribucion de la forma de los cuerpos neuronales la forma circular
predominante con un 53%. (Numero de neuronas tomadas al azar.)

4.1.2 Neuronas posganglionares de PAVCI

Una técnica que permite visualizar cuerpos neuronales mediante trazado
retrogrado en el tejido nervioso es el uso de marcadores como lo es el True Blue.
En este estudio con el uso del Trazador retrogrado fluorescente y con microscopio
de fluorescencia, se encontraron un total de 405 neuronas positivas a TB, (Figura
15) las cuales por su tamafo se clasificaron en chicas con un rango 113.168-
350.651 pm?, en medianas con un rango 352.580-636.145 pm? y grandes
643.861-1305.513 pm? (Figura 16), con un area del soma del cuerpo en promedio
de 384.13649 um?+196.32464, observandose en forma eliptica; estas neuronas
positivas a TB son las que se piensa que realmente participan en las funciones

ovéricas.



Fig. 15 Muestra cuerpos neuronales marcados con true blue. Vistos al microscopio de fluorescencia
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Fig. 16 Grafica que muestra el porcentaje y rango del tamafo de las neuronas marcadas con True Blue.

CAPITULO V DISCUSION

Estudios anteriores en roedores en la regiébn anatomica que inerva al ovario se ha
encontrado que las estructuras ganglionares no son las Unicas que participan en
la regulacion neural del ovario, ya que en otras vias posganglionares se han
podido identificar cuerpos neuronales, lo cual nos hace pensar que la estructura
posganglionar estudiada en este trabajo a la que denominamos PAVCI posee
cuerpos neuronales y por lo tanto podria tener similar participacion a la del ganglio
celiaco en la inervacion y funcidon ovarica, sin embargo, segun lo reportado en
estudios previos no se ha logrado definir anatdbmicamente ya que algunos autores
lo mencionan a nivel de la arteria ovarica y estudios en otras especies no refieren

haber encontrado un pequeiio plexo adicional.

En estudios previos llevados a cabo en roedores se ha reportado la presencia de
un pequeio ganglio ubicado a nivel del origen de la arteria ovarica al que se le ha
designado como ganglio ovéarico y en el que se han encontrado pequefias

cantidades de células neuronales posganglionares, en el estudio realizado por




Mcneil y Burden en 1986 lograron identificar alrededor de 12.2+3.4 células
neuronales en ganglio celiaco mientras que en el ganglio pre-aortico caudal
encontraron 11.8+2.6 células neuronales®; en nuestro estudio encontramos la
presencia de un pequefio plexo pero adosado a la vena cava inferior en el que se
corroboro la presencia de un conglomerado de células neuronales con técnicas de
histologia identificando 2041+176.72, mientras que con el uso de trazador
neuronal se lograron cuantificar 405 cuerpos neuronales positivos al marcador
neuronal, por lo que se deduce que este plexo es un ganglio que podria tener igual
participacion a la del ganglio celiaco en la inervacion y funcion ovérica, pudiendo
decir que se trata del ganglio mesentérico superior por la ubicacion anatdmica.
Similar a lo reportado por Moran, et al?, en donde utilizando ratas hembras adultas
de la cepa ClIZ-V se identificaron cuerpos neuronales positivos a TB en el
complejo ganglio celiaco-mesentérico superior, asi como en un pequefio ganglio
localizado en el angulo entre la arteria renal y la aorta, en dicho estudio se inyecto
el trazador en el ovario derecho, pudieron observar solo en el ganglio prevertebral
celiaco-mesentérico del mismo lado células neuronales, mientras que cuando se
inyecto trazador en el ovario izquierdo se logré identificar células neuronales en el
complejo ganglio celiaco mesentérico superior bilateral. Sin embargo, cuando el
trazador fue inyectado en ovario derecho o izquierdo en dia proestro y sacrificando
después de 2 ciclos estrales consecutivos, en el dia estro, los animales inyectados
en el ovario izquierdo mostraron un mas alto nimero de células neuronales que
los animales inyectados en ovario derecho (65 + 3.1 vs 38 £ 4.7, p < 0.05
Student’s t test). Cuando los animales se inyectaron con true blue en la bursa
ovarica del ovario derecho e izquierdo en cada dia del ciclo estral y sacrificadas en
el siguiente ciclo de cada dia del ciclo estral en el mismo dia del tratamiento, el
namero de neuronas positivas al marcador en el ganglio celiaco-mesenterico
superior vario de acuerdo al ovario inyectado y al dia del ciclo estral en que se
inyecto el trazador neuronal®. En nuestro estudio no se tomé en cuenta el dia del
ciclo estral en el que se inyecto el trazador neuronal, ya que Unicamente nos
interesaba saber si el pequefio plexo tenia cuerpos neuronales para poder

clasificarlo como un ganglio.
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Harmer y Santer?! por su parte reportaron el estudio realizado en ratas Wistar en
donde describen que el origen del complejo ganglio celiaco-mesentérico superior
(GCMS) se encuentra a nivel de la arteria celiaca y la arteria mesentérica superior,
a la altura de las vértebras T13 y L1, entre las 2 glandulas suprarrenales y mas
arriba del rifidn izquierdo y el tercio medio del rifién derecho. EI GCMS derecho lo
observaron parcialmente cubierto por la cabeza del pancreas, y sobre-encimado
por la vena cava inferior. Nuestros resultados sugieren que la ubicacion anatomica
de la estructura estudiada en este trabajo podria corresponder al ganglio
mesentérico superior. Por lo tanto, podemos decir que existe discrepancia en
cuanto a la ubicacion anatémica que ha sido descrita con anterioridad del ganglio
celiaco y el ganglio mesentérico superior a diferencia de lo encontrado en este
trabajo, el ganglio mesentérico superior lo ubicamos adosado a la vena cava
inferior.

Sin embargo estudios en otras especies como en el cadaveres humanos Ming et
al*? han descrito, la anatomia del ganglio celiaco tanto derecho como izquierdo. El
GC izquierdo lo sefalan enfrente de la crura diafragmatica, medial a la glandula
adrenal izquierda y arteria mesentérica superior, mientras que el derecho lo
refieren a la altura del angulo superior en la entrada de la vena renal izquierda,
rinidn derecho, crura diafragmatica derecha, en direccion hacia la vena cava

inferior y arteria mesentérica superior.

En rata al l6bulo que sobresale a la arteria mesentérica superior, se le ha llamado
ganglio mesentérico superior?!, pero en el presente trabajo y de datos aun no
publicados del grupo, evidenciamos que no es un ganglio independiente, sino solo

parte del celiaco izquierdo®.

Estudios en perros domeésticos hembras y machos se diseco el ganglio caudal
mesentérico (GCM), en el 80% de los casos se localizé a nivel del segmento inicial
de la arteria mesentérica caudal, pero en el 20% de los casos el ganglio se ubico

en la superficie ventral de la misma arteria.

|16

Por su parte en el trabajo realizado por Coppi Maciel, et al™, utilizaron la

coloracion tricromica de Masson, en ganglios celiaco-mesentéricos de gatos
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domésticos. Logrando identificar ganglios celiaco-mesentericos constituidos por
cuerpos neuronales localizados entre la arteria celiaca y mesentérica craneal. En
nuestro estudio utilizamos la técnica con tricromica de Masson para identificar
células neuronales en el PAVCI, lo que nos permitio definirlo como una estructura

ganglionar.

En otro estudio utilizando tupaia glis de ambos sexos, también reportan la
anatomia del complejo del ganglio celiaco los autores lo describen asociado a la
arteria celiaca y a la arteria mesentérica superior, ambas arterias renales y
glandulas adrenales, la forma del ganglio celiaco se describe en forma oval
identificando al ganglio izquierdo mas grande que el derecho’. Sin embargo en
todos estos estudios reportados en otras especies no se reporta la presencia de

un ganglio adicional.

Con respecto a la inervaciéon ovérica hay evidencia en estudios en roedores que
demuestran que el ovario de mamiferos esta bajo la influencia directa de factores
neurales, ya que ademas de las fibras nerviosas del plexo ovarico ha sido descrita
la via adicional del nervio ovérico superior y se ha demostrado que ambas vias
provienen del complejo ganglionar celiaco-mesentérico®. En nuestro estudio se
refuerza esta evidencia ya que se encontraron neuronas en fibras posganglionares

simpaticas.

Por otra parte, se sabe que el sistema nervioso autbnomo es importante en la
regulacion de conductas, por lo que la respuesta bajo situaciones de estrés es alta
y por lo tanto podria decirse que hay una relacion entre la activacion del sistema
nervioso simpatico con trastornos metabdlicos; pudiendo considerar que esta
activacion juega un papel importante en la patogénesis ovarica, ya sea a nivel de

ovario como de 6rganos pélvicos en general®.

Se han obtenido pruebas de que cuando hay una hiperactivacion de nervios que
llegan al ovario, se genera el desarrollo de ovario poliquistico de la rata. En este
sentido se ha probado que el estrés puede activar los nervios simpaticos que

pueden inducir cambios en el desarrollo folicular y formacion de quistes. Segun

29



estudios realizados en ratas y hamsters, se ha mostrado que grandes foliculos
ovulan en respuesta a una oleada de hormona luteinizante, en estos roedores se
mantuvo un cronico frio intermitente durante 3 y 11 semanas lo que indujo un
incremento en la actividad nerviosa simpatica del ovario, lo que sugiere que el
estrés cronico es capaz de generar cambios en el desarrollo folicular y la aparicion

de estructuras prequisticas en el ovario®.

Por otra parte el estrés segun Cannon, se podria entender como una respuesta
adaptativa fisiologica a estimulos emocionales o fisicos a los que el organismo se
puede exponer ya sean reales o fisicos, que originan una activacion del sistema
nervioso simpatico. Por lo que en este trabajo se pretende establecer una relacion
entre la generacion de estrés fisico y la estimulacion del sistema nervioso

auténomo?.

Por otra parte la integridad de las vias que inervan al ovario es fundamental en el
control y secrecion hormonal ya que como se sabe los ovarios reciben informacién
neural principalmente a través del NOS, del NPO y del nervio vago; segun lo
demostrado en el estudio de Morales-Ledesma, et al®®, utilizando ratas hembras
pre-puberes, la seccion unilateral del nervio ovarico superior en el sindrome de
ovario poliquistico depende de modificaciones en otros mecanismo neurales que
regulan las funciones ovéricas, ya que se demuestra una disminucion de la
ovulacién espontanea por la denervacion ovarica pero ademas hay alteraciones en
la secrecion de hormona foliculo estimulante luteinizante y de norepinefrina a nivel
ovarico. Es por lo que este trabajo pretende despertar interés en los posibles
usuarios del conocimiento de respetar la inervacion no solo ovarica, sino también
de otros 6rganos peélvicos sobre todo en el caso de las cirugias que se realizan a
nivel pélvico, entre las que podemos mencionar la realizacion de obstruccion
tubarica bilateral, miomectomia u ooforectomia e incluso las mismas ceséreas, en
las que se seccionan nervios importantes que en determinado momento podrian
traer consecuencias como dolor postquirdrgico intenso, dismenorrea, alteraciones

en el ciclo ovulatorio y por ende problemas de infertilidad.
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4.2 Conclusion

Nuestros resultados sugieren gque la estructura estudiada puede considerarse un
ganglio ya que esta delimitada por tejido conectivo y contiene un conglomerado de
células nerviosas, en este sentido la ubicacion anatomica de dicha estructura
podria corresponder al ganglio mesentérico superior. Por lo tanto podemos decir
gue existe discrepancia en cuanto a la ubicacion anatémica que ha sido descrita
con anterioridad del ganglio celiaco y el ganglio mesentérico superior ya que como
se ha visto se ha descrito incluso a nivel del origen de la arteria renal y ovarica,
ademas el ganglio celiaco izquierdo ha sido situado sobre el lado lateral de la
arteria celiaca y la arteria mesentérica superior, mientras que el ganglio celiaco
derecho lo describen localizado detras de la vena cava inferior; a diferencia de lo
encontrado en este trabajo la estructura anatomica estudiada podria corresponder
al ganglio mesentérico superior ubicandose adosado a la vena cava inferior y
ademas se deduce que podria contribuir a la funciones del nervio ovarico. Por otra
parte se puede concluir que del total de las neuronas identificadas con estudios de
histologia llevados a cabo en este trabajo 2041 cuerpos neuronales, solo 405
células neuronales marcadas con el trazador fluorescente son las que realmente

participan en las funciones ovaricas.
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Anexo 1 TABLAS

Tabla 1 Técnicas de Deshidratacion

Deshidratacion
I R

(B Alcohol 70% 15 min
R
<P Alcohol 96% 15 min
R L
5) Alcohol 96% 15 min
7 Alcohol 100% 15 min
Alcohol - Xilol 15 min

10 PR R
- Xilol 15 min
12 R L

- Parafina 2 60 min



Tabla 2. Tincion TricrdOmica de Masson

Tinciéon Tricrémica de Masson

Reactivo Tiempo

Desparafinar

- Xileno

1
2 Xileno 5 min

Xileno: Etanol 5 min

Hidratacion

Etanol 100% 5 min

5 Etanol 100% 5 min

5 min

Etanol 96% 3 min
Etanol 80% 3 min
Etanol 60% 3 min
Agua destilada 3 min

Mordente

Fijador Bodiin 12 hrs
Agua corriente 15-20 min
Hematoxilina de Weigert 12 min
Agua corriente 40 seg
Agua destilada 40 seg

Azulamiento

Amoniaco 1% 3 min
16 Agua corriente 40 seg
7 BiebrichScarlet- Fushina acida 5 min

Agua corriente 40 seg

Contraste

) Ac. Fosfomolibdico- Ag. Fosfotunstico 5 min
0] Azul de anilina 4 min
Ac. Acético Glacial 1% 3 min



Agua corriente
Deshidratacion
- Etanol 96%
- Etanol 96%

25 Etanol 100%
6 Etanol 100%

7 Etanol : Xileno
28 Xileno
29 Xileno

Montaje

Citoseal TM 60

40 seg

40 seg
30 seg
30 seg
30 seg
10 seg
10 seg
10 seg



Tabla 3. Tincién de Nissl

Tinciéon de Nissl

Reactivo

Desparafinar

- Xileno

1
2 Xileno
3 Xileno: Etanol 5 min

Hidratacion

Etanol 100% 5 min

5 Etanol 100% 5 min

Etanol 96% 3 min
Etanol 80% 3 min
Etanol 60% 3 min
Violeta de crésilo 40 min
10 Agua corriente 40 seg

Deshidratacion

11 Agua destilada
2 Etanol 96% 40 seg

Etanol 96% 30 seg

Etanol 100% 30 seg

Etanol 100% 30 seg

6 Etanol : Xileno 10 seg
17 Xileno 10 seg
18 Xileno 10 seg

Montaje

Entellan



Anexo 2
Antecedentes de técnicas de histologia

El conocimiento de las técnicas histoldgicas para la conservacion y la visualizacion
de los tejidos se remonta al siglo XVI, con el uso de lentes simples aunado al
advenimiento del microscopio como auxiliares para el estudio de detalles finos y

texturas de tejidos de 6rganos de diferentes especies?’.

De igual forma, se inici6 el empleo de técnicas de tincion y fijacidbn para
conservacion de tejidos, en 1714 Leeuwenhoek empled por primera vez una
solucién alcohdlica de azafran para tefiir cortes de musculo; mas tarde se
empezaron a usar otras técnicas como la tincion del tejido 6seo con rubia y
posteriormente la inyeccion vascular con masas coloreadas para muestras de

vegetales?’.

En el siglo XIX se aplicaron las siguientes técnicas: en 1838 Gottfried utilizd por
primera vez el carmin y el indigo en sus investigaciones sobre infusorios; sin
embargo estas técnicas distaban de ser ideales, ya que no eran adecuadas para
conservar los tejidos, por lo que se empezaron a aplicar técnicas de fijacién
mediante desecacion con alcohol sublimado, acido crémico y nitrato de plata; mas
adelante en 1860 Daniel V. Recklinghausen introdujo la impregnacion argéntica
como método histolégico de observacion, pero es hasta 1863 cuando Wilhelm
Waldeyer empleé la fuscina y ensayo del tefiido de las fibras nerviosas con
extracto de palo de Campeche (hematoxilina), endureciendo al mismo tiempo los
especimenes mediante congelacion, inclusiéon en parafina, celoidina, gelatina entre
otros; en 1873 Camilo Golgi recomendé por primera vez el método de
impregnacion argéntica para las investigaciones del sistema nervioso central y
periférico. También la combinacion de hematoxilina—eosina fue utilizada por Carl
David Wilhem Busch en 1877, siendo desde entonces la técnica mas usada. Por
otra parte en 1885 se di0 a conocer la hematoxilina de Delafield. En 1886 Paul
Ehrlich descubrié la hematoxilina acida y en 1892 fue publicado el modo de

aplicacion de la hematoxilina férrica de Martin Heidenhain. Asi empezé en esta
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época la mejora de técnicas de tefiido mediante nuevas combinaciones, surgiendo
las coloraciones triples o tricrbmicas con hematoxilina, fucsina &cida y &cido

picrico®’. 27

Asi también se inici6 el perfeccionamiento de cortes delgados siendo el
micrétomo uno de los instrumentos mas antiguos como el construido por George
Adams en 1770, agregandose posteriormente microtomos que endurecen los
tejidos con nieve carbdnica o mediante dispositivos eléctricos que permiten cortes

delicados?’. 27
Técnicas de histologia para tincidn de tejido nervioso

Tinciones tricrémicas son tintes nucleares, coldgenos y citoplasmicos como &cido
fosfotingstico o fosfomolibdico, su creacién se le atribuye a Mallory, pero fue
modificada posteriormente por Masson, utilizando azul de anilina. Generalmente
estas tinciones se utilizan para tincion de tejido conectivo, musculo y fibras
colagenas, para intensificar la coloracion final, los cortes de tejido deben ser

tratados con solucion de Bouin®®. 28

Por su parte, la Tincion de Nissl consiste en el empleo del violeta de cresilo
(acetato), un colorante acidofilo perteneciente al grupo de colorantes de oxazina,
se usa para la tincion del nucleo celular al cual tifie de color azul, y al reticulo
endoplasmatico rugoso para visualizar cuerpos de Nissl tifiéndolos en color
violeta; por lo tanto, se emplea para las tinciones del sistema nervioso central en
donde se pueden tefiir las neuronas presentes en el tejido, obteniéndose

informacion sobre el tamafio y afinidad tentorial de los somas neuronales®. 29

Por ultimo, se describe el marcaje fluorescenteTrue blue. El uso de trazador
retrogrado de conexiones neuronales inicio en 1979 con los estudios de Kuypers 'y
colaboradores®®. 30 Una técnica que permite visualizar cuerpos neuronales
mediante degeneracion retrograda. La direccion preferencial se basa en el
transporte axonal; se han desarrollada varios marcadores neuronales anterogrado

y retrégrados, a estos marcadores con el paso del tiempo se han agregado
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colorantes fluorescentes que dan la oportunidad de marcar multiples conexiones

nerviosas®. 31
Anexo 3
Técnicas de fijacion de tejido.

Existen diversos métodos de fijacion entre ellos la perfusion transcardial y la de
inmersion simple, siendo la perfusion el estdndar de oro sobre todo para estudios
de tejido neural. La perfusion transcardial la cual utiliza la vasculatura para
alcanzar la entrega sistémica de fijaciébn en el animal vivo. En esta técnica el
animal es anestesiado, se abre la pared toracica y se expone el corazon latiendo.
Una aguja es insertada en el ventriculo izquierdo con el fin de bombear el fijador
hacia el circuito sistémico. El tejido de interés es luego colocado en un bafio
fijador. Este método tiene ciertas desventajas entre ellas el tiempo intensivo
requiriendo altos volimenes de fijador, algunos de los cuales son sospechosos
carcinégenos, por lo que el animal necesita ser sacrificado al tiempo en que se
recolecta el tejido. Una de las razones por las que se usa este tipo de fijacion

perfusidén es porgue minimiza la anoxia y evita el dafio mecanico del tejido.

Sin embargo, segtn lo demostrado en el estudio de Kasukurthi, et al®®, 32en el
cual se utilizaron 18 ratas macho Lewis para recolectar el nervio ciatico, se usaron
dos técnicas de fijacion por inmersion simple y perfusion transcardial con
glutaraldehido y paraformaldehido, los resultados no mostraron diferencias

significativas entre los métodos de fijacion.

En nuestro estudio previa inyeccién del trazador retrégrado en la bursa ovarica, se
opté por realizar la perfusion transcardial con paraformaldehido 1% en 0.1 M
amortiguador fosfato, pH 7.4, ya que en estudios anteriores (referencia adra
Carolina Moran) *° se ha demostrado que es una adecuada técnica de fijacion

para estudios de tejido neural.
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Anexo 4

Presentacion de cartel en 56 Congreso Nacional de Ciencias Fisiolégicas

congreso
nacional
de ciencias
fisiolégicas




@ Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiologicas
SMCF

C-148 Fibras posganglionares del ganglio celiaco que inervan érga-
nos abdominales de la rata hembra

Pastelin RC (1), Mufioz SM (2), Téllez DY (2), Flores GA (2), Rosas MN (1), Handal SA (2),
Moran RC (2). (1) Posgrado en Ciencias Quimicas, Facultad de Ciencias Quimicas-Instituto
de Ciencias, BUAP,(2) Departamento de Biologia y Toxicologia de la Reproduccién del ICUAP-
BUAP.

El principal componente de la inervacion de los érganos abdominales esté constituido por neu-
ronas posganglionares del ganglio celiaco (GC). En la rata hembra, se han realizado numerosos
estudios morfométricos para comprender la anatomia y fisiologia del GC. Sin embargo, existen
pocos trabajos anatémicos que detallen los 6rganos blanco que son inervados por dicho gan-
glio. Por otra parte, se ha descrito que los axones que inervan a las génadas provienen del GC e
inervan a los ovarios. El objetivo del presente estudio fue describir la organizacién anatémica
del GC asf como las ramas que inervan los ovarios; ademas de caracterizar al plexo adosado a la
vena cava inferior. Se utilizaron 20 ratas de 3 meses de edad de la cepa CIIZV las cuales fueron
anestesiadas. El ganglio celiaco y sus ramas fueron disecados. El plexo nervioso fue corroborado
por técn icas histolégicas. Los resultados muestran que el GC es bilateral. Las porciones derecha
e izquierda se localizan entre la arteria celiaca y la arteria mesentérica superior. El GC derecho
presenta variaciones en su forma y de él emergen seis ramas, la primera corre ventral a la aorta
y se une al ganglio suprarrenal, otra de las rama corre por encima de la arteria celiaca y se co-
necta al GC izquierdo. El GC izquierdo presenta cinco ramas: Una de sus ramas corre caudal a la
vena cava inferior y detras de la vena renal izquierda, alcanzando a un pequefio plexo nervioso
adosado a la vena cava inferior, de este plexo emerge la inervacion de los ovarios. Los estudios
histolégicos muestran que dicho plexo estd formado por fibras y posee un conglomerado de cé-
lulas nucleadas con cuerpos esféricos, ovoides o piriformes, visualizandose cuerpos de Nissl, lo
que sugiere que el engrosamiento celular si cont iene células nerviosas y es un ganglio.
Nuestros resultados sugieren que el ganglio celiaco en la rata hembra es asimétrico y sélo el
lado derecho varia su forma. Por otra parte, el nervio del plexo ovarico emerge del ganglio au-
tonémico simpatico adosado a la vena cava inferior, cuyas neuronas posganglionares podrian
contribuir al control de las funciones del ovario.
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Anexo 5
Abreviaturas
AMS: Arteria Mesentérica Superior
CGRP: Calcitonin Generelated Peptide
GC: Ganglio celiaco
GCM: Ganglio Caudal Mesentérico
GCMS: Ganglio Celiaco Mesentérico Superior
GPC: Ganglio Preadrtico Caudal
NOS: Nervio Ovarico Superior
NPO: Nervio del Plexo ovarico
PAVCI. Plexo Adosado a la Vena Cava Inferior
SNA: Sistema nervioso autbnomo
SP: Sustancia P

T B: True Blue
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