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. RESUMEN

El objetivo del presente estudios fue analizar y describir con detalle la organizacion
anatomica y la conexion de los nervios ovaricos con los ganglios paravertebrales en la
rata hembra. Para ello sé realizaron estudios anatémicos y neuroanatomicos en ratas
hembras adultas (3-5 meses de edad), de la cepa CIlIZ-V. En el estudio anatomico los
animales fueron anestesiados con uretano para su posterior analisis morfolégico con
ayuda de un microscopio estereoscopico. Para determinar la conexion neuronal, las
ratas fueron anestesiadas con ketamina/xilazina via intraperitoneal e inyectadas con 3
ml de trazador retrégrado fluorescente True Blue (TB) en la bursa ovérica derecha.
Siete dias después de la cirugia las ratas fueron sacrificadas y perfundidas; e
inmediatamente se colectdé el tejido ganglionar simpético; luego, se proceso
histologicamente, para su analisis con un microscopio de epifluorencia. La diseccion
del nervio ovarico superior y del nervio del plexo ovarico se observé que convergen en
el ganglio suprarrenal. En la region posterior del ganglio suprarrenal emergen algunas
fibras simpaticas quienes conformar el nervio esplacnico mayor que corre hacia la zona
lumbar (anterolateral a los cuerpos de las vértebras lumbares) para conectar con el
tronco del segundo ganglio lumbar de la cadena simpatica. El segundo ganglio lumbar
tiene forma de huso y es muy prominente (15 mm de largo por 0.9 mm ancho)
comparado con los restantes ganglios lumbares que conforman a la cadena simpatica.
Con respecto al marcador neuronal se observd marca a positiva a TB en el ganglio
suprarrenal lateral y contralateral. Con estos hallazgos podemos concluir que en la rata
hembra la comunicacion simpatica a los ovarios es especificamente via el segundo
ganglio lumbar de la cadena simpatica con el ganglio suprarrenal; del cual emergen

fibras posganglionares que se distribuyen a través de los nervios ovaricos.



1. INTRODUCCION

2.1 SISTEMA NERVIOSO DE LA RATA

El sistema nervioso (SN) con base en su conformacion anatomica externa se divide en
sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP). El SNC esta
compuesto por el encéfalo o cerebro y por la médula espinal. El cerebro se halla
alojado en la béveda craneana y la médula espinal esta en la estructura 6sea de la
espina dorsal. EI SNP esta constituido por los nervios espinales y craneales que

inervan las distintas partes del cuerpo y de la cara (Romero, 2000).

Desde el punto de vista funcional, el SN se divide en sistema nervioso somatico (SNS)
que controla los musculos estriados de los miembros y recibe estimulos de la piel y la
mucosa. El sistema nervioso autbnomo (SNA) que controla los musculos de las

visceras, vasos sanguineos y glandulas (Furness, 2015; Figura 1).
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Figura 1. Descripcién del sistema simpatico y parasimpatico. Las fibras nerviosas que se originan en el
sistema nervioso central corresponden a las fibras preganglionares, posteriormente se unen a neuronas
posganglionares que se encuentran en el sistema nervioso periférico, las cuales inervan a los 6rganos

blanco. Tomado de Furness, 2015.



El SNA esta organizado en grupos de ganglios simpaticos y parasimpaticos que
pueden subdividirse esquematicamente en cuatro grupos: paravertebrales,
prevertebrales, paraviscerales e intramurales. Los ganglios paravertebrales estan
conectados entre si y forman dos cadenas ganglionares también llamadas cadenas
simpaticas, que se encuentran a ambos lados de la columna vertebral y estan
conectadas a los nervios espinales. Los ganglios prevertebrales estan conectados el
uno al otro por la aorta abdominal y forman un plexo (el plexo abdominal, que incluye
los ganglios celiaco y mesentérico superior; Gabella, 2004 y Furness, 2015). Los
ganglios paraviscerales estan en la proximidad de algunas visceras; los grupos
principales se encuentran en el plexo cardiaco y en el plexo pélvico, y otros mas
pequefios son los ganglios en un plexo cerca de la traquea y los bronquios. Por altimo,
los ganglios intramurales, se encuentran dentro de la pared del tracto gastrointestinal

y de las vias biliares (Gabella, 2004; Figura 2).
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2.2 CADENA SIMPATICA GANGLIONAR

Los ganglios paravertebrales o ganglios de la cadena simpatica en la rata se ajustan
a la disposicién de otros mamiferos (De Lemos y Pick, 1966; Hedger y Wbber, 1976 y
Bardn y cols., 1988). Cada cadena de ganglios se extiende desde el ganglio cervical
superior, que estéa situado cerca de la bifurcacién de la arteria carétida comun, hasta
el nivel sacro de la columna vertebral (Figura 3). En la cadena simpética hay dos
ganglios evidentes a cada lado en el cuello, el ganglio cervical superior (grande), y el
ganglio cervical inferior (pequefio) que se encuentra cerca y, a veces, se fusiona con
el ganglio estrellado (ganglio toracico superior) (Hedger y Webber, 1976; Suzuki y
Hardebo, 1991, Hardebo y cols., 1992, Purves y cols., 1986). A veces esta presente
un pequeiio ganglio cervical medio. El ganglio carotideo interno se encuentra rostral al

ganglio cervical superior, en el trayecto el nervio carotideo en la rata (Figura 3).

El ganglio estrellado se encuentra ventral a la primera y segunda costilla y puede
considerarse una fusibn de los ganglios toracicos primero y segundo (y
ocasionalmente tercero). En el resto del térax en la rata suele haber un ganglio
adyacente a cada costilla; toracico 3 (T3) a toracico 13 (T13) (Furnnes, 2015). La
cadena contindia hacia la region pélvica, ventrolateral a la columna sacra y dorsal a la
arteria caudal, donde hay de 3 a 4 pequefios ganglios a cada lado. Las cadenas a
veces se fusionan en el sacro, donde hay un pequefio ganglio en la linea media, el
ganglio impar (ganglio coccigeo), que proporciona inervacion a la cola de la rata (De
Lemos y Pick, 1966). Las cadenas simpaticas en la regién lumbar constan de 5 a 6

ganglios a cada lado (Barén y cols., 1988; Sittiracha y McLachlan, 1986; Figura 3).
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Figura 3. llustracion de la cadena simpatica ganglionar en la rata.



2.3 INERVACION DEL OVARIO

Las funciones de los ovarios son reguladas por las hormonas del eje hipotalamo-
hipofisis y por el sistema nervioso autbnomo (Burden y cols.,1983; Burden y Lawrence,
1980).

La inervacion del ovario incluye componentes somaticos (sensorial y motor) y
autonémicos (simpatico y parasimpatica) que llegan a los ovarios por medio del nervio
ovarico superior y del nervio plexo ovarico (Baljet y Drukker, 1979). Las fibras de estos
nervios se consideran de tipo catecolaminérgico, aunque también poseen fibras

inmunorreactivas a diversos péptidos (Aguado, 2002).

El nervio ovérico superior (NOS): En la rata es una rama que emergen del ganglio suprarrenal
(Pastelin y cols., 2023), sus cuerpos celulares preganglionares se encuentran en los segmentos
toracicos 7 (T7) a lumbar 3 (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 Gltima costilla (Klein y Burden, 1988; Burden y Lawrence, 1980; Pastelin y
cols., 2023). El NOS inerva vasos sanguineos, al ovario (células de la glandula intersticial y
células de la teca interna), al oviducto y caudalmente a la musculatura del Gtero. Ademas, se
considera la principal via relacionada con la esteroidogénesis ovarica (Burden y Lawrence,
1980; Burden y cols.,1983).

El nervio del plexo ovarico (NPO): Es una rama del plexo aortico-renal, esta formado
por axones adreneérgicos, embebidos en una matriz de coladgeno que reviste a la arteria
y vena ovarica; es decir acomparia a la arteria ovarica (Baljet y Drukker, 1979). Muchos
de los paquetes de fibras nerviosas que se encuentran en este plexo derivan del
ganglio plexo renal, cerca del origen de la arteria ovarica (Lawrence y Burden, 1980).
Cuando se describe el NPO izquierdo es correcta esta descripcion, ya que el NPO
derecho sus fibras emergen del ganglio mesentérico superior (GMS) para viajar lateral
entre la arteria y vena ovarica (Pastelin y cols., 2017). EI NPO 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 las fibras que inervan los oviductos
corresponden al segmento toracico 11 (T11), segmento toracico 12 (T12) y el
segmento lumbar 1 (L1; Baljet y Drukker, 1979; Lawrence y Burden,1980). Este nervio
proyecta sus fibras principalmente a la vascularidad del ovario (Klein y Burden, 1988;

Lawrence y Burden, 1980; Figura 4).
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Figura. 4. Esquema anatomico de los nervios ovaricos. Donde se ilustra en lineas remarcadas en
negrito la inervacion del ovario por el nervio ovarico superior y nervio del plexo ovarico; asi como, el

ganglio celiaco donde convergen ambos nervios en la rata hembra (Lawrence y Burden, 1980).

Por otra parte, el ovario recibe inervacion parasimpética proveniente del nervio vago
(Figura 5). Estudios donde utilizan trazador retrégrado, muestran que el soma de las
neuronas cuyos nervios inervan al ovario y provienen del nervio vago y se localizan en
el ganglio nodoso, lo que permite sugerir que parte de los nervios ovaricos,

especialmente los parasimpaticos, son de naturaleza sensorial (Burden y cols., 1983).



ganglios de la
cadena simpdtica

nervio csplicnico
mayor zquicrdo

ganglio
suprarrenal
uquicrds &

adrenal
izquierda

adrenal
derecha

ganglio celiaco
izquierdo

rifién izquierdo
rifién derecho

arteria renal
quicrda

Figura 5. Inervacion del plexo nervioso abdominal a través del nervio vago. Antes de tocar a los 6rganos
diana, las fibras del nervio vago hacen sinapsis en ganglios que se encuentran en el sistema nervioso
periférico, como los ganglios suprarrenales, ganglios celiacos, ganglio mesentérico superior y ganglio
mesentérico inferior. Tomado y modificado de Berthoud y Powley, 1993.

24 SISTEMA REPRODUCTOR DE LA RATA HEMBRA

El sistema reproductor de la rata se compone de dos ovarios y el tracto genital. El
tracto genital incluye los oviductos, utero, cuello uterino y vagina (Figura 6). El ovario
se origina en los conductos mullerianos, que comienza con el ostium del oviducto. En
la rata el ostium forma una capsula completa llamada bolsa ovéarica o bursa, que
envuelve el ovario. Los oviductos son tubos pequefios altamente flexibles. El Gtero se
compone de dos cuernos uterinos separados, o que permite que la rata posea multiple
descendencia. La vagina de la rata se abre directamente al exterior (Hamid y Zakaria
2013; Figura 6).



Figura 6. llustracién del aparato urogenital de la rata hembra. Tomado y modificado de Kwiwcien, 2015.

2.5 OvARIOS

Los ovarios son Organos pares, se localizan es en el espacio parietomesocolénico
(ovario izquierdo) y parietomesoduodenal (ovario derecho), en relacién al polo caudal
de los rifiones (Figura 7 A). Cada ovario esta fijado a la superficie posterior del
ligamento ancho del Gtero por un pliegue peritoneal llamado mesovario y a la pared
pélvica por el ligamento suspensorio (Figura 7 A); ademas, el ovario esta rodeado por
el mesoovario conformando la bolsa ovarica la cual presenta una abertura en forma de
hendidura en la porcion medial, la bolsa ovarica en general esta provista de grasa en
mayor o menor medida (Ross y Pawlina, 2008).

EL ovario esta recubierto por un epitelio liso de células cubicas. Esta constituido por
una porcion interna o corteza y una interna o médula. En la primera de ellas se
distingue un estroma inespecifico (tejido conjuntivo) y el denominado aparato folicular
(Foliculos; Matorras y cols., 2022). La médula esta situada en el centro del ovario y
contiene tejido conjuntivo laxo, un conjunto de vasos sanguineos, vasos linfaticos y
nervios (Ross y Pawlina, 2008). Los ovarios reciben irrigacion de las arterias ovéricas
y de las uterinas, las ramas de las arterias ovaricas entran al ovario a través del hilio

(Hernandez y cols., 1999; Figura 7B).



Figura 7. Anatomia de la regién ovarica. A. Aparato reproductor de la rata. B. llustracién de el ovario en
la rata donde se observa las fases del desarrollo folicular hasta la ovulacidon. RD, rifiébn derecho; RI,
rifién izquierdo; OD, ovario derecho; Ol, ovario izquierdo; CU, cerno uterino; FU, fondo uterino; LSO,

ligamento suspensorio ovarico.

Los ovarios realizan dos funciones; liberacion de ovocitos capaces de ser fecundados,
y secrecidon de hormonas, las cuales son reguladas por sefiales neuroendocrinas que
se originan en el hipotalamo y la hipdfisis (Gerendai y cols., 2007). En la etapa fértil las
hembras se caracteriza por cambios periddicos en la secrecion de hormonas
secretadas por la hipdfisis y los ovarios que resulta en el crecimiento, la maduracion y
la liberacion de ovocitos fértiles como cambios en la conducta sexual que asegura la
maxima receptividad de las hembras durante la etapa ovulatoria (Crisp, 1992). El ciclo
hormonal (hipofisiario y ovarico) esta estrechamente relacionado con los cambios en
el epitelio del tracto reproductivo. Los cambios epiteliales en las distintas fases indican
el pronunciado efecto de los estrégenos sobre la mucosa vaginal, dejando ver que es
menor el efecto de la progesterona (Hilier, 2001). Estas conductas ritmicas que
presenta las hembras se le llama ciclo estral. El ciclo estral de la rata es de 4 — 6 dias,
la pared vaginal sufre cambios ciclicos que corresponden con los cambios del ciclo del
endometrio, estos cambios se hallan bajo la influencia de las hormonas ovaricas, por
lo que las fases del ciclo estral pueden identificarse a través de las células descamadas
obtenidas de la vagina, en un frotis o citologia vaginal (Freeman, 1988; Kilen y
Schwartz, 1999).



. ANTECEDENTES

3.1 ANATOMICOS

En ratas albinas adultas (Mus norvericus albinus) de ambos sexos se llevé a cabo un
estudio anatémico microscoépico del tronco cervical simpatico y de sus ganglios. Se
observé que el ganglio cervical superior tiene forma de huso, de unos 5 mm de longitud
(a menudo con una constriccion en el medio) y se encuentra dorsal a la bifurcacion de
la arteria car6tida comun y superficial al musculo largo de la cabeza (Musculus longus
capitis). Entre sus fibras posganglionares, una rama carétida emerge del polo craneal
del ganglio y sigue la arteria carétida interna, y otras ramas mas pequefias forman un
plexo alrededor de la arteria carétida externa. Otras ramas (ramus) constantes pueden
ser rastreadas hasta el cuerpo carotideo, los nervios craneales 9-12 y los nervios
cervicales 1-4. El ganglio estrellado consiste del ganglio cervical inferior y los primeros
dos o tres ganglios toracicos fusionados, se localizan a nivel de primeras dos vértebras
toracicas, en el lado derecho medial a la arteria innominada. Las ramas del ganglio
estrellado se unen a los nervios craneales toracicos espinales inferiores y superior. La
cadena simpética es una estructura simeétrica bilateral que se extiende desde la base
del craneo hasta el sacro (Gabella, 2004). En el cuello, la cadena simpética cervical se
localiza dorsal al nervio vago y la arteria cardtida comun (Hedger y Webber 1976,
Figura 8) y ventral a la apodfisis transversa de las vértebras y los musculos
prevertebrales (Gabella, 2004). La cadena tiene en este nivel dos ganglios cervicales,
el ganglio cervical superior, y el ganglio cervical inferior (0 ganglio estrellado, que
incluye los ganglios simpaticos toracicos superiores); a veces se encuentra un

pequeiio ganglio cervical intermedio (Hedger y Webber, 1976; Baljet y Drukker, 1979)

En el torax, las cadenas simpaticas se encuentran ventral a la cabeza de las costillas
y dorsal a la pleura pariental. Cada cadena estd formada por unos 10 ganglios
(incluidos los que estan fusionados entre si). El ganglio mas caudal se encuentra frente
al décimo espacio intercostal (Baljet and Drukker, 1979). Pequefios troncos nerviosos
horizontales conectan las dos cadenas a través de la linea media. Ademas de las



ramas de los nervios espinales (ramus comunicantes) y pequefias ramas de los vasos

sanguineos, las cadenas simpaticas toracicas emiten los nervios esplacnicos.

Figura 8. Relacién de las arterias con la cadena simpatica cervical de larata albina. A. Aorta; TC. Tronco
costo-cervical; E. Car6tida externa; |. Caroétida interna; LC. Car6tida comun izquierda; P. Pterigopalatino;
RC. Car6tida comun derecha; RS. Subclavia derecha; S. Ganglio estrellado; M. Ganglio cervical medial
SC. Ganglio cervical superior; T. Tronco simpatico; Tl. Primer nervio espinal toracico; RI. Primera costilla
(Hedger y Webber, 1976).

3.2 NEUROANATOMICOS

Para determinar las neuronas de los ganglios de la cadena simpatica que se proyectan
al colon descendente en el cerdo, se utlizé Fast Blue (FB) como trazador neuronal
retrégrado, para ello se utilizaron cerdas primerizas inmaduras a las cuales se inyecto
1 ul FB en la pared intestinal del lado derecho e izquierdo, tres semanas mas tarde los
biomodelos se perfundieron transcardiacamente con paraformaldehido para después
recolectar y procesar los troncos simpaticos bilaterales. Se observé neuronas positivas
a FB solo en la zona lumbar (L1-L 5) del tronco simpatico bilateralmente, con un
predominio de neuronas positivas a FB en los ganglios de la cadena simpatica
derecha. Las neuronas en los ganglios lumbares presentan somas pequefios (30-50

pMm de diametro) de forma redonda formando racimos localizados en el area caudal-
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ventral y también presenta somas irregulares solitarios mas grandes (50-80 um) y

dispersos (Skobowiat y cols., 2010).
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Figura 9. Numero de neuronas positivas a FB (mediatSEM) en los ganglios de la cadena
simpatica bilateral del cerdo. En el recuadro arriba se observa neuronas positivas a FB (circulo
y flecha blanca) del ganglio lumbar tres de la cadena simpatica.

En otro estudio, donde determino la ubicacion de las células nerviosas simpaticas
Cuyos axones proyectan hacia el tacto gastrointestinal (estbmago, el intestino delgado,
el ciego y el colon proximal) y en el bazo, se utilizaron conejillos de indias a los cuales
se le inject6 FB en mudltiples sitios de cada o6rgano, después de 4 a 7 dias los
biomodelos son sacrificados para recolectar bilateralmente las cadenas simpaticas,
desde el ganglio estrellado (T1) hasta el primer ganglio sacral (S1). Cuando se inyect6
con FB en la pared géstrica se observé neuronas positivas a TB en la cadena toracica
bilateralmente (T1 a T12). No se observo marca en los ganglios lumbares. La inyeccion

de FB en el intestino delgado se observé marca en los ganglios toracicos noveno y
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doceavo (T9-T12) unicamente del lado derecho. La inyeccion de FB en el ciego se
observaron neuronas positivas a FB en los primeros ganglios lumbares (L1- L3) de
lado derecho Unicamente. La inyeccion del marcador retrégrado en el colon proximal
se observo neuronas positivas a FB en el ganglio onceavo toracico al segundo ganglio
lumbar (T11-L1) de lado derecho. La inyecccién del marcador neuronal en el colén
distal se observo neuronas positivas a FB en el primer ganglio lumbar hasta el primer
ganglio sacral (L1-S1) bilateralmente. Por dltimo, al inyectar el bazo con FB se
observaron neuronas positivas en del sexto al onceavo ganglio toracico (T6-T11)
bilateralmente (Trudrung y cols., 1994; Figura 10).

STORACH CUDDEMNUS CAECUM

FRAOMMAL  COLON DISTAL COLOW SPLEEM INTERMESENTERIC MERVE

Figura 10. Representacion esquematica de la localizacion de las neuronas marcadas después de la
inyeccién de los érganos diana.
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Para determinar el origen y las rutas nerviosas a través en donde se proyectan los
axones posganglionares simpaticos al Utero y al cuello uterino se usaron ratas adultas
ciclicas de la Sprague Dawley a las que se les inyectd 9 ul Fluoro-Gold (FG) en la
region superior de los cuernos uterinos, en la regién inferior del Utero y en el cuello
uterino (cérvix). Después de 14 dias de la inyeccion del trazador retrégrado neuronal
las ratas se perfundieron trancardialmente para después remover y procesar la cadena
paravertebral simpética de T9 a S3, el ganglio suprarrenal, el ganglio celiaco, el ganglio
aorticorrenal, el ganglio mesentérico inferior y el plexo pélvico. Se muestra que las
fibras nerviosas simpaticas que inervan la region superior del Utero surgen del nervio
del plexo ovarico y que se originan del ganglio celiaco, ganglio aorticorrenal, ganglio
suprarrenal (90% de neuronas positivas FG) y cadena paravertebral simpética. De la
cadena simpatica las neuronas positivas a FG se distribuyen del décimo ganglio
toracico al tercero ganglio lumbar (T10 a L3), con mayor marca los ganglios T12-L1.
Por tanto, los ganglios de la cadena paravertebral toracolumbar representan el 44%
de la inervacion simpatica del Utero. Por otra parte, la inervacion simpéatica de la region
inferior del utero y del cuello uterino se origina en las neuronas de los ganglios
paravertebrales T13 a S2, principalmente en los niveles L2-L4 (Houdeau y cols., 1998;
Figura 11).
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Figura 11. Distribucién de neuronas simpaticas posganglionar cargadas con Fluoro Gold después de la

inyeccion en la parte inferior del Gtero y en cuello uterino.
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Uno de los trabajos directos de este estudio es el trabajo de Klein y Burden, 1998
donde aplicaron directamente True Blue en el nervio ovarico superior o nervio del plexo
ovarico en la rata nulipara de cepa Sprage Dawley. Cuando se sumergio el NOS en
TB observaron marca positiva en los ganglios paravertebrales ipsilateral a nivel de los
segmentos T11 a L3. La aplicacién de TB en el NOS izquierdo se observé mayor marca
(88%) positiva a TB en somas de los ganglios prevertebrales a nivel de los segmentos
T12 a L1. También, se observdé marca en el complejo celiaco-mesentérico superior.
Por su parte, cuando se aplic6 TB en NPO izquierdo y derecho se observé marca
positiva a TB ipsilateral en los ganglios paravertebrales a nivel de los segmentos T10
a L4. La aplicacion de TB en el NPO derecho se observa mayor marca (91%) en los
segmentos T13 a L2. Por su parte, la aplicacion de TB en el NPO izquierdo se observo
solo 85% de marca a nivel de los segmentos T13 a L1 de los ganglios paravertebrales
y al igual que la aplicacion del NOS, se observa marca en el complejo celiaco-

mesentérico superior.
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Figura 12. Distribucion del marcador neuronal retrogrado en los somas de la cadena paravertebral T10
a L3. Siguiendo la apliaciéon de TB en el NOS. Cada columna y barra representa la media£S. E. M. El
namero arriba de cada barra indica, el nimero de ganglios. A) Las barras subrayadas indica marca del
SON izquierdo y las barras blancas muestran el marcaje de SON derecho. B) Las barras subrayadas

indica marca del NPO izquierdo y las barras blancas muestran el marcaje de NPO derecho.
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IV. JUSTIFICACION

En la rata como en otros mamiferos de laboratorio son limitados los estudios
neuroanatdmicos que describan la vinculacion o la via de comunicacién de los ganglios
paravertebrales con los ovarios. La mayoria de los estudios revisados se han centrado
en la descripcion morfolégica de los ganglios paravertebrales. Por ejemplo, se ha
descrito anatomicamente que la cadena simpdtica es bilateral y se localiza lateral a las
vértebras toracica. Con respecto, a los estudios neuroanatémicos se ha descrito la
ubicacion de las células nerviosas simpaticas cuyos axones posganglionares
proyectan al utero, cérvix, bazo, etc. Cabe destacar que el estudio de Klein y Burden,
1998; es uno de los pocos trabajos en determinar la ubicacién de las células nerviosas
simpaticas que proyectan al ovario en rata. Por otra parte, esta claro que de la cadena
simpatica emergen fibras que constituyen los nervios esplacnicos. Es a través de unos
de ellos: el nervio esplacnico mayor que arriba al ganglio suprarrenal, celiaco y al
mesentérico superior, y es de estos ganglios prevertebrales emergen fibras
posganglionares que conforman el nervio ovarico superior y el nervio del plexo
ovaricos, los cuales inervan a las gonadas femeninas. Ante estos estudios revisados
es necesario inyectar el marcador neuronal directamente a la gébnada femenina como
los anteriores trabajos para comprobar las observaciones de Klein y Burden, 1998 y
generar mayor conocimiento de el area exacta de conexién de los ganglios
prevertebrales con los nervios ovaricos. Estos hallazgos nos permitiran realizar
interrupciones (denervacion o inyeccion local de un anestésico local) nerviosas
simpaticas toracicas o lumbares puntales para el restablecimiento de funciones
ovaricas o para el tratamiento de patologias ovaricas. También, nos permitiria bloquear

las aferencias ovaricas o viscerales para mitigar el dolor.
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V. OBJETIVO

Analizar y describir con anatomia macroscopica la zona de conexion de las fibras

nerviosas ovaricas con los ganglios paravertebrales de la rata.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Describir los ganglios paravertebrales de la rata.

2. Determinar en cuantos ganglios prevertebrales se vinculan las fibras nerviosas ovéricas.

3. Describir con anatomia gruesa la ruta de comunicacion simpatica de los ovarios de la
rata.

4. Determinar la ubicacion de las ceélulas nerviosas simpaticas cuyos axones

posganglionares proyectan al ovario.
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VIl. METODOLOGIA

Los animales que se utilizaron en este trabajo fueron criados y mantenidos en el
bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla,
autorizados por el Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de laboratorio
(CICUAL) de la misma institucion. Dichos animales se encontraban en las condiciones

gue se estipulan a nivel nacional por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Aplicaciones Biotecnoldgicas del
Centro de Investigacion en Fisicoquimica de Materiales y en el Laboratorio de
Bioquimica y Biologia Molecular del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad

Autonoma de Puebla.

Se usaron 13 ratas hembra de la cepa CIlIZV adultas de 250-350 gramos de 3 meses
de edad, mantenidas bajo condiciones controladas, se mantienen a 12 horas de luz /
12 horas de oscuridad, la temperatura es de 18 a 26 °C con una humedad del 30% al
70 %. Con cambios de aire de 15 a 20/h. El ruido no debe exceder los 85 decibeles
(db) y la luz 325 lumens (Lx). El espacio de confinamiento es de 150 cm3/ 200g. Se
administro agua libre (10-12 mi/100g) y alimento libre (15-30 g al dia).

7.1 GENERALIDADES

Equipo. Para las cirugias se utilizé un microscopio estereoscopico Leica M80, Germany. Las
fotografias digitales fueron tomadas con una camara digital (Progres Gryphax Subra,

Germany) y manejadas el software Progres Gryphax.

Fase Operatoria. El procedimiento quirargico se llevé a cabo con instrumental e implementos
quirargicos estériles. En todos los grupos se suturd la herida utilizando polimero de acido
glicélico (sutura absorbible para muasculo) y monofilamento de nailon (sutura no absorbible

para piel)
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Aplicacion de anestesia. Los biomodelos para el estudio anatomico se les anestesio con
uretano (1.2 g/kg), este anastésico nos permitira diseccionar los nervios y ganglios en animales
anestesiados durante 4 a 6 horas aproximadamente. Los biomodelos para el tratamiento con
el trazador neuronal retrogrado se le anestesié con una mezcla de relajante muscular de uso
veterinario, llamado Xilazina (dosis 10 mg/Kg) y Ketamina (dosis 40 mg/Kg); esta mezcla se
inyectd por via intraperitoneal, proporcionando una anestesia durante aproximadamente 45
minutos. La cirugia comenzd una vez que se verifico la falta de respuesta motora de la pata
del animal, esto también se utilizé durante el procedimiento como indicador del mantenimiento

de un nivel seguro de anestesia.

Eutanasia. 24 horas después de haber realizada la cirugia los animales fueron sacrificados
por sobredosis con barbitiricos, para ello se utilizé Pentobarbital sédico (250mg/Kg peso

corporal).

Cortes histoldgicos. Se realizaron cortes histolégicos de 10 um en un criotomo Thermo
Scientific 77,210,163, Waltham, MA.

Cuidados Post-operatorio de todos los grupos.

Se controlé la temperatura del animal durante y posterior a la cirugia con una

cama térmica para prevenir la hipotermia.

= Se vigilo en la recuperaciéon del anestésico con la valoracién subsecuente del
estado general y se verificara que el animal tenga sus vias respiratorias sin
obstruccion.

= Se contd con un area de recuperacion (esterilizacién previa de la cama del
animal).

= Se facilité la alimentacién e hidratacion del animal cuidando que permanezca
cada uno en cajas individuales.

= Se les dio seguimiento de la cicatrizacion de la herida.

= Posterior a la cirugia, se aplicé analgésico y antibiético en una dosis de .20 ml

/100 gramos cada uno.
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7.2 PROCEDIMIENTOS

Anatomia macroscopica (n: 10)
Anatomia Gruesa

Los sujetos fueron anestesiados con uretano (1.2 g/kg). Una vez anestesiados los
biomodelos, se les realiz6 una incisién en la zona toraxica y se localizaran ambas
cadenas ganglionares y la inervacién ovarica. Para determinar la ruta de conexion del
ovario con la cadena simpatica se disecaron y se siguireron los nervios desde los
ovarios hasta los ganglios prevertebrales y paravertebrales bajo un microscopio
estereoscopico (Leica M80, Germany). Para su reconocimiento se realizaron
esquemas, dibujos y se corroborara la via con fotografias digitales utilizando la cAmara
Progres GRYPHAX-V1.1.8.153 adherida al microscopio estereoscoépico (Leica M80,

Germany).
Acetilcolinesterasa en bloque

En tres ratas de las diez de anatomia gruesa se procesaron con la técnica de
acetilcolinestersa, con lavados con PBS. Colocar solucion de acetilcolinesterasa y
agitar a 40 rpm. Introducir tejido en solucién de acetilcolinesterasa y agitar a 40 rpm
durante 2 horas y media. Deshidratar y aclarar con alcohol 96, absoluto, alcohol-xilol y

xilol.

Estudio neuroanatémico (n:3)

Inyeccién del trazador retrogrado

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (90 mg/kg) y xilazina (15 mg/kg) via
intraperitoneal (IP) y colocadas en posicion decubito lateral. Se rasuré una superficie
amplia de la region lateral para hacer un pequefo corte de piel y masculo para sacar
el ovario (Figura 12 A, B). Inmediatamente se inyectara 3-5 ml de TB en la bursa
ovarica (12 C), La aguja se mantendra en su lugar por 1-2 minutos después de la
administracion del marcador y se retira lentamente, posteriormente el ovario fue
reintroducido a la cavidad y la piel fue suturada (Figura 12 D). Después, de 48-72

horas, las ratas inyectadas con TB fueron anestesiadas con pentobarbital sodico (60
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mg/kg, IP) e inmediatamente se perfundieron transcardialmente con 400 ml de solucion
salina heparinizada (0.09%), seguida, por 400 ml de fijador a temperatura ambiente
(paraformaldehido 1%y glutaraldehido 1.25% en 0.1 M amortiguador fosfato, pH 7.4)
y concluyendo con 400 ml de sacarosa al 10% para su crioproteccion en 0.1 M
amortiguador fosfato, pH 7.4, mantenido a 4°C. Se seccionaran los tejidos
ganglionares paravertebrales. Los ganglios fueron almacenados por 24-48 h en
solucién sacarosa a 4 °C. Los ganglios fueron embebidos en un medio de Tissue-Tek
para congelar el ganglio (Sakura Finetek USA) y usando un criostato a 25 °C. Las
secciones a 20 um fueron montadas en portaobjetos con Poly-L-Lysina y secadas a
temperatura ambiente de 6-24 horas. Los cortes se observaron con un microscopio de
epiflourescencia Olympus BX41, equipado con un iluminador vertical y un filtro de

excitacion de 340-380 nm para visualizar las neuronas positivas al trazador True Blue.

Figura 12. Inyeccion del trazador neuronal retrogrado en la bursa ovérica de la rata. A. Incision lateral
para exponer el ovario. B. Ovario. C. Inyeccion del trazador neuronal en la bursa ovéarica. D. Bursa
ovarica con el trazador neuronal (color blanco).
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VIll. RESULTADOS

8.1 ANATOMIA GRUESA DE LA CADENA SIMPATICA GANGLIONAR (CSG).

En todas las ratas se observo que la CSG es bilateral, corre lateroventralmente y
delante de los cuerpos ventrales de las vértebras. Cada cadena se extiende desde la
base del craneo, hasta la base de la cola en la rata hembra (Figura 13).
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Figura 13. Anatomia gruesa de la cadena simpatica ganglionar 6 cadena toracica ganglionar en la
rata hembra.
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Con respecto a la vinculacion de la inervacion ovarica con la CSG, se disecaron los
nervios ovaricos (nervio ovarico superior y nervio del plexo ovarico). Las fibras del
nervio ovarico superior (NOS) emergen del ovario para correr en el interior del
ligamento suspensorio ovarico (LSO), y a unos centimetros de la insercion del LSO, el
NOS surge y continua su recorrido en direccion a la glandula adrenal para alcanzar al
ganglio suprarrenal (GS; Figura 14). Por su parte, el nervio del plexo ovarico (NPO)
corre adyacente y lateral a la vena y arteria ovarica para conectarse con el ganglio
mesentérico superior (GMS) de donde emergen fibras (nervio esplacnico menor) que
se conectaran con los ganglios celiacos para proseguir y arribar a la parte caudal del
ganglio suprarrenal (GS; Figura 14). El patron anatomico de conexion de los nervios
ovaricos con los ganglios suprarrenales es a través del nervio esplacnico menor (NSm)
y del nervio esplacnico mayor (NSM). EI NSM emerge de la parte caudal del SG y corre
transversalmente el masculo psoas mayor, hasta conectarse con las fibras del tronco

del segundo ganglio prevertebral lumbar, formando una Y (Figura 15).
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Figura 14. Vinculacién de los nervios ovaricos con la cadena simpatica ganglionar en la rata hembra.
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El primer y segundo ganglio prevertebral lumbar tiene forma de huso, son mas
voluminosos (0.90 mm) y largos (1.5 mm) que los restantes cuatro ganglios lumbares.
Ademas, el segundo ganglio lumbar es el que tiene conexién con los ganglios
prevertebrales a través del NSM vy otras fibras conectan el tercer ganglio lumbar con el
NSM, formando una Y (Figura 15) lateral como contralateral. En la parte craneal del
segundo ganglio lumbar se conecta con el primer lumbar para después conectarse con

los ganglios toracicos de la CSG (Figura 15).

-l

\\\4

J

T
S
&

Ne rviéilfa |
P 3"GL-

2* GL

1.5mm

0.90 mm

Figura 15. Anatomia gruesa de los primeros ganglios lumbares de la cadena simpética ganglionar. GL,
ganglio lumbar; GSD; ganglio suprarrenal derecho; GSI, ganglio suprarrenal izquierdo; NSm, nervio

esplacnico menor; NSM, nervio esplacnico mayor; mpsoas; musculo psoas.
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Son 10 ganglios de la cadena toracica ganglionar en la rata hembra (Figura 17). El
primer ganglio es el estrellado (GES) situado entre la primera y tercera costilla,
adosado al musculo longus colli y conectado craneal con el ganglio cervical superior,
es uno de los ganglios mas prominentes con un largo de 4.33 mm y de ancho 1 mm
(Figura 16 A). En el 80% de los biomodelos se observa el siguiente arreglo anatémico
en los primeros ganglios toracicos: El ganglio estrellado conectado con el segundo
ganglio torécico. Esté a su vez se conecta con el tercer ganglio toracico. Los tres
ganglios tienen una longitud de 7.3 mm entre ganglios y troncos nerviosos. Ademas,
los tres ganglios corren adosados en el musculo longus colli y lateral a las primeras
vértebras toracicas (Figura 16 A y B). En cambio, solo el 10% de los biomodelos se
observa la fusion del segundo ganglio con el GES para conformar una sola unidad
ganglionar (5.3 mm largo). Por otra parte, se observan diferencias morfolégicas entre
el GES derecho e izquierdo (Figura 16 Ay B). EI GES Izquierdo tiene forma de cilindro
0 de dedo con 8 nervios, de las cuales la rama uno y ocho se anastomosan (*) para
formar un arco, del cual se observa un pequefio ganglio (Gp, Figura 16 A). El Gp en
un 40% de los biomodelos esta ausente. El nervio 7 se bifurca. El GES derecho tiene
forma de huso y se observan 5 nervios, el quinto nervio se divide en tres ramas (Figura
16B).

Continuando con los ganglios toracicos se observan 7 (del cuarto al décimo ganglio)
pequefios ganglios (0.5 mm de largo y ancho) con forma de husos (Figura 17 A, B, C
y D), que corren muy lateral-media al cuerpo de las vértebras toracicas (Figura 17 Ay
B), se ubican entre cada costilla 0 los nervios intercostales, no estan adosados a
musculo como los ganglios anteriormente descritos (Figura 17 A). Estos ganglios
paravertebrales son a los que les podemos nombrar como la cadena simpatica

ganglionar o cadena toracica ganglionar.
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Figura 15. Morfologia de los primeros ganglios toracicos. En A la morfologia del ganglio estrellado
derecho. En B morfologia del ganglio estrellado izquierdo. De lado derecho representacién esquematica
de los tres ganglios toracicos lateral y contralateral en la rata hembra. Gp, ganglio pequefio; GES,

ganglio estrellado, Tr, tronco; n, nervio; mpsoas, musculo psoas.
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Figura 16. Anatomia gruesa de la cadena simpatica ganglionar. En A, vista lateral izquierda de la
cadena toracica ganglionar. En B, vista lateral de la cadena toracica ganglionar. En C, magnificacion de
la cadena simpatica ganglionar. En D, ganglios de la cadena toracica positivos a acetilcolinesterasa.

GES, ganglio estrellado; mpsoas, musculo psoas; Ni, nervio intercostal; T, trabécula; C, costilla, Tr,

tronco.
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Figura 17. llustracién de la cadena simpdatica ganglionar. En A. vista ventral de la cadena simpéatica
ganglionar derecha mas comun en la rata hembra. En B vista ventral de la cadena toracica ganglionar
izquierda. No presenta otra variante anatémica En A" se muestra la variante de la cadena simpatica

ganglionar derecha. Note el pequefio ganglio el arco anastomético del ganglio estrellado.
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8.2 ViA NEURONAL SIMPATICA DE LOS NERVIOS OVARICOS

Para determinar la comunicaciéon de las fibras posganglionares con la cadena
simpatica ganglionar, se analizaron cortes obtenidos del ganglio mesentérico superior,
ganglio celiaco, ganglio suprarrenal y ganglios de la cadena simpatica ganglionar
lateral y contralateral. Se encontraron neuronas posganglionares positivas a TB
contralateral en el ganglio mesentérico superior (10+1.2)., en el ganglio celiaco
derecho (100+1.2) y en el ganglio suprarrenal derecho (26+3). En los ganglios
homdlogos contralaterales se observaron algunas neuronas posganglionares positivas
a TB. Con respecto a las cadenas simpaticas lateral y contralateral no se observo

marca positiva a TB (Figura 18).

1% ganglio lumbar
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Figura 18. Fotografias de via neuronal simpética de los nervios ovéaricos. En A, neuronas
posganglionares positivas a True Blue en el ganglio suprarrenal derecho. En B, neuronas
posganglionares positivas a True Blue en el ganglio celiaco derecho. En C, neuronas posganglionares
positivas a True Blue en el ganglio mesentérico superior. En D, Cadena simpética ganglionar derecha

sin marca positiva a True Blue.
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IX. DISCUSION

Los haces de fibras que llegan al ovario, emergen de la cadena simpatica ganglionar.
Pero, ¢ Qué ganglios de la cadena simpatica ganglionar son los que envian sus axones
simpaticos al ovario? Se han reportado neuronas de la region toracica y lumbar de la
cadena simpdatica ganglionar que proyectan sus fibras a 6rganos abdominales y
pélvicos. Con respecto, al ovario y la cadena simpatica solamente existe el estudio de
Klein and Burden, 1998. Son pocos los estudios realizados en esta génada, sabiendo
gue en el area de biologia de la reproduccion es uno de las ganadas con mayor

estudio. Es por ello, laimportancia de este estudio para contribuir con mas informacion.

La conexion de los nervios ovaricos con la cadena simpética ganglionar es por dos
vias: una via con un relevo, donde el nervio ovarico superior llega al GS. La segunda,
via donde, el NPO realiza tres relevos, el primero en el GMS, el segundo en el GC y
llegando al GS; descripcion corroborada en trabajos publicados por Pastelin y cols.,
2017 y Pastelin y cols., 2023. Con respecto al GS como ultimo relevo en donde fibras
simpaticas arriban o emergen de la parte craneal y en donde dichas fibras se
aglomeran en haces, conformando el nervio esplacnico o los nervios esplacnicos
mayor y menor para después comunicarse con los primeros ganglios lumbares de la
cadena simpética ganglionar. Esta descripcién no se apega a lo reportado por Baljet y
Druker, 1979, Gabella 2004 y Furnnes, 2015, donde describen que los nervios
esplacnicos se conectan con los ultimos ganglios toracicos (T9 y T10) de la cadena
simpatica. Esta diferencia podria deberse al dimorfismo de la conexion nerviosa entre
las diferentes cepas utilizadas como biomodelos; por ejemplo, en nuestro estudio
utilizamos CIIZ-V y en los otros trabajos utilizan la cepa Wistar, la Sprague Dawley y
la Long Evans. Podemos considerar que las variantes anatomicas se pueden deber a
la genética y hormonal de cada cepa, que daria como resultado el dimorfismo neuronal
o neuroendocrino. De lo contrario, puede ser al sesgo de la observacion anatémica de
los ganglios de la cadena; en los trabajos anteriores se reporta entre cinco y seis
ganglios que conforman a la cadena Toracica (Baljet y Druker, 1979, Gabella 2004),

nuestro trabajo al igual que (Funnes, 2015), reportamos siete ganglios que constituyen
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a la cadena toracica ganglionar. Es importante destacar, que esta disposicion
anatomica se confirma con la tincién de acetilcolinesterasa y se pueden observar siete
ganglios que conforman la cadena toracica y los dos primeros lumbares donde se

establece la comunicacién con las fibras del nervio esplacnico.

Por otra parte, se incluye otro soporte para corroborar la conexiéon GS con la cadena
simpética y determinar que ganglios de la cadena simpéatica ganglionar proyectan sus
fibras simpéaticas al ovario, nos apoyamos del TB como marcador retrogrado neuronal,
donde se observo marca positiva a TB en los somas de los ganglios prevertebrales.
Desafortunadamente no se observd marca en los ganglios paravertebrales. Pero no
todo estuvo perdido, la marca positiva en los ganglios prevertebrales y que también se
reporta en nuestro trabajo del 2017 y en los trabajos de Houdeau y cols., 1998; Klein
y Burden, 1988; se pudo confirmar que efectivamente las fibras de el NOS llegan al
GS. Y al igual que en la via del NPO al ovario, se observa y se confirma que no
solamente contribuye un ganglio en la regulacion de las funciones ovéricas (Klein and
Burden, 1998; Houdeau y cols., 1998; Pasteliny cols., 2017), si no son los tres ganglios
prevertebrales que desempefian una funcion preponderante en la gonada, siendo el
ganglio celiaco el de mayor injerencia, aunque anatémicamente no es él que integra
los haces nerviosos como se ha descrito (Lawrence y Burden,1980). Esta enorme
contribucion ratifica el disefio de una via multisinaptica (Gerendai y cols., 1997 y 2004)
entre el ovario, los ganglios prevertebrales a través de la cadena simpética ganglionar

en la rata hembra.

El no observar marca positiva en la cadena simpética, pero si en los ganglios
prevertebrales, se puede deber al tiempo de supervivencia del TB en el ovario.
Sabiendo que el TB es un marcador retrogrado y su velocidad de transporte es de 20
mm/dia el cual puede ser usado para estimar el tiempo de supervivencia que se
requiere (Garret y cols., 1991). Teniendo en cuenta esta informacion estandarizamos
siete dias de supervivencia para una distancia de 3 a 4 cm. Pero aun asi no se marco
la cadena, revisando los trabajos de Houdeau y cols., 1998 consideraron catorce dias

de supervivencia; (Klein y Burden, 1998) seis dias de supervivencia en ambos casos,
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logrando observar marca positiva en los ganglios prevertebrales y paravertebrales. La
diferencia entre su trabajo y el nuestro radica en las distancias donde se realiza la
inyeccion o la inmersion de los nervios ovaricos. Con la informacion de la supervivencia
del marcador, se pretende agregar otros tres dias para tener un promedio de diez dias
de supervivencia y con ello lograr la marca en la cadena simpatica ganglionar y

determinar que ganglios de la cadena patrticipan en las funciones ovaricas.
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X. CONCLUSION

Con estos hallazgos podemos concluir que en la rata hembra la comunicacion
simpatica a los ovarios es especificamente via el segundo ganglio lumbar de la cadena
simpdtica con el ganglio suprarrenal; del cual emergen fibras posganglionares que se
distribuyen a través de los nervios ovaricos.

La cadena simpatica ganglionar que establece conexién con las fibras posganglionares
de los nervios ovaricos para su estudio y compresion en posteriores trabajos la
podemos dividir en tres regiones: la primera region, incluye los tres ganglios toracicos
como una unidad ganglionar (estrellado-segundo-tercer ganglio toracico). La segunda
region, encontramos a la cadena toracica ganglionar (del cuarto ganglio al décimo

ganglio toracico). La tercera region, incluye a los dos primeros ganglios lumbares.
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Xl. PERSPECTIVAS

Describir con estudios histologicos la micromorfologia de las neuronas y de la glia de
los ganglios paravertebrales.

Determinar con True Blue como trazador neuronal retrégrado, que ganglios de la
cadena simpatica ganglionar regulan simpaticamente al ovario.

Determinar con trazadores anterdgrados las regiones del ovario inervadas por las fibras
simpaéticas.

Analizar con estudios neurofisiologicos el papel que desempefian cada neurona de cada

ganglio en el ovario.
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