Efectos de la denervacion vegetativa selectiva en la vejiga urinaria en
la rata adulta. Consecuencias en la incontinencia urinaria
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RESUMEN

Se ha estudiado en el presente trabajo la capaci-
dad plastica del sistema nervieso periférico ante dis-
tintas agresiones en 28 ratas de la cepa Wistar, dividi-
dos en 4 grupos: 1) neurectomia simpéatica (n=9); 2)
neurectomia parasimpatica (n=9); 3) evaluacién de la
regeneraciéon (n=5); 4) grupo control (n=5). Por medio
de un analizador de imagenes se estudié la poblacién
de neuronas ganglionares acetilcolinesterasa (AChE) y
Tiroxina Hidroxilasa (TH) pesitivas del ganglio pélvico
(GP) asi como de los glangios de la raiz dorsal (GRD)
comparados con el grupo control. En el grupo 3 se
estudié ademads la posible plasticidad de los axones
transectados mediante el empleo del neurotrazador
peroxidasa conjugada a la aglutinina del trigo (WGA-
HRP). El estudio estadistico se realizd por medio del
andlisis de la varianza (ANOVA), test de Fisher y
Método Scheifé, considerando significativa una p <
0,05. Los resultados demuestran el papel predominan-
te del nervio pélvico en la modulacién de los cambios
plésticos producidos a nivel ganglionar, siendo la
influencia del nervio hipogastrico menor. Son precisos
estudios complementarios para definir cual es el papel
especifico de cada uno de ellos en el acto de la mic-
cién.
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naria. Rata. Incontinencia.
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ABSTRACT

The present work is a study of the plastic capacity
of the peripheral nervous system subjected to different
aggressions in the case of 28 rats of the Wistar breed.
They were divided into four groups: 1) sympathetic
deafness (n=9); 2) parasympathetic deafness (n=9); 3)
evaluation of regeneration (n=9); 4) contrel group
(n=5). An image analyser was used to study the acetil-
cholinesterase (AChE) and Tiroxine Hidroxilase (TH)
positive ganglionic neurones of the pelvic ganglion
(GP) as well as the dorsal ganglions (GRD) compared
with the control group. With group 3 a study was also
made of the possible plasticity of the transacted axons
using a wheat germ agglutinin conjugated-horseradish
peroxidase (WGA-HRP) neurotracer. The statistical
study was carried out by means of the analysis of
variance (ANOVA), Fisher test and Scheffe method,
with a p < 0.05 taken as significant. The results show
the predominant role of the pelvic nerve in the modu-
lation of the plastic changes produced at the ganglionic
level, with a lesser influence of the hypogastric nerve.
Further studies are needed in erder to define the spe-
cific role of each of these in the act of miction.
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INTRODUCCION

La existencia de fibras adrenérgicas y
colinérgicas que alcanzan la vejiga urina-
ria es conocida desde hace unos veinte
afios'. El origen de la inervacion simpética
ha sido sustancialmente aclarado en la
Gltima década por medio de estudios de
transporte axonal, asi como la termina-
cion central de las aferencias sensitivas
que caminan con los nervios simpaticos y
parasimpéaticos *°. La distribucién de las
fibras postganglionares tanto adrenérgi-
cas como colinérgicas no esté tan estudia-
da. Por otra parte, la capacidad del siste-
ma nervioso periférico de regenerar ante
una lesién nerviosa es también conocida
desde los trabajos pioneros de Ramén y
Cajal. No existen antecedentes, sin embar-
go, de estudios en los que se haya tratado
de poner de manifiesto la capacidad rege-
nerativa del sistema nervioso auténomo, a
pesar de su considerable interés. En efec-
to, pueden ser miltiples las causas de una
disfuncién autondémica tales como lesio-
nes o malformaciones congénitas espina-
les. En estas circunstancias la viscera
queda parcialmente denervada, y por lo
tanto las fibras nerviosas restantes pue-
den crecer y ocupar los espacios sinapti-
cos vacantes. La exploracion de estos
fenémenos en el animal de experimenta-
cion como la rata se puede llevar a cabo
gracias al conocimiento de la inervacién
vesical que hemos conseguido en los ualti-
mos afos. El desarrollo de técnicas histo-
e inmunohistoquimicas permite realizar
una evaluacién directa de las fibras ner-
viosas que contienen AChE como marca-
dor colinérgico *, o de las fibras y somas
neuronales inmunoreactivos para el enzi-
ma TH como marcador adrenérgico. El
conjunto de estas técnicas hoy asequi-
bles, asi como el de la evaluacién directa
de la inervacion por el transporte axonal
retrogrado de WGA-HRP, permiten cono-
cer los cambios plasticos del sistema ner-
vioso auténomo ante lesiones nerviosas
periféricas.

En el presente estudio tratamos de ana-
lizar, desde el punto de vista neuroanato6-
mico, la inervacion vesical en su doble ver-
tiente (simpatica y parasimpética), asi
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como los cambios plasticos que se produ-
cirfan en las fibras nerviosas que inervan
la vejiga tras la seccion selectiva de los dis-
tintos troncos nerviosos responsables de
la inervacién simpéatica y parasimpética de
la vejiga urinaria.

MATERIAL Y METODOS

Se han empleado un total de 28 ratas
macho de la cepa Wistar, procedentes del
animalario del Hospital de Navarra, con un
peso entre 248 y 680 g (promedio de 440 g).

La metodologia del estudio se ha distri-
buido en los siguientes grupos:

1. Denervacién Simpética: realizando
neurectomia del nervio hipogéstrico. En
unos animales se seccionaba dicho nervio
por encima del ganglio pélvico (denerva-
cién postganglionar). Otro grupo lo consti-
tufan animales en los que se aisld el gan-
glio mesentérico inferior de la inervaciéon
preganglionar (denervacién simpética pre-
ganglionar).

2. Denervacién Parasimpética: realizan-
do secciones de las fibras nerviosas que
parten del ganglio pélvico hacia la vejiga
urinaria (denervacién postganglionar), o
alternativamente la inyeccién de un téxico
(Acido iboténico) en el ganglio pélvico, que
destruye las neuronas ganglionares, dejan-
do intactas las fibras de paso (adrenérgi-
cas entre otras). La seccion del nervio pél-
vico préximo a su origen espinal deja sin
inervacion preganglionar el ganglio pélvi-
co (denervacion parasimpética preganglio-
nar).

3. Evaluacion de la regeneraciéon: por
medio de técnicas de AChE se examinaba
la inervacién colinérgica vesical, y por
medio de anticuerpos monoclonales con-
tra el enzima TH se examinaba la inerva-
cion adrenérgica. Se analizaron varios
casos de cada subgrupo experimental, dos
semanas después de la intervencién. Tras
el mismo periodo, se inyecto el trazador
axonal WGA-HRP en los casos de cada sub-
grupo, a fin de determinar la eficacia de Ia
denervacidén en comparacién con casos
normales.
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Segan la neurectomia realizada, se ha
dividido el estudio en 4 grupos: 1)
Neurectomia simpéatica (9 casos); 2)
Neurectomia parasimpatica (9 casos); 3)
Evaluacion de la regeneracion (5 casos); 4)
Grupo control (5 casos). Bajo anestesia
con Ketamina (7 mg/Kg im.) y
Pentobarbital soédico (Nembutal®?, 30
mg/Kg ip), con la ayuda de un microscopio
quirtargico (ZEISS, Mod. OMP-1) se realiz6
una laparotomia infraumbilical exponien-
do el nervio pélvico o hipogastrico (segin
el grupo), procediendo a la neurectomia
bilateral, previa referencia del extremo
proximal del nervio, con un punto monofi-
lamento de 9/0. Tras el cierre de la herida
quirargica, se reintegraba al animal en su
jaula hasta el momento de la inyeccién de
los distintos neurotrazadores. De forma
profilactica se administré Amoxicilina (15
mg/Kg x PO) disuelta en el recipiente de
agua.

Transcurrido el tiempo de superviven-
cia apropiado (14 dias de promedio), se
procedi6 al depdsito de los diferentes mar-
cadores, comprobando en los casos de
neurectomia pélvica el desarrollo de una
vejiga neurdgena atona. Las inyecciones se
realizaron con una microjeringa Hamilton
de 10 pl de capacidad, con ayuda de un
micromanipulador, de una cantidad varia-
ble de WGA-HRP al 1% en la pared lateral
izda. vesical (5 a 10 pl), procediendo al cie-
rre de la herida quirtrgica y reintegrando
al animal en su jaula hasta el momento de
la perfusién. Esta se hizo transcardiaca-
mente en todos los animales segn técnica
descrita *.

Extraido el material a estudiar se pro-
cedi6 a su seccioén con un microtomo de
congelacion (Histolide 2000, Reichter-
Jung) a un grosor de 30 pm, proceséandolo
seglin técnica de Mesulam * (WGA-HRP),
técnica de Karnovsky-Roots ® (AChE) o
técnica inmunohistoquimica con anti-
cuerpo especifico (monoclonal de ratén,
Incstar Corp., Stillwater MN, USA) vy
secundario biotinado (caballo anti-ratén,
Vector) para la TH. El anélisis del material
se efectué con un microscopio NIKON
LABOPHOT y NIKON OPTIPHOT, dotados
de campo oscuro y campo claro. El estu-
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dio morfométrico se realizdé con un anali-
zador de imégenes MIP (Microm Image
Processing).

El estudio estadistico se realizdé por
medio del anédlisis de la varianza
(ANOVA), utilizando el test de Fisher
(ANOVA monovariable) y el test de igual-
dad de medias para comparacién entre
grupos (Método de Scheffé), consideran-
do significativa una p<0,05.

RESULTADOS

El diseno del modelo experimental
empleado ha sido efectivo. La realizacién
de las neurectomias no plante6é proble-
mas, salvo el grupo de neurectomias pélvi-
cas, que presentaron una elevada tasa de
mortalidad (30%), atribuida a la presencia
en todos los casos de una vejiga neurdge-
na atona que favorecia la presencia de
infecciones, a pesar del tratamiento anti-
bi6tico profilactico instaurado en estos
Casos.

Con el objeto de ver las diferencias
morfométricas que pudieran existir entre
neuronas marcadas con WGA-HRP con y
sin neurectomia pélvica o hipogéstrica, se
realizd el andlisis morfométrico del las
neuronas del ganglio pélvico en 7 casos
previamente recogidos en los que las
inyecciones del trazador se realizaron res-
pectivamente en fondo, cuerpo y base
vesical (Figs. 1 y 2).

La neurectomia hipogéastrica no produ-
jo cambios cuantitativos significativos en
la poblacién de neuronas AChE positivas
del GP, comparados con los casos contro-
les. El patrén de inervaciodn colinérgica en
la vejiga urinaria y otras visceras pélvicas
tras neurectomia hipogéstrica, no mostr6
cambios significativos en la densidad de
fibras colinérgicas, comparados con los
casos control.

El andlisis morfométrico de la pobla-
cion TH positiva tras neurectomia hipo-
gastrica, comparada con los controles, fue
altamente significativo (p=0,002), lo que
implica un papel modulador del nervio
hipogéstrico en la inervacién noradrenér-
gica de la vejiga urinaria.
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Figura 1. Morfometria de neuronas marcadas con WGA-HRP en GP de animales control.
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Figura 2. Morfometria de neuronas marcadas con WGA-HRP en GP de animales control.
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La neurectomia pélvica mostré una
diferencia altamente significativa (p=0) en
el volumen y peso de la vejiga urinaria,
comparada con los casos controles. No
hubo diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre el andlisis morfométrico de
las neuronas AChE positivas del GP tras
neurectomia, comparadas con los contro-
les. Si pudo apreciarse por el contrario una
diferencia cualitativa en el namero de
somas AChE positivos en ambos casos,
apreciando una disminucion tras neurec-
tomia pélvica, aunque estos datos no los
hemos cuantificado ya que los resultados
en el contaje neuronal son referidos a
nameros absolutos, sin haber hecho
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correcciones para una determinacion real.
El estudio de las fibras AChE positivas tras
neurectomia pélvica mostraba una mayor
disminucién en el patrén de inervacion
colinérgica vesical tras neurectomia pélvi-
ca, comparada con casos control.

El andlisis morfométrico de las neuronas
TH positivas tras neurectomia pélvica mos-
tré6 una diferencia significativa (p=0,018),
comparada con los casos control.

Cuando se realiz6 el deposito del mar-
cador neuronal WGA-HRP en la pared
vesical tras neurectomia pélvica o hipo-
géstrica, se apreciaron cambios significa-
tivos, comparados con los casos contro-
les (Fig. 3).
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Figura 3. Promedios del analisis morfométrico en los distintos grupos. (HX-E= Hematoxilina-Eosina;
AChE= Acetilcolinesterasa; TH= Tirosina Hidroxilasa; HRP= Peroxidasa conjugada a la aglu-

tinina de trigo).

Tras neurectomia hipogéastrica se pudo
apreciar una diferencia estadisticamente
significativa (p=0,009) en el andlisis morfo-
métriceo de las neuronas del GRD del nivel
L2, comparado con los casos control, lo
que concuerda eon el nivel maximo de las
aferencias del nervie hipogéstrico, produ-
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ciendo cambios plasticos en las neuronas
ganglionares simpéticas relacionadas con
st drgano diana.

[.a neurectomia pélvica mostré ausen-
cia de marcaje ganglionar en los niveles
sacros (S1-83), lo cual confirma la efectivi-
dad del método al seccionar las aferencias
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vesicales. A nivel lumbar existia una dife-
rencia significativa (p=0,03) entre el nime-
ro de neuronas ganglionares del GRD de
L1-L2 tras neurectomia pélvica, compara-
do con los casos control, lo que confirma
la presencia de fibras simpéaticas caminan-
do en el nervio pélvico.

La proyeccion transganglionar de las
aferencias vesicales en asta posterior tras
neurectomia hipogéastrica no sufrié cam-
bios cualitativos apreciables, en cuanto a
densidad de marcaje comparado con los
casos control, por lo que la neurectomia
hipogéstrica no tiene un papel relevante
en las vias del reflejo miccional. Cuando se
realiz6 una neurectomia pélvica, se produ-
jo ausencia de proyeccién transganglionar
a nivel del asta posterior de la médula lum-
bosacra, lo que confirma el papel predomi-
nante del nervio pélvico en la regulacién
de las visceras pélvicas.

DISCUSION

En este trabajo hemos analizado los
cambios pléasticos que se producen en las
neuronas postganglionares simpaticas y
parasimpaticas que inervan la vejiga urina-
ria y otros 6rganos pélvicos, asi como las
alteraciones en las aferencias simpaticas y
parasimpaticas de la vejiga urinaria cuan-
do se realiza una denervacién vegetativa
selectiva.

La inervacién adrenérgica del aparato
urinario inferior en el hombre es escasa y
reducida en su distribucién a la unién vési-
co-uretral ”. El detrusor y el musculo trigo-
nal presentan una inervacién noradrenér-
gica escasa. En la rata, las fibras simpati-
cas caminan reunidas en el nervio hipo-
gastrico; este nervio proporciona la iner-
vacion simpatica aferente y eferente a las
visceras pélvicas y conduce la informacion
sensitiva normal y nociceptiva de esos
organos ®. Recientemente se ha demostra-
do que los axones de neuronas distales al
nervio hipogéstrico, que se sitGan en gan-
glios de la raiz dorsal y ganglios de la cade-
na simpatica, alcanzan el nervio mas pro-
bablemente a través del nervio pélvico. Un
namero indeterminado de esos axones
surgen de las neuronas post-ganglionares
en el GP, cuya funcién hasta el presente es
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desconocida 2 De forma similar, estudios
sobre la inervacién del aparato reproduc-
tor del gato muestran que sus aferencias
llevan un doble camino: via nervio puden-
do y via nervio pélvico ®.

En nuestros experimentos de neurecto-
mia hipogéstrica bilateral, comprobamos
que existia una disminucién en el nimero
de somas en los GRD de L1-L.2, significativa
en L2 (p<0,009), que concuerda con el
nivel méximo de las aferencias del nervio
hipogéstrico. No se produjo ausencia de
marcaje en neuronas de los GRD lumbares
tras neurectomia hipogastrica, lo que
sugiere la existencia de otras vias comple-
mentarias que conducen la inervacion sim-
pética. Tras neurectomia pélvica, el anali-
sis estadistico de las neuronas de los GRD
lumbares mostraba una diferencia signifi-
cativa con respecto a los controles
(p<0,03), lo que apoya la existencia de una
red simpatica que camina por distintas
vias: nervio hipogéstrico, cadena ganglio-
nar simpéatica y nervio pélvico.

La inervacion parasimpética de la vejiga
urinaria se realiza a través de las células
ganglionares auténomas del plexo pélvico,
el cual recibe la informacién de los axones
preganglionares sacros por medio del ner-
vio pélvico'™”. La distribucién de fibras coli-
nérgicas en la vejiga urinaria es similar en el
hombre y otros mamiferos. L.a mayor pro-
porcién se localiza en el cuerpo y fondo
vesical, siendo menor a nivel del cuello
vesical y uretra'. La neurectomia pélvica
produce una denervacién parasimpética al
interrumpir las fibras aferentes y eferentes
preganglionares desde el NPS*". El nervio
pélvico lleva ademas de fibras parasimpéti-
cas una proporcion de fibras simpaticas,
habiéndose demostrado mediante estudios
electrofisioldgicos que esta proyeccion sim-
pética tiene como érganos diana la vejiga
urinaria y el intestino grueso.

En nuestros experimentos se objetivd
ausencia de marcaje ganglionar en GRD L6-
S2, encontrando una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0,03) en las neuro-
nas ganglionares de L1-1.2, comparado con
los controles, lo que confirma la presencia
de fibras simpéticas en el nervio pélvico,
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cuyo origen se situaria a nivel de la cadena
ganglionar simpética lumbar.

Uno de nuestros objetivos a la hora de
realizar el trabajo fue el determinar la posi-
ble plasticidad del Sistema Nervioso
Periférico sometido a diversas agresiones.
El anélisis morfométrico de las neuronas
del GP y su posterior estudio estadistico
muestra que existen cambios plasticos sig-
nificativos. Se observé una diferencia sig-
nificativa (p=0,054) en neuronas AChE
positivas entre neurectomia pélvica e
hipogéstrica, lo cual confirma que la iner-
vacién parasimpética esta influenciada en
mayor medida por la neurectomia pélvica,
produciendo cambios plasticos en las neu-
ronas ganglionares del GP. En cuanto a
neuronas TH positivas, se encontraron
diferencias significativas entre neurecto-
mia pélvica y control (p=0,018) y neurecto-
mia hipogastrica y control (p=0,002), con-
firmando los cambios producidos en los
somas neuronales noradrenérgicos del GP,
mayores cuando se realiza neurectomia
hipogéastrica. En los casos inyectados con
WGA-HRP, comparando neurectomia pélvi-
ca e hipogastrica, la diferencia fue alta-
mente significativa (p=0,005), lo que impli-
ca un papel predominante del nervio pél-
vico en la modulacién de los cambios plés-
ticos en los somas neuronales del GP, com-
parados con el nervio hipogéstrico.

Aspectos Clinicos.

El progresivo avance en el conocimien-
to de las vias nerviosas implicadas en el
acto de la miccién, su neurofarmacologia,
asi como los recientes avances en las téc-
nicas Urodinamicas, permiten hoy en dia
abordar el tratamiento de la vejiga neuro-
gena de una forma mas completa. La
Neurourologia, que hoy en dia se perfila
como una subespecialidad dentro de la
Urologia, trata de estudiar y agrupar todos
estos conocimientos para conseguir un
tratamiento integral del paciente afecto de
vejiga neurdgena.

Las vias del reflejo miccional son cono-
cidas basicamente, aunque quedan todavia
muchos puntos por concretar. La interac-
cién entre Sistema Auténomo Simpético y
Parasimpatico y Somético en el acto de la
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miccion, ha sido demostrada en diversos
trabajos, quedando todavia por determinar
cudl es el papel especifico de cada uno de
ellos en el acto de la miccion. El paciente
lesionado medular es un buen modelo para
estudiar, mediante técnicas electrofisiologi-
cas y urodinamicas, el papel que juegan las
aferencias y eferencias del Sistema Nervioso
Auténomo en la dindmica miccional.

La electromiccién (estimulacion eléc-
trica de las raices sacras anteriores para
conseguir el vaciamiento vesical) es un
hecho desde 1972. Posteriormente se han
disefiado dispositivos internos (a modo de
marcapasos) que combinando la estimula-
cion eléctrica de las raices sacras anterio-
res con la rizotomia sacra de las raices
posteriores, consigue mejorar sensible-
mente los sintomas de muchos pacientes
con problemas de vejiga neurdgena, fun-
damentalmente los derivados de las alte-
raciones de la continencia. En estas técni-
cas de neuroestimulacién y otras que apa-
receran estd el futuro del tratamiento en el
paciente con lesiones medulares. Trabajos
como el expuesto aqui, creemos que con-
tribuyen a un mejor conocimiento de los
mecanismos nerviosos implicados en la
regulacién de las visceras pélvicas.

CONCLUSIONES

1. La neurectomia hipogéstrica no pro-
duce cambios plasticos, estadisticamente
significativos, en la proporcién de fibras
colinérgicas de la vejiga urinaria ni en la
poblacion de neuronas AChE positivas del
GP comparado con los casos control.

2. La neurectomia hipogéastrica produ-
ce cambios plasticos, estadisticamente
significativos, en la poblacién de neuronas
TH positivas del GP comparado con los
casos control.

3. La neurectomia pélvica produce una
diferencia altamente significativa en el
volumen y peso de la vejiga urinaria com-
parada con los casos control.

4. Existe una disminucién significativa
en el nimero de fibras AChE positivas tras
neurectomia pélvica, comparado con los
casos control.
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5. No se observaron diferencias esta-
disticamente significativas entre neuronas
AChE positivas tras neurectomia pélvica y
casos control, aunque si se aprecié una
diferencia cualitativa en la intensidad de
marcaje de somas AChE positivos en
ambos casos.

6. La neurectomia pélvica produce cam-
bios plasticos, estadisticamente significati-
vos, en la poblacién de neuronas TH positi-
vas comparadas con los casos control.

7. El nervio pélvico presenta un papel
predominante en la modulacién de los
cambios plasticos producidos en los
somas de las neuronas del GP en compara-
cién con el nervio hipogéstrico.
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