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RESUMEN

OBJETIVOS: Validar un modelo simplificado de manipulacién neural del tracto urinario inferior en la rata, median-
te el bloqueo alcohdlico de raices sacras.

MATERIAL Y METODOS: Veinte ratas Sprague-Dawley de 3 meses de edad fueron sometidas a bloqueo alcohélico de
raices sacras bajo anestesia total y monitorizacion de la colocaciéon de las agujas (electroestimulacion). Tras 28-30
dias, se extrajo el I6bulo ventral (LV) prostatico ipsilateral. Se realiz6 estudio macroscopico y con microscopia optica
(MO) con morfometria (analisis de imagen por ordenador). Los resultados se compararon con los de otros 20 LV de
ratas no manipuladas.

RESULTADOS: Se observo una discreta (no significativa) reduccién del peso del LV en el grupo sometido a bloqueo.
El estudio con MO demostré una reduccion significativa de la altura del epitelio en el grupo manipulado. Las propor-
ciones medias de los compartimentos glandulares fueron: grupo control: 28,1% (epitelial), 29,8% (estromal), y 70,2%
(glandular - luces mas epitelio-); grupo estudio: 30,5% (no significativo), 37,4% y 62,3% (ambos p < 0,05) respectiva-
mente. El area del epitelio no sufrié variacién importante. Se observé un menor recuento vascular global en el grupo
estudio. Se observé una difusion retroperitoneal del colorante de la solucién de bloqueo ipsilateral en 9 ratas (45%), y
bilateral en 11 (55%).

CONCLUSIONES: El bloqueo alcohdélico de raices sacras en la rata produce una atrofia del componente glandular (a
expensas del area luminal, sin cambios en el epitelio). No existieron diferencias a nivel macroscopico. Este estudio no
ha podido reproducir los cambios producidos por la denervacién quirtirgica estandar, por lo que no podemos recomen-
dar que este método deba sustituirla en futuros modelos.

ABSTRACT

OBJETIVE: To validate a simplified model of neural manipulation of the lower urinary tract of the rat, by means of
alcoholic blockade of sacral roots.

MATERIAL AND METHODS: Twenty Sprague-Dawle rats (aged 3 months) underwent alcohol sacral root blockade
under total anesthesia with previous needle placement monitoring (electrostimulation). After 28-30 days, ipsilateral
ventral prostatic lobe (VL) was obtained. Macroscopic and light microscopy (LM) studies were performed (computerized
image analysis). Results were compared with 20 LV from non manipulated rats.

RESULTS: A slight non significant decrease of LV weight in the blockade group was notice. LM study showed a
reduced epithelial height after manipultation. Gland compartment mean proportions were: control group: 28,1% (epit-
helial), 29,8% (stromal), y 70,2% (glandular -lumen plus epithelium-); study group: 30,5% (not significant), 37,4% y
62,3% (both p < 0,05) respectively. Epithelium area did not suffer any variation. A reduced vascular overall count was
noted in the study group. Ipsilateral diffusion ob flockade solution was shown in 9 rats (45%), and bilateral in 11
(55%).

CONCLUSIONS: Alcoholic sacral root blockade produces an atrophy of the glandular component (due to luminal
shringkage, without epithelial change). No differences were found after the macroscopic study. This study could not
reproduce the changes produced after standard surgical denervation, therefore we cannot recommend this method to
be used in future models.

Trabajo subvencionado con una beca de la Asociacién Espariola de Urologia
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s conocido el papel de los andrégenosy los fac-

tores de crecimiento (interacciones entre epi-
telio y estroma) en el crecimiento y desarrollo de
la prostata. También existen lineas de trabajo a
nivel experimental que han demostrado la exis-
tencia! y el papel de la inervacion en el manteni-
miento de la estructura de esta glandula?-5,

Es de gran importancia el conocimiento de los
mecanismos reguladores del mantenimiento y
desarrollo de la prostata, ya que existen entidades
clinicas de gran prevalencia que cursan con un
crecimiento anémalo de la glandula. El desarrollo
de modelos experimentales que actiien sobre estos
mecanismos de regulacion permitira el avance de
lineas de investigaciéon en este sentido.

Experiencias previas en esta linea de trabajo
han demostrado cambios estructurales y funcio-
nales tras la denervacion microquirurgica del trac-
to urinario inferior en la rata?®. Este procedimien-
to conlleva una laparotomia, con el consiguiente
consumo de tiempo y morbilidad asociada.

El objetivo del presente estudio es validar un
nuevo método de manipulacion neural del tracto
urinario inferior de la rata con el objeto de simpli-
ficar la metodologia en experiencias futuras.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon 40 ratas Sprague-Dawley de
250-300 g de peso (3 meses de edad). De modo ale-
atorio se distribuyeron en dos grupos: Grupo estu-
dio, formado por 20 animales fueron sometidos a
bloqueo alcohodlico unilateral (derecho) de raices
sacras, mientras que otros 20 (grupo control) no
fueron manipulados.

Previamente al bloqueo fue necesaria la induc-
cién anestésica. Esta se llevé a cabo con la inyec-
cion por via intramuscular de 0,4 ml por cada 250
g de peso de una mezcla de ketamina (50 mg/ml),
atropina (1 mg./ml.) y diazepam (5 mg./ml.), en
una proporcion de 5, 2 y 8 ml. respectivamente. No
fueron necesarias la intubacién ni la ventilacion
mecanica. Se administro por via intramuscular una
profilaxis antibiética que consistié en 0,5 ml de una
solucién de ofloxacino (200 mg/100 ml).

El bloqueo de raices sacras se llevé a cabo
mediante agujas de 22G (Abbocath®) que fueron
dirigidas hacia los orificios sacros (Fig. 1) derechos
a través de la musculatura paravertebral, tras rea-
lizar una pequena ventana en el plano cutaneo que
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FIGURA 1. Anatomia ésea de la pelvis de la rata (vista dor-
sal) donde pueden apreciarse los orificios sacros (flecha)
por donde se realiza el bloqueo.

permitié establecer las referencias oportunas
(relieves de la cresta sacra media). No se realizo
diseccion de dicha musculatura hasta el plano
6seo debido a la gran yatrogenia que esta opera-
ciéon supone. Una vez localizados los orificios se
realizé una electroestimulacién bipolar, verifican-
do la colocacién correcta de las agujas mediante
una contraccion de la musculatura perineal y una
sacudida de la cola del animal.

La solucion de bloqueo se constituyé con eta-
nol de 96¢ diluido al 50% con una solucion de clor-
hidrato de mepivacaina al 2%. Se anadieron a la
mezcla 3 o 4 gotas de azul de metileno por cada 5
cc de solucién para identificar, durante el sacrifi-
cio del animal, el grado y las caracteristicas de la
difusion en el retroperitoneo pélvico de la solucion
de bloqueo. Esta se instil6 a través de los orificios
sacros derechos, a razon de 0,2 cc por animal,
inmediatamente después de la comprobacion
mediante electroestimulaciéon de la colocacion
correcta de las agujas.

Transcurridos 28 - 30 dias desde el bloqueo, se
extrajo el LV derecho en los grupos estudio y con-
trol. Esta se llevo a cabo mediante nueva anestesia,
y técnicas de microcirugia. Tras la extraccion del LV,
se inspecciono el retroperitoneo pélvico compro-
bando el grado y topografia de la difusién del azul
de metileno incluido en la solucion de bloqueo.

El examen macroscopico se realiz6 mediante
medicién del peso en fresco del LV extraido con la
ayuda de una balanza de precision (Mettler Toledo
AB-204, Greifensee, Switzerland). Se establecio
comparacion entre los grupos bloqueado y control
con respecto a este parametro.
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El estudio con microscopia 6ptica (tincién con
hematoxilina-eosina) comenzoé con la medicién de
la altura epitelial (10 mediciones al azar por cada
caso) en imagenes digitalizadas a 400x (Fig. 2).
Posteriormente se obtuvieron imagenes a 100x
(cinco campos por cada caso) y, tras su digitaliza-
cién, fueron convertidas a una escala de grises.
Mediante retoque fotografico con el programa
Adobe Photoshop 3.0 (Adobe Systems Inc., San
José, CA) fueron eliminadas areas artefactuales
(grumos de colorante de la tincién, y otras impu-
rezas) dejando unicamente elementos “puros” o
compartimentos histologicos a estudiar: luces
glandulares, epitelio y estroma (Fig. 3). Se calcula-
ron la relacion entre epitelio y estroma (REE), asi
como entre glandulas (epitelio + luces) y estroma
(RGE). Posteriormente, con el programa de anali-
sis de imagen Matrox Inspector 2.0 (Matrox
Electronic Systems Ltd. FL) se realiz6 una medi-
cion automatica del area ocupada por cada uno de
los compartimentos mencionados.

El analisis de la vascularizacion prostatico
(indice de vascularizacion prostatico o IVP) se llevo
a cabo mediante recuento de luces vasculares
mediante recuento visual con ayuda de una reji-
lla suministrada por el programa de analisis de
imagen (Fig. 4), en preparaciones visualizadas a
400x. Se visualizaron cinco campos por cada caso.
Dicho recuento fue realizado de modo global y des-
glosado por categorias vasculares: categoria-1
(capilares), y categorias- 2,3 y 4 (vasos con tunica
media de pequeno, mediano y grueso calibre res-
pectivamente).
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FIGURA 2. Medicion de la altura epitelial con ayuda del
programa de andlisis de imagen (400X).
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FIGURA 2. Medicidén de la altura epitelial con ayuda del
programa de andlisis de imagen (400X).
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FIGURA 3. Recuento vascular con ayuda de rejilla propor-
cionada por el ordenador (400x).
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FIGURA 4. Medicion automadtica (tras retoque fotogrdfico)
de la superficie ocupada por los compartimentos glan-
dulares. Imagenes digitalizadas en escala de grises a
100x.
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El analisis estadistico comparativo se llevo a
cabo mediante el test de la “t de Student” (varia-
bles que se ajustaron a una distribuciéon normal o
gaussiana) cuando se consideraron variables
cuantitativas y se compararon medias aritmeéti-
cas, y mediante la “U de Mann-Whitney” cuando
el ajuste a distribucién normal no se produjo. La
comparaciéon de proporciones se realizé6 mediante
el test del “Chi-cuadrado” de Pearson. Para cada
media aritmética se muestra el error estandar (EE)
de la misma, y para las comparaciones entre los
dos grupos estudiados se ofrece el valor de p (nivel
de significacion estadistica) para cada variable.

La recogida de datos se llevo a cabo mediante
una base confeccionada con Microsoft Access y el
analisis estadistico con el programa SPSS 6.0.

RESULTADOS
El peso del LV extraido fue de 0,287 g en el
grupo sometido a bloqueo frente a 0,33 (p = 0,096)

en el control. Se observo, por tanto, una reduccion
del 13% (“casi significativa”) en el peso en fresco
del LV tras la manipulacion.

En la Tabla I se ofrecen los valores correspon-
dientes a la altura epitelial. Se encontré una
menor altura en el epitelio de las ratas del grupo
estudio. En cuanto al analisis de los comparti-
mentos histolégicos (Tabla II, Figs. 5a 'y 5b) hemos
detectado una reduccion del area ocupada por el
compartimento glandular tras el bloqueo (62,6%
en el grupo estudio frente a 70,2% en el control, p
= 0,005), a expensas sobre todo de las luces glan-
dulares. No se produjo un cambio relevante en
cuanto al area del compartimento epitelial. La
superficie estromal aumenté significativamente
en proporcion al resto de compartimentos (37,4%
en el grupo bloqueado frente a 29,8% en el con-
trol, p = 0,005). No se detectaron diferencias sig-
nificativas al comparar la REE y la RGE en los dos
grupos estudiados.

TABLA I
MEDICION DE LA ALTURA EPITELIAL (VALORES EN PIXELS)
|| Total Bloqueo Control NSE ||
Altura Rango 0,24-14,77 0,24-14,77 6,9-13,76 p = 0,04
epitelial m/EE 9,59/0,46 8,29/0,66 10,9/0,52 ’

m= media aritmética; EE = error estandar de la media; NSE = nivel de significacion.

TABLA II
DISTRIBUCION DEL AREA OCUPADA POR LOS COMPARTIMENTOS HISTOLOGICOS DE LA GLANDULA
Total Bloqueo Control NSE
Epitelial (%) Rango 18-42 20-42 18-40 p=0,187
m/EE 29,3/0,92 30,5/1,18 28,1/1,39 ’
Luminal (%) Rango 16-52 16-52 30-52 p<0,001
m/EE 37.1/1,4 32,1/1,89 42,1/1,3 ’
Glandular (luz + Rango 45-80 45-80 57-80 p=0,005
epitelio) (%) m/EE 66,4/1,4 62,6/2,02 70,2/1,57 ’
Estromal (%) Rango 20-55 20-55 20-43 p=0,005
m/EE 33,6/1,4 37.4/2,02 29,8/1,57 ’
REE Rango 0,39-1,7 0,39-1,45 0,43-1,7 p=0,207
m/EE 0,95/0,06 0,88/0,07 1,03 /0,09 ’
RGE Rango 0,82-4 0,82-4 1,33-4 p=0,009
m/EE 2,19/0,14 1,84/0,17 2,54/0,19 ’

REE = relacién epitelio/estroma; RGE = relacion glandulas/estroma.

m = media aritmética; EE = error estdandar de la media; NSE = nivel de significacion.
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FIGURA 5. Fotografias de preparaciones de microscopia
dptica (100x) donde se puede apreciar una mayor presen-
cia glandular en las ratas intactas (5a), en comparacién
con las sometidas a bloqueo (5b). Existe una mayor pro-
porcion estromal en estas tltimas.

El recuento vascular (Tabla III) fue significati-
vamente inferior cuando se consideré el IVP (10,2
vasos por campo de gran aumento en el grupo
sometido a bloqueo, versus 12,15 en el grupo con-
trol, p = 0,02). No obstante, cuando se desglosa-
ron los resultados por categorias vasculares, esta
diferencia no pudo ser probada.

Tras la inspeccion del retroperitoneo pélvico en
los 20 animales bloqueados, hemos encontrado
una difusién ipsilateral de la solucién de bloqueo
en 9 casos (45%), y bilateral en 11 (55%).

DISCUSION

Existen experiencias previas que han demos-
trado cambios sustanciales en la préstata de la
rata tras su denervacion quirurgica mediante
modelos experimentales?5. Por otro lado, el blo-
queo de raices sacras es un procedimiento que ha
sido empleado en el ambito clinico para el trata-
miento de patologia prostatica como la hiperpla-
sia benigna, produciendo cambios relacionados
con cierta atrofia de la glandula®. Ademas, el
empleo de alcohol en la solucién de bloqueo pro-
duce una degeneracion axonal irreversible”, por lo
que los efectos quimicos de éste podrian conside-
rarse una denervacion propiamente dicha. En este
trabajo hemos pretendido establecer un modelo
simplificado y reproducible de denervacion del
tracto urinario inferior en estos animales sin recu-
rTir a la cirugia.

TABLA II1
NUMERO DE LUCES VASCULARES POR CAMPO DE GRAN AUMENTO (400x). RECUENTO GLOBAL Y POR CATEGORIAS
Total Bloqueo Control NSE
Recuento vasos Rango 2-6 2-6 2-6 p=0,385
categoria - 1 (¥) m/EE 3,63/0,14 3,5/0,21 3,75/0,19
Recuento vasos Rango 0-6 0-5 2-6 p=0,084
categoria - 2 m/EE 3,5/0,2 3,15/0,3 3,85/0,25
Recuento vasos Rango 0-6 0-5 0-6 p=0,470
categoria - 3 m/EE 2,6/0,27 2,4/0,34 2,8/0,43
Recuento vasos Rango 0-5 0-3 0-5 p=0,054
categoria - 4 m/EE 1,45/0,16 1,15/0,18 1,75/0,24
IVP Rango 6-20 6-14 8-20 p=0,02
m/EE 11,17/0,43 10,2/0,52 12,15/0,61

(*) Variable que no siguié una distribucién normal (gaussiana).

m = media aritmética; EE = error estandar de la media; NSE = nivel de significacion IVP = Indice de vascularizacion prostdtica.
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Tras la denervacion del tracto urinario inferior
de la rata se produce una atrofia de la glandula
prostatica?®. Esta atrofia se ha verificado en
forma de una reduccion de su peso, de la altura
epitelial, o bien mediante repercusiones impor-
tantes en el aparato secretor de la célula epitelial,
con una disminucion de la actividad secretora.

No obstante, a tenor de los resultados obtenidos
en este trabajo, dicha atrofia no ha podido ser pro-
bada con una significacion plena, y los cambios en
los compartimentos glandulares son poco aparen-
tes y con poca participacion del componente epite-
lial. Ademas, la inspeccién del retroperitoneo pélvi-
co ha mostrado que la difusién de la solucién de
bloqueo no ha conseguido ser selectiva en el lugar
de la inyeccion en el 55% de los casos, lo que con-
llevaria una denervacion bilateral en algunos casos.
Esta denervacion bilateral podria producir una ato-
nia vesical, un estasis urinario y un reflujo de orina
hacia los ductus prostaticos, lo cual afectaria el
analisis morfolégico de la glandula.

La electroestimulacion garantiza que la solucion
de bloqueo llegara a las raices sacras, tanto efe-
rentes como aferentes. No obstante, es necesario
asumir que el bloqueo producido puede englobar
ambos lados a nivel del retroperitoneo pélvico. Esta
falta de unilateralidad podria también producir un
efecto sumatorio del bloqueo de fibras contralate-
rales. Se asume que, como en el resto de visceras
de la linea media, puede existir un cruce de fibras
nerviosas que llegan a la prostata de cada lado®.

Ademas, una parte importante de la inervacién
prostatica es vehiculada por el sistema nervioso
vegetativo simpatico®. Las fibras simpaticas pre-
ganglionares tienen su origen en segmentos medu-
lares T10-L2, con sinapsis en la rata en el ganglio
mesentérico inferior. Tras extirpar el ganglio pélvi-
co principal (como en la mayoria de las series) se
lesiona también este componente. No tenemos esta
seguridad, por el contrario, mediante el bloqueo de
raices sacras, ya que la solucién de bloqueo difun-
de al retroperitoneo pélvico de modo mas difuso, no
pudiendo garantizar que el componente simpatico
haya sido incluido en el bloqueo.

Tampoco podemos emplear la metodologia pre-
sentada como modelo de bloqueo selectivo para-
simpatico, ya que los hallazgos mencionados no
han sido reproducidos por otros trabajos de lesion
selectiva del componente parasimpatico*8.
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CONCLUSIONES

El bloqueo alcohdlico de raices sacras produce
cambios a nivel microscopico en la préstata de la
rata consistentes con una atrofia del componente
glandular (a expensas de una reduccion del area
ocupada por luces glandulares, sin variar el area
epitelial). Ademas, existe una disminucién del
recuento vascular global. No obstante, no hemos
constatado un efecto significativo a nivel macros-
copico. Estos hallazgos son similares a experien-
cias previas con denervacion quirurgica de la pros-
tata, aunque menos llamativos. Por ultimo, la
selectividad unilateral de este modelo de bloqueo
de raices sacras no puede ser garantizada.

En base a los resultados obtenidos, no pode-
mos recomendar que el bloqueo de raices sacras
en la rata deba sustituir a la denervaciéon quirur-
gica estandar en futuros modelos.
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