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Resumen

Los musculos del suelo pélvico son fundamentales para el funcionamiento del sistema
urogenital. La gestacién y el parto conllevan lesiones neuromusculares que incrementan el
riesgo de desarrollar disfunciones uroginecoldgicas.

El yodo molecular es un micronutriente con propiedades antioxidantes que, segun el
contexto celular, puede actuar como un inhibidor o activador de la respuesta inmune.

El objetivo de esta tesis fue evaluar el grado de dafo en los musculos pélvicos de ratas
primiparas tratadas o no con yodo molecular. Para ello se analizaron variables zoométricas,
morfométricas y bioquimicas en ratas nuliparas y primiparas.

La dosis de yodo molecular utilizada fue de 0.0005% diluida en el agua de beber y se
administré durante los tres primeros dias postparto. Los datos obtenidos se analizaron
mediante ANOVA de dos vias para muestras independientes seguido de una prueba de
Tukey para identificar diferencias estadisticamente significativas.

La primiparidad en la rata incrementd el peso corporal y redujo los niveles de glucosa sérica.
Ademas, incrementd la longitud y el ancho de los musculos ilio- y pubococcigeo. La
administracion de yodo molecular durante los primeros tres dias posparto evité ambos
cambios musculares.

También evité el dafio del iliococcigeo, estimado por la actividad del enzima B-
glucuronidasa, y redujo el contenido de glucégeno del pubococcigeo en el postparto. Dado
gue el dafio del iliococcigeo se encontrd correlacionado positivamente con su longitud vy el
numero de crias paridas, los hallazgos de esta tesis sugieren que el yodo molecular mitiga el
dano del iliococcigeo en el postparto temprano de la rata.
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1.0 INTRODUCCION

Las alteraciones en los musculos del piso pelvico conllevan a una serie de condiciones que
impactan en la salud de los seres humanos, una de ellas es la incontinencia urinaria, que
afecta en mayor medida a las mujeres disminuyendo su calidad de vida. La gestacion y el
parto son factores de riesgo para el desarrollo de esta patologia. Estos estados generan
lesiones a nivel muscular que desencadenan respuestas inflamatorias como parte del proceso
fisioldgico de reparacion y regeneracion del tejido. Sin embargo una respuesta inflamatoria
exacerbada puede generar un dafio al tejido, por eso una opcion es investigar posibles agentes
que puedan regular esta actividad inmunolégica, mitigando el dafio a la musculatura, una de

esas moléculas pudiera ser el yodo molecular.

1.1Musculo esquelético

El tejido muscular esquelético se denomina asi porque la mayoria de los mdsculos mueven
los huesos del esqueleto, mediante la contraccion y la relajacion alternante, este tejido cumple
4 funciones fundamentales: la produccion de movimientos corporales, estabilizacion del
cuerpo, almacenamiento, movilizacion de sustancias dentro del cuerpo y la produccién de
calor (Gerard Tortora & Bryan Derrickson, 2014). Es uno de los tejidos mas dindmicos y con
mayor elasticidad del cuerpo humano; muestra una capacidad impresionante para adaptarse
a las demandas funcionales, constituye aproximadamente el 40% del peso corporal total,
contiene del 50 al 75% de las proteinas corporales, contribuye significativamente a multiples
funciones en el organismo, mediante la conversidn de energia quimica a energia mecanica
para generar fuerza y potencia para mantener la postura y producir movimiento (Frontera &
Ochala 2015).

Cada uno de los musculos esqueléticos es un 6rgano independiente compuesto por
cientos de miles de células denominadas fibras musculares (miocitos) por su forma alargada,
tambien contiene tejido conectivo alrededor de estas fibras musculares (epimisio, perimisio
y endomisio), ademas de vasos sanguineos y nervios (Gerard Tortora & Bryan Derrickson,
2014). EI movimiento se genera gracias a la contraccion de las miofibras, la integridad y la
funcién de estas células pueden verse dafiadas por diferentes situaciones como traumas,

exceso de tension, laceraciones o alguna contusion. Los nucleos de éstas fibras son
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postmitoticos, es decir, que ya no pueden dividirse,), la regeneracion de este tejido esta
asegurada por una poblacién de células madre musculares adultas, denominadas células
satélite, en ausencia de ellas la regeneracién del tejido no se puede llevar a cabo con éxito
(Duchesne y cols. 2017).

Las fibras musculares en los mamiferos son muy heterogéneas. A través de diversos
estudios se han demostrado que la clasificacion puede ser variable, desde principios del siglo
XIX se ha podido distinguir a las fibras musculares en funcion de sus propiedades contractiles
como: rapidas cuyo metabolismo es glucolitico, cuyo propdsito es la actividad fisica y lentas
las cuales tienen un alto contenido en mioglobina y enzimas oxidativas, hechas para una
actividad mas continuas o de resistencia. Existe una clasificacion més de las fibras
musculares de contraccion rapida, hecha gracias a la actividad de la enzima ATPasa de la
miosina y la velocidad en la cual existe el acortamiento muscular, de esta forma se
denominaron dos poblaciones mas de fibras (2A y 2B), ambas poblaciones tienen un alto
contenido de enzimas glucoliticas y que dentro de éstas hay unidades motoras fatigables
rapidas que normalmente estan compuestas por fibras de tipo 2B y resistentes a la fatiga
(Schiaffino & Reggiani, 2011).

1.2 Musculos del piso pélvico femenino

Las funciones reproductivas femeninas se llevan a cabo una gran cantidad de
procesos, tales como: ovulacion, fertilizacion, embarazo, parto, y no reproductivos, como la
continencia y expulsion de orina. Todas estas funciones del aparato reproductor femenino
tienen como sustrato al area pélvica y perineal con su intrincada red de nervios, muasculos,

vasos, tejido conectivo y visceras (Birder y cols. 2010).

El suelo pélvico es una estructura muscular y de tejido conectivo que da soporte y
suspension a estructuras de la pelvis y el abdomen. En la mujer, los érganos pelvicos se
pueden dividir en tres compartimentos: anterior (vejiga y uretra), medial (Utero, vagina) y
posterior (recto, ano y el esfinter); estos érganos estan intimamente relacionadas con los
musculos del piso pélvico (Katya Carrillo & Antonella Sanguineti, 2013). EI componente
muscular mas prominente del piso pélvico es el complejo muscular elevador del ano (LAM),

que cubre la mayor parte de la superficie pélvica.
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El LAM y otros musculos del piso pélvico corresponden a un grupo de musculos
estriados que forman una estructura similar a una “hamaca” para los 6rganos de la pelvis
(Katya Carrillo & Antonella Sanguineti, 2013). Participan en el sostenimiento de la vejiga,
el Utero, el recto y, junto con los esfinteres anales, tienen un papel importante en la regulacion,
almacenamiento y evacuacion de la orina y heces, lo requiere la coordinacion de los

componentes viscerales y somaticos (Bharucha 2006).

El LAM esta compuesto a su vez por los musculos (de medial a lateral) puborrectal,
iliococcigeo y pubococcigeo. En la parte mas distal se localizan los mdsculos perineales
como el transverso del pering, el bulboesponjoso y el isquiocavernoso (Bharucha, 2006). Este
conjunto de masculos estriados tiene la funcion de contener las visceras pélvicas y participar
de forma activa en procesos de miccién, defecacion, durante el coito, durante el proceso de
parto (Bharucha 2006).

1.3 Los musculos del piso pélvico asisten la miccion

La miccidn es un reflejo que permite el vaciamiento de la vejiga urinaria cuando ésta ha
alcanzado su limite de llenado e involucra el almacenamiento progresivo de orina en la vejiga
hasta que ésta alcanza su umbral, desencadenando un reflejo nervioso llamado reflejo de
miccion; la vejiga se contrae y la expulsion de la orina se produce a través de la uretra
(Quintana y cols. 2009).

El almacenamiento de orina esta bajo control voluntario y modulado por el centro de
miccion pontino. La vejiga cumple con el rango de llenado fisioldgico de la misma (vacia
hasta su capacidad, tipicamente 500-600 ml) y se adapta al aumento del volumen urinario sin
aumentar la presion. Esta distension mecéanica no tiene paralelo en ningln otro érgano y se
logra mediante la funcion especializada del mdsculo liso del detrusor y la modulacion
neuroldgica. (Norton & Brubaker, 2006)

El mecanismo de continencia urinaria requiere de dos componentes principales: uno
estructural que desempefia un papel de soporte fisico al tracto urinario, integrado por la
musculatura del piso pélvico y tejido conectivo; el neuromuscular formado por el nervio
pudendo v el esfinter uretral externo (Gill y cols., 2010). Las inserciones fasciales conectan

el tejido periuretral y la pared vaginal anterior con el arco tendinoso en la pared lateral
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pélvica, mientras que las inserciones musculares conectan el tejido periuretral con el borde
medial del elevador del ano. El soporte uretral es proporcionado por una accién coordinada
de la fascia y los musculos que actian como una unidad integrada bajo control neural
(Herschorn, 2004). Este soporte musculo-fascial proporciona una hamaca sobre la que se
comprime la uretra durante los aumentos de la presion intra abdominal. La falla de uno de
los componentes de soporte no producira invariablemente incontinencia de esfuerzo, debido

al efecto compensador del otro componente (Herschorn, 2004).

La incontinencia urinaria (IU) es causada por una alteracion en la funcion de
almacenamiento y ocasionalmente en la funcion de vaciado del tracto urinario inferior.
(Norton & Brubaker, 2006). Se define como la queja de cualquier pérdida involuntaria de
orina (Abrams y cols. 2003). La Sociedad Internacional de Continencia define dos tipos
principales de IU: la incontinencia de esfuerzo (SUI) definida como la queja de fuga
involuntaria de orina asociada con tos, estornudos o esfuerzo fisico; y la incontinencia
urinaria de urgencia (IUU) caracterizada por la fuga involuntaria que puede presentar
diferentes sintomas como pequefias pérdidas frecuentes entre micciones o como una fuga
incontrolable con vaciamiento completo de la vejiga (Abrams y cols. 2003). También se
puede presentar la incontinencia mixta un tipo de afeccion en donde la fuga involuntaria esta
asociada a ambos tipos de incontinencia (Abrams y cols. 2003). Estas disfunciones a menudo
surgen durante el embarazo o el parto (Aoki y cols. 2017) aungue existen otros factores que
facilitan la presencia de incontinencia urinaria como la edad, sexo, obesidad y el nimero de
partos (Wilson y cols. 1996). En México la IU constituye un problema médico y social
importante; que deteriora significativamente la calidad de vida de los pacientes, limita su

autonomia y reduce su autoestima (Secretaria de Salud 2009).

En un estudio realizado por Veldzquez-Magafia y colaboradores (2007), en el que
determinaron la prevalencia de incontinencia urinaria en 800 mujeres entre los 20 y 80 afos
de edad en la ciudad de México, se encontrd que la prevalencia de 1U fue del 46.5%; las
mujeres que cursaban con esta patologia se registraron con un mayor nimero de embarazos
y partos en comparacion con las mujeres continentes. Martinez-Espinoza y colaboradores en
(2006) investigaron la frecuencia de 1U en la zona metropolitana de Guadalajara a través de

un estudio en donde participaron 352 mujeres entre 15 y 85 afios, y reportaron que la
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prevalencia de desarrollo de incontinencia por cada 100 personas fue de 27.8%; el tipo mas

frecuente fue la SUI (58%), y la multiparidad fue reportado como un perfil de riesgo.

16



1.4 Alteraciones en musculos del suelo pélvico femenino

Las mujeres experimentan una serie de cambios fisioldgicos y anatdmicos para la
adaptacion y respuesta a la demanda que la gestacion representa (Willians, Cunningham
Gary, 2011). La evolucion favorable del embarazo requiere una adaptacion anatomica, a nivel
del sistema musculoesquelético; el aumento en el peso gestacional, debido al agrandamiento
del Utero, aumento del volumen sanguineo, adaptacion del feto en crecimiento y la retencién
de liquidos altera el patrdn de carga en las estructuras musculoesqueléticas (Ireland & Ott,
2000; Talbot & Maclennan, 2016). EI embarazo y el parto causan traumas mecanicos en el
piso pélvico que muchas veces suelen ser irreversibles (Bortolini y cols. 2010). Durante el
parto, el paso de la cabeza del feto provoca alteraciones significativas en los musculos del
piso pélvico (Bortolini y cols. 2010). Las fibras musculares de la porcion medial del mdsculo
pubococcigeo se estira ~3.26 mas que otros musculos del piso pélvico durante la expulsion
del feto, superando en un 217% el estiramiento de los masculos en condiciones no gestantes
(Lieny cols. 2004).

Existen alteraciones mecéanicas o metabdlicas que pueden dafiar la funcion del
musculo. Las lesiones musculares agudas pueden ocurrir durante el uso de los musculos y
son atribuibles a las condiciones de carga que se aplican al misculo que exceden la capacidad
de este (Tidball 2011). Una lesién muscular se define de acuerdo con indices fisiologicos o
morfolGgicos y se expresa cuantitativamente como disminuciones en la produccion de fuerza
o alteraciones en la estructura miofibrilar normal. Implica un desequilibrio entre la
degradacion y la sintesis de proteinas, comunmente favoreciendo la degradacion, que
ocasiona una pérdida de proteinas miofibrilares y, consecuentemente, la reduccion del area
transversal de la fibra y alteraciones en la contractilidad muscular que conduzca a una fuerza
muscular reducida (Costamagna y cols. 2015). Por otro lado, las lesiones musculares también

implican procesos inflamatorios que pueden influir en la recuperacién subsecuente.
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1.5 Respuesta inflamatoria

Cuando las barreras externas de la inmunidad innata como la piel y otras capas
epiteliales quedan dafadas, se da paso a respuestas innatas resultantes a una infeccién o dafio
en el tejido que pueden inducir una cascada de eventos que conocemos cOmo respuesta
inflamatoria (Owen y cols. 2014). En funcién de su duracién, la inflamacion puede dividirse
dependiendo su duracién en aguda (con efectos a corto plazo que contribuyen a la reparacion
como por ejemplo de un tejido), o crénica (a largo plazo, que no se resuelven), y que pueden
generar el desarrollo de enfermedades (Owen y cols. 2014). Aunque se trate de un proceso
de inflamacion estéril (dafio tisular en condiciones libres de patdgenos), como las lesiones
deportivas, la respuesta inflamatoria que se desencadena también implica el reclutamiento
coordinado de células inmunes hacia el sitio de lesion (Duchesne y cols. 2017). La respuesta
inflamatoria incluye dos fases principales: la fase proinflamatoria, donde los leucocitos se
infiltran en el area lesionada y sefializan mediante moléculas pro-inflamatorias (p.ej. IFN-
gamma, TNF-alpha e IL-6). En la subsecuente fase anti-inflamatoria o fase restauradora, las
celulas y moléculas involucradas favorecen procesos como la cicatrizacion (piel, corazon) o

regeneracion (musculo esquelético) (Chazaud, 2020; Fig.1).

La lesién induce a una alteracion en la integridad de los vasos sanguineos, activando
asi la cascada de coagulaciéon sanguinea que se sabe es el punto de partida del proceso
inflamatorio, liberando proteinas y moléculas intracelulares que normalmente se encuentran
en la matriz extracelular, éstas activan a células residentes para que migren al sitio de lesién
(Chen & Nufiez, 2010). Una de las principales funciones de los mediadores tempranos de la
inflamacién es aumentar la vasodilatacion, la permeabilidad vascular y la expresion de
moléculas de adhesion que permitan la infiltracién de células inflamatorias al sitio de lesion
desde la circulacion sanguinea (Owen y cols. 2014). Los neutrofilos son las células
inmunitarias mas abundantes y las primeras en ser reclutadas en el sitio de la lesidn, con
numeros que disminuyen después de las 24 h, a partir de las 48 h después de la lesion, el
reclutamiento de macréfagos aumenta (Tidball 2011). Un estudio en ratones, en el 2007,

reveld que el masculo tibial anterior lesionado recluta macréfagos que exhiben un perfil
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proinflamatorio que ayudan a la fagocitosis y que rapidamente se convierten en macrofagos

con un perfil antiinflamatorio estimulando el crecimiento de fibras (Arnold y cols. 2007).

La reparacion y regeneracion muscular que siguen a una lesion o enfermedad requiere
que el masculo restablezca primero la homeostasis después de la perturbacion dafiina y luego
restaure las capacidades estructurales y funcionales normales del tejido (Tidball 2011). Esta
resolucion es un proceso activo que involucra interacciones celulares y moleculares que, en
el caso del masculo esquelético, involucra la activacion y diferenciacion de células satélite
(Callewaert y cols. 2007). Las respuestas inmunes relacionadas con la gestacion y el parto,
moduladas por moléculas endogenas como factores de crecimiento, citocinas, sustancias
quimiotacticas o exdgenas, pueden resultar blancos farmacoldgicos para intervenir algunos
trastornos del piso pélvico femenino. Por ello, es de interés evaluar la participacion de
moléculas con potencial neuromodulador como el yodo molecular (Aceves y cols. 2021). La
respuesta inmune asociada con la fase pro-inflamatoria es decisiva para la recuperacion de la

lesion muscular (Callewaert 2007).
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Fase proinflamatoria
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Proliferacion de células madre
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Figura 1. Descripcion de la respuesta inflamatoria a través de cortes histolégicos de corazén dafiados por una
cardiotoxina (Modificado de Chazaud, 2020).
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1.6 Yodo con efecto inmunomodulador

El yodo es un micronutriente esencial para la biosintesis de las hormonas tiroideas y
el posterior funcionamiento adecuado de las vias metabdlicas de todos los érganos del cuerpo
(Aceves y cols., 2021). La concentracion total de yodo en el cuerpo humano esta en el rango
de 30 — 50 mg y menos del 30% se encuentra presente en la tiroides y tiene un papel
hormonal; sin embargo, una cantidad significativa de yodo, cerca del 60-80%, se concentra
en tejidos extra tiroideos en donde se empieza a comprender su funcion bioldgica (Aceves y
cols., 2005). Aunque la captacion principal de yodo tiene lugar en la tiroides, muchos otros
organos lo captan, incluidos las glandulas salivales, mucosa gastrica, glandula mamaria
lactante, sistema nervioso, plexo coroideo, cuerpo ciliar del ojo, glandula lagrimal, timo, piel,
placenta, ovario, Utero y puede mantener o perder esta capacidad en condiciones patoldgicas

(Aceves y Anguiano, 2009; Aceves y cols., 2021; Fig.2).
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Figura 2. Organos y tejidos que absorben yodo (Aceves y cols. 2021).
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Thrall y Bull (1990) demostraron que la distribucion y la absorcion del yodo en ratas
Sprague- Dawley depende de la forma quimica en el que este se encuentre. El sistema de
transporte de yoduro (I") en muchos tejidos extra tiroideos implica la expresion del
simportador de yoduro de sodio (NIS) o el intercambiador aniénico pedrina (PDS), aunque
también hay reportes sobre la participacion de otros transportadores, incluidos anoctamina 1
(ANOL1) capaces de capturarlo (De La Vieja & Santisteban, 2018). EI yodo molecular (I2) es
captado por un mecanismo que tiene una alta afinidad y velocidad, dependiente de la sintesis
de proteinas y sin requerimientos energéticos, lo que sugiere que el transporte de esta

molécula sea por difusion facilitada (Kupper y cols., 1998).

En poblaciones asiaticas, que consumen alimentos con grandes cantidades de yodo,
existe una baja incidencia de cancer y se ha demostrado que este micronutriente tiene efectos
antioxidantes (Aceves y cols, 2021). Por lo anterior, Alfaro y colaboradores (2013) evaluaron
la adyuvancia antineoplésica del yodo molecular bajo la administracion de doxorrubicina, un
medicamento de primera eleccion para el tratamiento de cancer de mama que ocasiona
efectos adversos en la funcién cardiaca. La suplementacion con yodo molecular tuvo un
efecto cardioprotector revelado por la reduccidn de los niveles séricos de creatina quinasa y
la lipoperoxidacion del musculo cardiaco (Alfaro y cols., 2013). Por otro lado, Quintero y
colaboradores (2018), a través de un estudio en un modelo de hiperplasia prostatica,
demostraron que la suplementacion con yodo molecular en el agua de bebida previno el
crecimiento epitelial y redujo el estrés oxidativo inducido por las altas concentraciones de
testosterona, posiblemente debido a las acciones inhibitorias sobre la via de la ciclooxigenasa
y el oxido nitrico (Quintero-Garcia y cols. 2018).

Bilal y colaboradores (2017) observaron que en la superficie de los leucocitos se
expresan transportadores de yoduro capaces de desplazar la expresién de citocinas pro- hacia
anti-inflamatorias (Bilal y cols. 2017). Por otro lado, el yodo molecular activa la respuesta
Th2 y el aumento de secrecién de citocinas como IL-6, IL-10 o IL-8, ayudando a promover
la activacion y diferenciacion de linfocitos T reguladores y macréfagos anti-inflamatorios
(Aceves y cols. 2021; Fig.3). Se ha descrito que cantidades pequefias de yodo pueden tener
una actividad fisiologica importante. El suplemento de yodo molecular (3-6 mg/dia) en
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pacientes con enfermedad fibroguistica de mama se acomparfia de remision de los sintomas,

asi como efectos antiinflamatorios significativos (Aceves y cols., 2021).
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Figure 3. Mecanismos inmunomoduladores del yodo molecular (Aceves y cols., 2021).
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2.ANTECEDENTES
2.1 La rata como un organismo modelo para estudiar el suelo pélvico femenino

Para poder entender la fisiopatologia de muchas enfermedades y poder dilucidar los
tratamientos, técnicas o metodos, se han utilizado animales en experimentacion, aunque
muchos de ellos no pueden simular con total precision una patologia o el efecto de algin
tratamiento en el ser humano. A través de diversos estudios, se compararon los posibles
modelos animales que se pueden utilizar para ampliar nuestra comprension sobre la
incontinencia urinaria y permitir de igual manera pruebas preclinicas de posibles
tratamientos. La rata de laboratorio es una de las especies mas utilizadas debido a su costo
de mantenimiento y disponibilidad (Martinez-Gomez y cols., 2012).

En la rata hembra, el masculo pubococcigeo forma una capa laminar gruesa y con
forma triangular que tiene origen en el borde ventromedial de los huesos del pubis; es el
musculo pélvico més extenso del piso pélvico y sus fibras musculares comienzan a insertarse
en la cara interior de la sinfisis de la pelvis (Poortmans & Wyndaele, 1998) (Fig.4). A
diferencia de la mujer y la coneja doméstica (Cruz y cols, 2010), el pubococcigeo de la rata
hembra esté constituido principalmente por fibras de contraccion rapida (Cruz y cols, 2010).
Por otro lado, las fibras del musculo iliococcigeo se anclan desde el hueso iliaco a las apofisis
coccigeas y sus miofibras corresponden también a las de contraccion rapida (Cruz y cols,
2010) (Fig.1). La funcidon de ambos esta relacionada intimamente con el movimiento de la
cola (Poortmans & Wyndaele, 1998).

Alperin y colaboradores (2014) compararon la arquitectura de los musculos del suelo
pélvico del humano con los musculos pélvicos de la ratona, la rata y la coneja, usando un
indice de diferencia arquitectdnica (ADI). Calculado a partir de la longitud del masculo, la
longitud de la fibra, el area de seccion transversal fisioldgica y la longitud del sarcomero, y
considerando que un ADI pequefio refleja una mayor similitud entre los musculos de
cualquiera de esas especies y la mujer, se encontré que musculos como el coccigeo, ilio- y

pubococcigeo de la rata son los més similares a los de la mujer (Alperin y cols. 2014).
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2.2 Efectos de la gestacion en los muasculos del piso pélvico

Se cree que las vias por las que el parto conduce a trastornos del piso pélvico son
multifactoriales y que pueden estar asociados los dafios en nervios, tejido conectivo y
musculos, para demostrar estas alteraciones existen diversos estudios que ayudan a entender
como el parto conlleva a distintas adaptaciones en la anatomia y fisiologia del animal.
Ciertamente, la gran mayoria de los estudios en la rata se han dirigido a evaluar las
alteraciones en el esfinter externo de la uretra (o rabdo esfinter uretral) (Herrera-Imbroda y
cols. 2015), y escasamente se han dirigido a musculos pélvicos como el ilio- y pubococcigeo.
Aunque diversas especies se han utilizado para abordar la relacion entre estructura y funcion
de musculos pélvicos femeninos, es comun que la informacion de estudios de ciencia basica
provenga de modelos establecidos en la coneja (Martinez-Gomez y cols. 2011, Lopez-Garcia
y cols. 2013, 2016, 2017; Castelan, Lopez-Garcia y cols. 2018; Lopez-Juarez y cols, 2018;
Sanchez-Garcia y cols. 2019; Corona-Quintanilla y cols. 2020; Hernandez-Reynoso y cols.
2021; Hernandez-Bonilla y cols. 2022) y la rata.

La simulacion del trauma de parto es uno de los modelos mas utilizados en la rata
(Hijaz y col. 2008; Abramowitch y cols. 2009; Palacios y cols. 2016). Implica un estiramiento
excesivo de musculos del piso pélvico inducida por una distensién vaginal que excede entre
2 'y 4 veces la duracion del parto (Hudson y cols.1999); ciertamente, simula con suficiencia
la segunda etapa del trabajo de parto y, aun, los partos distocicos. Entre sus principales
ventajas se encuentran la anatomia de la pelvis de la rata (Sheth y cols, 2019), la distension
vaginal controlada en su totalidad, lesiones musculares muy reproducibles, y un periodo
postparto bastante uniforme para evaluar procesos inflamatorios y anti-inflamatorios, asi
como la contractilidad muscular. La principal desventaja implica la nula posibilidad de
evaluar las adaptaciones plasticas desencadenadas por el estado hormonal de la gestacion y
el postparto (Lowder y cols. 2007). El aplastamiento o la denervacion de musculos del piso
pélvico, especialmente del nervio pudendo, es una aproximacion utilizada frecuentemente
para evaluar las alteraciones neuromusculares; en algunos casos, tal estrategia se realiza en
combinacion con la simulacion del trauma de parto (Damaser y cols. 2003). Una proporcién
importante de los estudios realizados simulando el trauma de parto no ha tenido en cuenta la
fase del ciclo estral de las ratas (Castelan y cols. 2020), mientras que los realizados en ratonas

indican que no seria importante (Huang y cols. 2014). Por otro lado, los estudios que utilizan
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organismos gestantes y/o lactantes favorecen la evaluacion de musculos del piso pélvico bajo
las condiciones fisiologicas de la gestacion, el parto y la lactancia. Sin embargo, ello también
implica una alta variabilidad en condiciones como el nimero de crias, consumo de alimento
y metabolismo energético, duracion del parto, entre muchas otras. Resulta evidente que el
conocimiento sobre la estructura y funcion de musculos pélvicos en animales de
experimentacion se ha analizado en funcion de estados fisiologicos y extra-fisioldgicos,

complementado en ocasiones con evidencia proveniente de masculos de las extremidades.

La simulacion de trauma de parto causa signos de edema e incrementa la proporcion
de fibras de contraccion lenta (I/11) en el LAM, y reduce la proporcion de musculo (estriado
y liso en el esfinter uretral) en ratas que han tenido varios partos (Lin y cols. 1998). Algunos
de estos signos, como el edema, aparecen dentro de las 24 h posteriores al procedimiento;
otros se aprecian 4 semanas después (Lin y cols. 1998). El peso humedo y el area transversal
de la fibra del LAM se encuentran reducidas 3 semanas después de la denervacion bilateral
del nervio pudendo, y un efecto similar se reporta para el esfinter externo de la uretra, lo que

sugiere que un sugieren una atrofia muscular en el postparto (Yang y cols. 2020,).

Alperiny colaboradores (2015) determinaron las adaptaciones que el parto inducia en
musculos del piso pélvico de ratas Sprague-Dawley, virgenes, gestantes y posparto en la
musculatura, a traves de los principales parametros arquitectonicos que determinan la
excursion muscular y la capacidad de generar fuerza, longitud de la fibra, area de seccién
transversal fisioldgica y la longitud del sarcomero, encontrando que la gestacion indujo un
aumento en la longitud de todos los musculos, lo cual demostré que el embarazo induce
adaptaciones Unicas en la estructura de los musculos del piso pélvico (Alperiny col., 2015).
Posteriormente, el mismo grupo de investigacion determiné si el embarazo era capaz de
alterar las propiedades mecénicas y bioquimicas de la matriz extracelular de los masculos
del piso pélvico (Alperin y cols., 2016). Los hallazgos reportados mostraron que los ajustes
en la matriz extracelular de los musculos pélvicos son los responsables en la disminucién de
la tension muscular, favoreciendo el parto y otrogando una proteccion parcial a las lesiones

msuculares asociadas (Alperin y cols., 2016).

En nuestro grupo de trabajo se han observado signos histopatologicos de dafio

muscular (p.ej. fibras con edema, infiltracion de células polimorfonucleares, necrosis focal)
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en en los masculos iliococcigeo y pubococcigeo, aunque solo los del primero asocia con
indicadores de dafio bioquimico en el dia 20 postparto (Xochitemol Nava 2021; Rugerio
Zontecomani, 2022; Rodriguez-Jaimes 2023). De manera relevante, tales hallazgos coinciden
con una reduccion de la fuerza de contraccion del musculo iliococcigeo (Rodriguez-Jaimes
2023). No obstante los hallazgos de otros grupos y los nuestros, algunas variables
inflamatorias adn tienen que abordarse con més detalle en modelos fisioldgicos (Yoshikawa
y cols., 2017), como el de la rata primipara, como se ha hecho recientemente para los modelos

que simulan el trauma de parto (Duran y cols. 2023; Sesillo y cols. 2022).

2.3 Marcadores bioquimicos de dafio muscular

Lopez-Garcia y colaboradores en 2016 determinaron la amplitud del dafio asociado a
la multiparidad en un modelo de coneja, en donde a través de la actividad de la enzima [3-
glucoronidasa, se obtuvieron los muasculos pubococcigeo y bulboesponjoso de 20 conejas de
6 meses de edad (nuliparas y multiparas), sacrificadas a los 3 dias postparto y 20 dias
postparto para el caso de las conejas multiparas en donde observaron una diferencia entre la
actividad de la enzima entre los dias 3 y 20 postparto pero Gnicamente en uno de los dos

musculos, el pubococcigeo (Lopez-Garcia y cols. 2016).

Este estudio fue relevante para observar que puede existir un dafio en la musculatura
asociado a los partos, por lo que se inici6 la investigacion para los animales que solo hubieran
tenido un parto y las que no experimentaran gestacion. Sanchez-Garcia, Hernandez-Aragon
y cols. (2019) compararon los dafios en los musculos del piso pélvico (pubococcigeo y
bulboesponjoso) de conejas nuliparas, primiparas y en gestacion tardia, a través de la
actividad de la enzima B-glucuronidasa como marcador directo del dafio que existe en estos
tejidos, medicion del area transversal de la fibra para obtener informacion sobre la fuerza
contractil de la musculatura, se observo que efectivamente existian diferencias significativas
entre los grupos que se analizaron para los parametros evaluados, para el caso de la actividad
de la enzima B-glucoronidasa observaron una diferencia en el muasculo bulboesponjoso pero
no asi en el pubococcigeo, lo grupos que obtuvieron una mayor actividad fueron las gestantes

a comparacion con las nuliparas y las primiparas, pero de igual forma para el grupo de las
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primiparas evaluadas a los 3 dias postparto la actividad fue mayor en comparacion a las que

fueron evaluadas a los 20 dias postparto o las nuliparas.

2.4 Efecto del yodo sobre el musculo esquelético

A diferencia de la absorcion de yoduro que requiere de transportadores como el NIS,
la absorcion gastrointestinal del yodo molecular ocurre mediante difusion pasiva (Patrick,
2008; Aceves y cols., 2013). Sin embargo, la absorcion de yodo molecular es saturable y
dependiente de la sintesis de proteinas en tejidos como la glandula mamaria (Arroyo-
Helguera y cols., 2006). Thrall &Bull en 1990 demostraron que la distribucion y la captacion
del yodo en ratas Sprague- Dawley depende de la forma quimica en el que este se encuentre
(Thrall & Bull, 1990).

La acumulacion de yodo ha sido abordada en musculo esquelético de seres humanos
y otras especies de mamiferos, entre ellas la rata (Carr y Riggs, 1953, Ullberg and
Edwaldsson, 1964, Kirchgessner y cols., 1999, Schéne y cols., 2006,; Kursa y cols., 2010,;
Pilarczyk y cols., 2019,). En comparacién con el contenido reportado para tejidos como las
glandulas salivales y lacrimales y la mucosa intestinal, entre otros, el yodo acumulado en
musculos es bastante menor (Carr y cols., 1999). Sakar y colaboradores (2019) analizaron
las alteraciones derivadas de suplementar, durante 60 dias, una dosis 500 veces mayor al
consumo recomendado de yoduro sobre alteraciones metabolicas en la rata (Sarkar y cols.,
2019,). En el masculo cardiaco y el esquelético se encontr6é un incremento del contenido de
yodo muscular y glucosa sérica, una reduccion del glucégeno muscular, y un diametro de
miofibras reducido, entre otras alteraciones histoldgicas sugerentes de dafio muscular (Sarkar
y cols., 2019, ). Ciertamente, la reduccion de los niveles séricos de T3 y el incremento de la
T4 no permiten separar los efectos de un estado hipotiroideo (Sarkar y cols.,2019, ). Las
acciones de hormonas tiroideas son fundamentales para el masculo esquelético (Salvatore y
cols., 2014, ). En la coneja se conoce que musculos del piso pélvico como el bulbosponjoso,
iliococcigeo y el pubococcigeo expresan los receptores de hormonas tiroideas (TRa, TRB) y
de la tirotropina (TSH, TSHR) (Sanchez-Garcia y cols., 2016, 2018; Rodriguez-Castelan y
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cols., 2017). Ademas, el hipotiroidismo farmacoldgico inducido por metimazol dafia la
organizacion histoldgica y la actividad refleja del bulboesponjoso y el pubococcigeo durante
el reflejo de miccidn (Sanchez-Garciay cols., 2016, 2018; Rodriguez-Castelan y cols., 2017).
Los hallazgos anteriores han contribuido a conocer la relacion entre trastornos tiroideos e

incontinencia urinaria en la clinica (Minasian y cols., 2008; Cuevas-Romero y cols., 2017).

2.5 Papel del yodo sobre la respuesta inflamatoria

El yodo ejerce acciones importantes sobre el sistema inmunolégico, ya que muchas
de las células tienen la capacidad de metabolizar y dependiendo del contexto celular puede
actuar como inhibidor o activador de la respuesta inmune (Aceves y cols., 2021). Su efecto
en el sistema inmunoldgico y en la respuesta inflamatoria se debe en gran medida a su accion
antioxidante; el yodo actta neutralizando las especies reactivas de oxigeno o como un radical
libre capaz de yodar a la tirosina, histidina y los dobles enlaces de los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares, haciéndolos menos reactivos (Gartner, 2009;
Smyth, 2003). Algunos de los efectos antioxidantes pueden ocurrir a través de la sefializacion
mediante el factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide (NRF2), capaz de inducir al
alza la transcripcion de genes como los de la catalasa y SOD (Aceves y cols., 2021). Otro
blanco inflamatorio de interés es el factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNFa), una de las

citocinas que caracterizan la respuesta inflamatoria tisular.
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3.Justificacion

Existen estudios del papel del yodo en los procesos antiinflamatorios en los diversos érganos
extra tiroideos. Se ha descrito un efecto protector del 1> en el musculo cardiaco en presencia
del cancerigeno doxorrubicina, atenuando la generacién de radicales libres y evitando el
deterioro de las fibras cardiacas (Alfaro y cols. 2013). En este estudio nos interesa conocer
el efecto que tendria sobre el proceso inflamatorio del postparto en el musculo estriado del
piso pélvico, que es un componente relevante en enfermedades como la incontinencia
urinaria. Aunado a lo anterior, y considerando las propuestas sobre una sensibilidad
estrogénica en musculos del piso pélvico (Castelan y cols. 2020), el hallazgo que el I> modula
la expresion funcional del receptor de estrogenos alfa en células de cancer de mama (He y
cols. 2018), incrementa nuestro interés por un efecto especifico en musculos como el

iliococcigeo y pubococcigeo.
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4.Hipotesis

El yodo molecular tendra un efecto preventivo en la respuesta inflamatoria en los masculos

del piso pélvico durante el postparto en ratas primiparas y nuliparas

5.0bjetivo

Evaluar el efecto preventivo del suplemento de 12 en la respuesta inflamatoria posparto en

musculos del piso pélvico de ratas primiparas.

5.10bjetivos particulares

En los musculos iliococcigeo y pubococcigeo de ratas nuliparas y primiparas, durante el dia

tres postparto

e Determinar el efecto del yodo molecular sobre indicadores bioquimicos de dafio

muscular.
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6. Metodologia
6.1 Animales

Se utilizaron 24 ratas hembra de la cepa Wistar de 2.5 meses de edad, alojadas en cajas de
polipropileno (37 x 27 x 16 cm) y mantenidas en condiciones invertidas de luz obscuridad
(L:D 12:12, encendido de luces a las 20.00 h), con acceso libre de agua y alimento. EI Comité
Institucional de Cuidado y uso de Animales de Laboratorio del Centro Tlaxcala de Biologia
de la Conducta de la Universidad Auténoma de Tlaxcala aprob6 los siguientes

procedimientos.

6.2 Grupos experimentales

Al cumplir la edad establecida (2.5 meses para el grupo de nuliparas (N) y 3 meses para el
grupo de primiparas (P)) se monitoreo la regularidad del ciclo estral durante dos semanas.
Las ratas nuliparas recibieron aleatoriamente agua corriente (N; n=6) o 0.00005% yodo
molecular (NI2, n=6) durante tres dias. Al finalizar esta intervencion las ratas N fueron
sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital soédico (120 mg/kg, i.p.). En cuanto a las
ratas primiparas, al concluir la monitorizacion del ciclo estral se procedid a alojarlas por 24
h, e individualmente, con un macho experto de la colonia para que ocurriera la cépula (dia 0
de gestacion). El dia del parto, identificado por el hallazgo de las crias en la caja materna, se
asignaron aleatoriamente bebederos con agua corriente (P; n=6) o con 0.00005% (250
ug/rata) de yodo molecular (P12, n=6). Tres dias después las ratas del grupo P fueron

sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital sodico (40 mg/kg, i.p.).

6.3 Obtencion de muestras bioldgicas

Los animales fueron sacrificados mediante puncion cardiaca, previamente se

anestesiaron con pentobarbital sodico via intraperitoneal (40 mg/kg). Después se realizé una
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incision longitudinal de unos 3 cm de longitud en la piel sobre la linea media a la altura de la
cavidad pélvica y perineal. Se removio el tejido adiposo, asi como los huesos del isquion y
el pubis, se identificaron los masculos iliococcigeo y pubococcigeo y estos fueron disecados.
El dia del sacrificio se registrd el peso corporal. El peso hiumedo y las dimensiones de los
mausculos ilio- y pubococcigeo se hizo una vez que se extrajeron. Se obtuvo sangre por
puncion cardiaca; una vez coagulada a temperatura ambiente, se centrifugdé a 10000 rpm
durante 15 minutos para obtener el suero. EI material obtenido se congel6 y almaceno a -80°

C hasta su procesamiento para las pruebas bioquimicas.

6.4 Niveles de glucosa sérica

Para la cuantificacion de glucosa se realizé usando un kit comercial de la marca Licon
y se siguieron las instrucciones del inserto que el fabricante proporciono; se utilizd un

espectrofotometro a una absorbancia de 492 nm.

6.5 Determinacion de la actividad del g-glucuronidasa

El masculo completo se rompi6 utilizando un homogenizador electrénico (Tissue
Tearor, BioSpec Products, Inc) en un tampon de lisis (Tris-HCI 20mM pH de 7.4, glicina
100mM, NaCl 100mM, Triton X-100 al 0.1%, 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, DL-
ditiotreitol 1mM) afiadido a un cdctel inhibidor de proteasa (Sigma-Aldrich, México). Los
homogeneizados se centrifugaron a 19900 xg durante 30 min a 4°C en una centrifuga
refrigerada (Legend Micro 21 R, Thermo Scientific). El sobrenadante fue recogido y se midid

la concentracion proteica a través del metodo de Bradford.

La cuantificacion del B-glucuronidasa se realiz6 como hemos descrito anteriormente
(Sanchez-Garcia y col., 2019). Se colocaron 150 pL de buffer de acetato (100 mM a pH 4.2)
en un tubo eppendorf y se adicionaron 16.6 pL del extracto de musculo. Esto se mezclé en
el vortex durante 10 segundos para posteriormente incubarlo durante 5 min en una incubadora

a 37°C. Después de la incubacion se le adicion6 83.3 uL del sustrato (5 mM p-nitrofenil--
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D-glucuroénido). Esta mezcla se incubd durante 18 h a 37°C en una estufa. Terminada la
incubacion se afiadieron 500 ul de buffer de glicina fria (0.1 M pH 10) para detener la
reaccion y se centrifugé a 3500 rpm durante 10 min a 4°C. Posterior a esto la mezcla sé
cuantifico a 420 nm en un espectrofotometro. Se utilizd6 como control tejido de higado, el
cual se conoce tiene altas concentraciones de la enzima. Los datos se llevaron a una curva
estandar de p-nitrofenol previamente realizada y la actividad sera reportada como mM-s-kg

de proteina.

6.6 Determinacion de glucogeno

Se colocaron dos juegos de tubos eppendorf , el primer juego de tubos son para el
extracto que se hizo con ambas soluciones: hidroxido de sodio (NaOH) y &cido clorhidrico
(HCI). Se roturaron el nimero de tubos de acuerdo a la cantidad de muestras mas el control,
la primera solucion de NaOH, se realizé el mismo procedimiento, pero con la leyenda HCI.
El segundo juego de tubos se utiliz6 para recolectar el sobrenadante posterior a la hidrolisis,
fueron 4 tubos por masculo ya que las muestras se corren por duplicado. EI musculo que se
encontraba congelacion a -80°C, se secciond en dos partes iguales y cada parte se peso en la
balanza analitica, al primer grupo de tubos rotulados se le agregaron 200ul de HCI o NaOH
al 2M, se trituraron los musculos perfectamente con ayuda de un pistilo, una vez
homogeneizados los musculos se sellaron con Parafilm los tubos y se colocaron en agua
hirviendo durante una hora y cada 10 min se agitaron, posteriormente se centrifugaron a
10000rpm durante 5 min. En el sobrenadante obtenido, colocamos 30ul para cada tubo
rotulado del segundo juego de tubos y se le afiadieron 300ul del reactivo del kit de glucosa,
se homogeneizaron y se dejaron 5 minutos a temperatura ambiente y finalmente se leyeron

en el espectrofotometro

6.7 Inmunodeteccion en fase solida (Western blot)

Este ensayo se realiz partiendo del protocolo descrito por Carrasco-Ruiz y col.

(2018). El tejido se homogeneizé con un homogeneizador electronico en buffer de lisis
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(0.02M tris-HCI. pH 7.4, 0.1m NaCl, 0.1M glicina 'y Tx 0.1%) adicionado con un céctel de
inhibidores de proteasas (Sigma), 1 mM PMSF y 1 mM ditiotreitol. Después se centrifugaron
los homogeneizados obtenidos, 30 min a 15000 g a 4°C, se recuperé el sobrenadante y se
determind la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford. La separacién
electroforética de las proteinas se realizo utilizando geles de poliacrilamida y dodecil-sulfato
de sodio (SDS-PAGE). Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
usando el sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) y posteriormente las membranas se
incubaron con una solucion de bloqueo para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos.
Las membranas se incubaron durante 16-18 h a 4°C, con el anticuerpo primario (anti-TNF-
alfa, Abcam (ab9739)) al término, se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa. Las bandas inmunorreactivas se revelaron utilizando un kit de
quimioluminiscencia y la exposicion de placas radiograficas a las membranas se midieron
mediante densitometria con el programa ImageJ. Los resultados obtenidos fueron expresados

en unidades arbitrarias, previa normalizacion contra la membrana tefiida con rojo de Ponceau.

6.8 Andlisis estadistico

Los datos son la media + error estdndar de la media (EEM), a menos que alguna
excepcion se indique. La normalidad de los datos se inspeccioné con una prueba de Shapiro-
Wilks. Para analizar las variables zoométricas y bioquimicas se utilizaron analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias para muestras independientes. La primiparidad (P) y el consumo de
yodo en el postparto (I) se establecieron como factores principales. Cuando la interaccion
entre ambos factores (P*I) resulto estadisticamente significativa (p < 0.05), se utilizé una
prueba post-hoc de Tukey-Kramer para identificar las diferencias entre grupos. Si no, se
reportaron los efectos atribuidos a los factores principales. EI nmero de crias paridas entre
los grupos P y P+l se compard con una prueba de Mann-Whitney. Para llevar a cabo los
analisis estadisticos anteriores y elaborar las graficas correspondientes se utilizé el programa
Prism 9 para Windows (GraphPad). Para analizar las variables bioquimicas se removieron
los valores atipicos identificados como 1.5 veces menores que el cuartil inferior y 1.5 veces

mayor que el cuartil superior. Se utilizaron pruebas de Spearman para realizar las
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correlaciones presentadas. Para identificar los valores atipicos y llevar a cabo los analisis de

correlacion se utilizo el programa JASP (JASP Team, 2023).
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7. Resultados

7.1. Zoometria

La Tabla 1 presenta los datos descriptivos de las variables zoométricas evaluadas y los

resultados del analisis estadistico.

Tabla 1. Variables zoométricas.

‘ Variable N N+l P P+l P*1 (F; p) P (F; p) 1 (F; p)
Peso 246+ 6 244 +5 2766 276+ 14 0.7;0.4 12.8;0.0019 0.02; 0.9
corporal, g
Glucosa 11+2.7 85+16 54+04 56+0.3 0.4;0.5 7.4;0.0133 0.5;0.5
sérica,
mmol/L
Ndmero de NA 10.5 (7-13) NA 10 (7-11) NA NA NA
crias paridas

lliococcigeo
Peso 133+7 1277 153+11 105 + 9% 5.4;0.0301 0.01; 0.9 9.5; 0.0059
himedo, mg
Ancho, mm 39+0.1 3.8+0.2 5.5+0.5*% 3.5+0.2# 8.2; 0.0095 4.3; 0.0508 12.8;0.0019
Largo, mm 15.3+0.6 15.7+0.4 19.1+0.6 17.2+1.2 2.2;0.1 11.4;0.0030 0.8;0.4
Pubococcigeo
Peso 120+8 1056 145+ 4 126+ 11 0.07;0.8 8.7;0.0078 4.8; 0.0395
himedo, mg
Ancho, mm 4.2+0.2 4.2+0.18% 5.4+ 0.3** 4.2+0.3% 6.4;0.0201 6.6; 0.0186 6.1; 0.0231
Largo, mm 16+0.4 17 +£0.8% 20.5+0.6** 17 £1% 8.6; 0.0082 11; 0.0035 2.4;0.1
EDL
Peso 1035 102+2 98+7 102+2 0.3;0.6 0.3;0.5 0.04; 0.8
himedo, mg
Ancho, mm 43+0.1 4.1+0.1% 53+05 49+0.2 0.1;0.7 9.4; 0.0061 1.5;0.2
Largo, mm 27.1+0.6 26.5+0.7 24615 25909 0.9;0.3 2.5;0.1 0.1;0.7
Séleo
Peso 115+3 125+4 150+ 20 102+2 2.6;0.1 3.1;0.1 0.4;0.5
himedo, mg
Ancho, mm 6.5+0.1 5.8+0.5 6+£0.3 6.3+0.3 2;0.1 0.02; 0.9 0.4;0.5
Largo, mm 22.7+0.3 235+1.2 23.2+0.6 23.7+x04 0.04;0.8 0.3;0.6 0;0.3

Los datos son la media + el EEM excepto para el nimero de crias paridas que indican la mediana (valor minimo
— méximo. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias; se presentan los valores de F120) ¥ p de la
interaccion primiparidad*consumo de yodo (P*1), primiparidad (P) y consumo de yodo (1), y las diferencias
significativas estan subrayadas. N vs. P: *, p<0.05, **, p<0.01; N+l vs. P+l: #, p<0.05, #, p<0.01; N+l vs. P; &,
p<0.05, 4%, p<0.01. NA, no aplica.
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La primiparidad incremento el peso corporal y redujo la concentracion de glucosa
sérica. El numero de crias nacidas de las ratas P y P+I fue similar (U (42,36) = 15, p =0.3506).
El consumo materno de I en los primeros tres dias postparto disminuyo el peso y el ancho
del iliococcigeo. Ademas, evitd el incremento significativo de su longitud El peso himedo
del pubococcigeo del grupo P fue mayor que la del grupo N+I. En cambio, el consumo de I
en el postparto evitd el incremento significativo del ancho y la longitud del pubococcigeo
asociado con la primiparidad. Con excepcién del ancho del EDL, que se observo
incrementado en las primiparas, no se encontraron cambios significativos en la morfometria

de los musculos externos al suelo pélvico (Tabla 1).

Considerando el incremento en el peso corporal y la glucosa sérica de las ratas
primiparas, ambas variables se utilizaron para condicionar una matriz de correlacion entre el
numero de crias paridas (se asigné un cero a los grupos de nuliparas) y las variables
morfométricas de cada musculo. Los resultados obtenidos s6lo indicaron una correlacion

positiva entre el nimero de crias paridas y la longitud del musculo iliococcigeo (Tabla 2).

Tabla 2. Correlaciones parciales entre el ndmero de crias paridas y las variables
morfométricas de los musculos iliococcigeo, pubococcigeo, extensor largo de los dedos y
soleo.

Peso himedo Ancho Largo
Iliococcigeo -0.167, 0.459 0.014, 0.952 0.540, 0.01
Pubococcigeo 0.287,0.196 0.219, 0.327 0.208, 0.354
Extensor largo de los dedos 0.023,0.921 0.365, 0.095 -0.211, 0.347
Séleo -0.169, 0.452 0.042, 0.853 0.232,0.299

Correlaciones condicionadas por el peso corporal y la concentracion de glucosa sérica. Los datos representan
el coeficiente Spearman-rho y el valor de p -entre paréntesis y separados por coma. El resultado
estadisticamente significativo se destaca con subrayado.
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7.2 Actividad del enzima f-glucuronidasa

La actividad del B-glucoronidasa se considera un pardmetro de dafio muscular. La
primiparidad y el consumo de yodo afectaron significativamente la actividad del enzima f3-
glucuronidasa en los musculos iliococcigeo (Fq, 199 = 11.3, p = 0.0033; F1, 19y = 5.9, p =
0.0247) y pubococcigeo (Fq, 19) = 7.4, p = 0.01365; F (1, 19) = 7.8, p = 0.0114), estimada como
el contenido de grupos p-N-fenilo por ug de proteina, cuantificado a una densidad éptica de
420 nm (ODa20 por ug; Fig. 5A). Las pruebas estadisticas indicaron que la actividad -
glucuronidasa del iliococcigeo incrementd en las ratas primiparas comparas con las nuliparas
(p = 0.0102) asi como en las nuliparas (p = 0.0039) y primiparas que bebieron yodo (p =
0.0395). En el masculo pubococcigeo, la actividad del B-glucoronidasa de las ratas nuliparas

que consumieron yodo fue menor que el de las ratas primiparas (p = 0.0039; Fig. 5B).
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Figura5. Actividad del enzima B-glucoronidasa en los masculos iliococcigeo y pubococcigeo de ratas nuliparas
(barras blancas) y primiparas (barras grises) suplementadas o no (H20) con 0.0005% yodo molecular (12). *,
p<0.05; **, p<0.01.
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La actividad del B-glucoronidasa se considera un parametro de dafio muscular. Para
estimar si el incremento en la longitud del iliococcigeo correlaciona no sélo el nimero de
crias paridas sino también con la actividad del PB-glucoronidasa, se analizaron las
correlaciones parciales, condicionadas por el peso corporal y niveles de glucosa sérica. Los
resultados indicaron que la longitud del iliococcigeo correlaciona positivamente con la
actividad del B-glucoronidasa y con las crias paridas (Tabla 3). Ademas se encontré una
correlacion positiva entre las longitudes del ilio- y pubococcigeo (Spearman-rho = 0.627,
p=0.002).

Tabla 3. Correlaciones parciales entre el nimero de crias paridas y la longitud o actividad B-
glucoronidasa de los musculos iliococcigeo y pubococcigeo.

lliococcigeo Pubococcigeo ‘
Longitud B-glucoronidasa Longitud B-glucoronidasa
0.540, 0.01 0.491, 0.028 0.208, 0.354 0.344, 0.127

Correlaciones condicionadas por el peso corporal y la concentracion de glucosa sérica. Los datos representan
el coeficiente Spearman-rho y el valor de p. El resultado estadisticamente significativo se indica subrayado.

7.3 Contenido de glucdégeno muscular

La primiparidad influyd significativamente sobre el contenido de glucogeno del
masculo iliococcigeo (F, 199 = 20.3, p = 0.0002; Fig. 6). En contraste, la interaccion P*I
afectd significativamente el contenido de glucogeno del musculo pubococcigeo (F, 18) = 7.4,
p =0.014) y el del grupo P increment6 en comparacion con los de los grupos N (p < 0.0001),
N+1 (p < 0.0001) y P+I (p = 0.0009).
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Figura 6. Contenido de glucégeno en los musculos nuliparas (barras blancas) y primiparas (barras grises)
suplementadas o no (H20) con 0.0005% yodo molecular (12). ***, p < 0.001; **** p < 0.0001.

7.4 Niveles de TNFa

Los experimentos de inmunodeteccion en fase solida revelaron una banda
inmunorreactiva anti-TNFa de ~ 28 kDa que result6 Unica en las muestras de ratas nuliparas
y la mas prominente entre las de las nuliparas (Fig.7). En una de las primiparas también se

observo una banda inmunorreactiva de ~ 20 kDa (Fig.7).
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Figura 7. Inmunodeteccion en fase sélida del TNFa (ib: TNFa) en los musculos iliococcigeo y pubococcigeo
de ratas primiparas y nuliparas que bebieron agua (H20) o 0.0005% I2 en los primeros tres dias postparto.
Imagenes representativas del ib: TNFa y de la membrana tefiida con rojo de Ponceau (Ponceau). Cada carril se
carg6 con el extracto total de proteinas de animales diferentes (3 por grupo) con excepcion del primer carril
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desde la izquierda en que se aplico el marcador de tamafio molecular. Los ndmeros representan el tamafio
molecular en kilodaltones (kDa).

La interaccion P*12 influy6 significativamente en los niveles relativos del TNFa del
iliococcigeo (F, 200 = 4.6, p = 0.0437; Fig. 8). Sin embargo, las pruebas de Tukey no
sefialaron diferencias significativas entre grupos. Dado que la intensidad de las bandas
inmunorreactivas anti-TNFa de las ratas primiparas se observo menor que en el resto de los
grupos, se realizaron pruebas t de Student, de una cola y para muestras independientes, para
comparar los grupos N vs. P, N vs. Pl y NI vs. PI. Los resultados mostraron una reduccion
del TNFa en las ratas primiparas que bebieron yodo en comparacién con las ratas nuliparas
(p = 0.0211). En el musculo pubococcigeo, la primiparidad promovié una reduccién de los

niveles de TNFa (F(1, 20) = 8.8, p = 0.0076).
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Figura 8. Niveles de expresion relativa del TNF-a en los musculos iliococcigeo y pubococcigeo de ratas
nuliparas (barras blancas) y primiparas (barras grises) suplementadas o no (H20) con 0.0005% yodo
molecular (12). #, p < 0.05; t de Student.
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8. Discusioén

La primiparidad en la rata incrementd el peso corporal y redujo los niveles de glucosa sérica.
Ademas, incremento la longitud y el ancho de los musculos ilio- y pubococcigeo. EI consumo
oral de 12 durante los primeros tres dias posparto evité ambos cambios musculares. Ademas,
evito el dafo del iliococcigeo, estimado por la actividad del enzima 3-glucuronidasa, y redujo
el contenido de glucdgeno del pubococcigeo en el postparto. Dado que el dafio del
iliococcigeo se encontro correlacionado positivamente con su longitud y las crias paridas, los
hallazgos de esta tesis sugieren que el consumo del, molecular mitiga el dafio del iliococcigeo
en el postparto temprano de la rata. En contraste, los efectos del I, en el pubococcigeo quiza

implique la modulacién de procesos metabdlicos asociados con regeneracion muscular.

Variables zoométricas

Considerando que las ratas primiparas fueron sacrificadas a los tres dias postparto, el
incremento encontrado en el peso corporal muy probablemente es la consecuencia del
consumo de alimento durante la gestacion (Alperin y cols., 2010; Alperin y cols., 2015;
Demir y cols., 2023; Gonzélez y cols., 2002). Un argumento similar puede explicar los
elevados niveles de glucosa sérica en las ratas primiparas (Gonzélez y cols., 2002). Por otro
lado, el consumo de 0.0005 % yodo en el agua de beber durante 3 dias, equivalente a un

consumo diario de ~ 150 - 200 pg (30-50mL de bebida), no influyo en el peso corporal ni en

la concentracién de glucosa sérica de las ratas nuliparas y primiparas. Los resultados
anteriores concuerdan con los reportados para ratonas CD1 administradas con 200 pg/kg/dia
(Rodriguez-Castelan y cols., 2022) y difieren de los reportados como una ingesta excesiva
de yodo en ratas (Sarkar y cols., 2019). Dado que tampoco hubo una influencia por la
interaccion primiparidad y yodo es posible concluir que la suplementacion de 0.0005 % de
yodo no influye el peso corporal ni la glucosa sérica, a diferencia de lo observado para la

primiparidad que incrementd ambas variables.

Entre las variables estimadas a partir de la morfometria muscular se encontré que la
primiparidad incremento el peso hiumedo, largo y ancho del pubococcigeo, mientras que solo
indujo una mayor longitud en el iliococcigeo. Ello coincide parcialmente con el incremento
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del peso del pubococcigeo y la longitud normalizada de ambos musculos pélvicos, al final de
la gestacion y 12 semanas despues del parto en la rata (Alperin, Cook y cols., 2016; Alperin
y cols., 2010; Alperiny cols., 2015). Inesperadamente, se encontr6 un incremento en el ancho
del EDL de las ratas primiparas en comparacion con las nuliparas. Sin embargo, las
subsecuentes correlaciones condicionadas por peso corporal y glucosa sérica indicaron que
unicamente la longitud del iliococcigeo correlaciona positivamente con el nimero de crias
paridas. En conjunto, la literatura disponible (Alperin, Cook y cols., 2016; Alperin y cols.,
2010; Alperin y cols., 2015) y nuestros hallazgos sugieren que algunos de los cambios en la
morfometria de los masculos pélvicos encontradas en las ratas primiparas podrian deberse a

la gestacion y otros estarian consolidandose en el postparto temprano.

Ademas de los cambios en el tejido conectivo del aparato urogenital femenino debido
alagestaciony el parto (Alperiny cols., 2010; Dhital y cols., 2016), la adicion de sarcomeros
es considerada una adaptacion protectora en masculos pélvicos de la rata Alperin y cols.,
2010, 2015; Catanzarite y cols., 2018; Sieger y cols., 2022). La gestacion induce cambios en
los sarcomeros afiadidos en serie de los musculos coccigeo, iliococcigeo y pubococcigeo,
gue con un incremento en la longitud de sus miofibras al final de la gestacion (Alperin y
cols., 2015). Ello, y el incremento en el tejido conectivo intramuscular hacia el final de la
gestacion, pudieron haber influido en la contencion del alargamiento sarcomérico evaluado
en la gestacion y el postparto (Lieber, 2018; Alperin y cols. 2015). Los cambios en el ilio- y
pubococcigeo se observaron aun 4 semanas después del parto (Alperin y cols., 2015). Un
analisis similar realizado en cadaveres de mujeres jovenes encontré que el parto incrementa
la longitud de las miofibras del coccigeo y pubococcigeo y reduce el éarea transversal
fisiolégica miofibrilar (Alperin, Cook y cols., 2016). Ciertamente, las adaptaciones
sarcoméricas asociadas con el final de la gestacion protegerian en mayor medida a los
musculos coccigeo y pubococcigeo sometidos a un estiramiento mayor durante el parto en la
rata (Catanzarite y cols., 2018; Sieger y cols., 2022). En contraste, la ausencia de
adaptaciones oportunas a nivel del sarcomero y el tejido conectivo intramuscular, y la
influencia de un edema transitorio harian al iliococcigeo mas susceptible de dafio en el
postparto temprano (Alperin y cols., 2010, 2015; Catanzarite y cols., 2018; Sieger y cols.,
2022; Edman y Andersson, 1967; Lin y cols., 1998). En dicho contexto, los hallazgos

morfométricos en esta tesis, asi como otros histolégicos y funcionales son consistentes con
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dafio en el musculo iliococcigeo de la rata primipara (Xochitemol Nava 2021; Rugerio

Zontecomani, 2022; Rodriguez Jaimes, 2023).

Mientras que la suplementacion de yodo no influyd sobre las variables morfométricas
de los musculos EDL vy sdleo, si tuvo efecto sobre las de los mdsculos pélvicos. En el
iliococcigeo promovid una disminucion en el peso hiumedo y el ancho muscular, que fue ain
mas relevante para las ratas primiparas de acuerdo con el analisis estadistico (Tabla 1). En el
pubococcigeo, el consumo de yodo redujo el peso himedo e influy6 significativamente en la
disminucion del ancho y largo muscular en ratas primiparas. No obstante las adaptaciones
plasticas de musculos pélvicos de la rata, y considerando algunos reportes clinicos
(DeLancey y cols., 2024), es posible que el incremento en el peso himedo y el ancho sean la
manifestacion de un edema muscular desencadenado por la compresion de ambos musculos
hacia el final de la gestacion o durante el parto (Lin y cols., 1998). La suplementacion de
0.0005 % yodo durante 3 dias promovié la reduccién del peso y ancho muscular, quiza en
relacion a los efectos anti-edematosos descritos para compuestos yodados, de uso tdpico,
como la yodo-povidona (PVP-1, ~ 1% 12 disponible; (Arakeri & Brennan, 2011; Eggers,
2019), que modulan las acciones de citocinas pro-inflamatorias (Aceves y cols., 2021; Lee y
cols., 2022).

Variables bioquimicas

La activacion de respuestas celulares y mecanismos involucrados en la fagocitosis y
la degradacion de tejido necrético distinguen el dafio muscular. Entre ellas, el incremento de
la actividad de hidrolasas &cidas se considera un parametro estandar para informar de lesiones
en musculos especificos (Barret, 1977; Komulainen y cols., 1994; Koskinen y cols., 2001).
El incremento de la actividad del B-glucoronidasa en musculos pélvicos de conejas gestantes,
primiparas y multiparas, relacionada con alteraciones morfométricas e histologicas, es un
parametro confiable de dafio muscular (Lopez-Garcia y cols., 2016; Sanchez-Garcia y cols.,
2019). Los hallazgos en musculos pélvicos de la rata primipara, presentados en esta tesis,
indican dafio tanto en el ilio- como en el pubococcigeo. Por otro lado, los resultados de las
correlaciones parciales sugieren que el alargamiento muscular, correlacionado con el nimero

de crias paridas (Tabla 2), correlaciona unicamente con el grado de dafio en el iliococcigeo
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(Tabla 3). Ciertamente, el iliococcigeo carece de adaptaciones sarcoméricas y de tejido
conectivo que protegerian del dafio a otros musculos pélvicos como el coccigeo vy el
pubococcigeo (Alperin y cols., 2010, 2015; Catanzarite y cols., 2018; Sieger y cols., 2022)

El suplemento de 0.0005 % 12 durante los primeros tres dias postparto evit6 la
elevacion de la actividad B-glucoronidasa del iliococcigeo, quizd modulando la respuesta
inflamatoria desencadenada por la sobredistension o compresion durante el parto. El parto es
un evento en donde la respuesta inflamatoria se presenta debido a las lesiones musculares
que el estiramiento excesivo desencadena (Catanzarite y cols., 2018). La inflamacion implica
un reclutamiento de células inmunes al sitio de lesion, entre ellas neutrofilos y macréfagos
tipo I dentro de las primeras 48 horas post-traumatismo (Callewaert y cols., 2017; Duran y
cols., 2023; Sesillo y cols., 2022; Tidball, 2017). La disminucién en la actividad del B-
glucoronidasa promovida por el suplemento de yodo podria relacionarse con sus efectos
como anti-inflamatorio y anti-oxidante (Aceves y cols., 2021; Espino-Vézquez y cols., 2022;
Quintero-Garcia y cols., 2018). En ello también podria argumentarse los aparentes efectos
antiedematosos del yodo, posiblemente asociados con su papel como osmo-modulador
(Arakeri & Brennan, 2011; Espino-Vazquez y cols., 2022).

Considerando los hallazgos de la actividad del B-glucoronidasa en esta tesis y los
morfométricos reportados en esta tesis y por otros autores (Lin y cols., 1998; Alperiny cols.,
2015; Catanzarite y cols., 2018; Rieger y cols., 2022), es posible que el dafio en el
iliococcigeo se deba a su contraccidn excéntrica durante el parto. EI glucdgeno es la principal
fuente energética del masculo en condiciones fisiolégicas y durante una contraccién continua
(Hargreaves & Spriet, 2020), que conduciria a una reduccion del glucégeno muscular,
especialmente en respuesta a la contraccion excéntrica (Asp y cols., 1995). Estudios
realizados en humanos y animales de experimentacion, analizadas antes y después de rutinas
de ejercicio de contraccion muscular excentrica, han mostrado que a la caida de glucdgeno
le sigue una fase de restablecimiento que se aprecia dentro de las subsecuentes 48-72 h
(Holness y cols., 1993). Sin embargo, el contenido de glucdgeno en el ilio- y el pubococcigeo
incremento en las ratas primiparas, que también tuvieron una menor concentracion de glucosa
sérica. Aunque las ratas de ambas condiciones accedieron libremente al alimento y no

tuvieron un periodo de ayuno antes del sacrificio, es posible que una elevacion en la
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sensibilidad a la insulina, en el postparto temprano, hubiera favorecido la captura de glucosa
y el contenido de glucogeno (Anhé y cols., 2007). No obstante, el edema (incremento del
volumen celular) muscular, y la propia contraccidon excéntrica, también podrian haber
favorecido el transporte de glucosa y el glucdgeno intracelular (Andersen y cols., 2019; Low
y cols., 1996). Ademas es posible que las acciones estrogénicas hacia el final de la gestacion

hayan influido pero solo en la respuesta del pubococcigeo (Carrasco-Ruiz y cols., 2018).

Mientras que el consumo de yodo no afectd el contenido de glucégeno en el musculo
iliococcigeo, en el pubococcigeo abolid su elevacion en ratas primiparas. Este hallazgo
especifico podria relacionarse con la actividad antioxidante que el yodo promueve a traves
de la regulacién positiva de NRF2, que a su vez incrementaria la expresion de los enzimas
catalasa y SOD (Aceves y cols., 2021). En musculos esqueléticos la elevacion de NRF2
reduce la sintesis de glucégeno (Uruno y cols., 2016). Aunque la simulacién del trauma de
parto promueve la aparicion de signos de estrés oxidante en el aparato urogenital de la rata
(Damaser et al., 2005), la posibilidad de que tale efectos deletéreos sean méas prominentes en
el pubo- que en el iliococcigeo tendra que abordarse apropiadamente. En la coneja, el grado
de estrés oxidante, estimado mediante el marcaje inmunorreactivo anti-3-N-tirosina,
incrementd a partir del dia 3 postparto en el muasculo pubococcigeo pero no en el
bulboesponjoso (Sanchez-Garcia y cols., 2019).

Algunos autores han abordado el estudio de factores inflamatorios en masculos de las
extremidades, y dada la escasez de reportes sobre musculos pélvicos, los hallazgos de
aquellos han sido extrapolados (Callewaert 2007). En el concierto de citocinas
proinflamatorias que seguirian a la lesion por el trauma de parto, el TNF-a secretado de los
macrofagos y/o liberado de las miofibras dafiadas, contribuiria en la degradacion de restos
celulares que caracteriza la fase degenerativa de la lesion (Arnold y cols. 2007; Callewaert
2007). Sin embargo, los hallazgos de esta tesis indicaron que los niveles relativos de TNF-a
total en el musculo pubococcigeo de las primiparas yodadas fueron menores que en las
primiparas. Los resultados de las variables morfométricas y la actividad del B-glucoronidasa
distan de sugerir un dafio muscular importante. Asi, aunque los antecedentes consultados
llevaron a suponer un pico de TNF-a entre los dias 2 y 3 postparto debido al estado

inflamatorio, es posible que la dindmica de expresion del TNF-o haya escapado a esta
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ventana de tiempo como se ha reportado para muasculos de contraccion rapida de las
extremidades (Huey y cols., 2007). Por otro lado, la estimacion del TNF-a en extractos de
proteinas totales, con aparente predominio del péptido inmaduro, y la falta de un abordaje

mediante inmunohistoquimica, limita la interpretacion de los resultados.

A diferencia de lo observado en el pubococcigeo, en el iliococcigeo se encontr6 que
los niveles del TNF-a de las ratas primiparas que bebieron 0.0005 % yodo son menores que
los de las ratas primiparas tratadas similarmente. Si bien una interpretacion que considere el
estado inflamatoria es complicada por los factores descritos lineas arriba, es notorio que los
bajos niveles del TNF-a coincidieran con un alivio de signos morfométricos y bioquimicos
de dafio muscular. La elevacion del TNF-a interfiere negativamente sobre la diferenciacion
de células satélite quiescentes transplantadas al esfinter externo de la uretra (Hanada y cols.,
2010; Shinoharay cols., 2017). Por lo tanto, es factible especular que el consumo de yodo en
el postparto podria influir positivamente sobre procesos como la diferenciacion de
macréfagos M1 a M2; division, activacién, y quiza, fusion de mioblastos; y contener la
pérdida de fuerza muscular. El abordaje adecuado de estos eventos debe realizarse en
estudios futuros para conocer con mas detalle el aparente beneficio que el consumo de yodo

ha significado para el musculo iliococcigeo de ratas primiparas.
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9. Conclusiones

1. Las variables morfométricas y bioguimicas evaluadas en esta tesis indican dafio en el

mausculo iliococcigeo, pero no en el pubococcigeo, de ratas primiparas.

2. La suplementacion de 0.0005 % yodo molecular no afect6 la morfometria evaluada
en los musculos de las patas traseras. En términos generales, tampoco parecio haber afectado
la morfometria ni los marcadores bioquimicos evaluados en el pubococcigeo. Sin embargo,
habria que evaluar una asociacion potencial entre si la disminucion del contenido de
glucdgeno y los efectos anti-oxidantes del yodo, especificamente mediados por acciones de
NRF2.

3. La suplementacion de 0.0005 % 12 durante los 3 dias que siguen al parto alivian
alteraciones morfométricas y bioquimicas del iliococcigeo, presuntamente relacionadas con

una contraccion muscular excentrica al final de la gestacion o durante el parto.
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10. Perspectivas

Para nuestro estudio seria importante utilizar indicadores histopatoldgicos para
complementar nuestros hallazgos de los marcadores bioquimicos de dafio muscular, como la
tasa de macrdfagos de tipo proinflamatorio en el musculo, también se pueden utilizar otros
marcadores bioquimicos como la cuantificacion de Malondialdehido, un indicador de dafio
por estrés oxidativo a la membrana lipidica.

De igual forma seria interesante ampliar nuestros grupos experimentales con ratas
multiparas para poder comparar el dafio a los muasculos y el posible efecto del yodo sobre

estas estructuras.

Evaluar el tratamiento con una administracion mas larga postparto, para determinar
si pudiera servir como una terapia farmacoldgica de reduccion de la respuesta inflamatoria y

no solo como un preventivo.
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