Universidad Autonoma de Tlaxcala

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Efecto del estradiol sobre los parametros urinarios
y las caracteristicas histomorfometricas de la uretra
de ratas ovariectomizadas

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

P r e s e n t a

Blanca Esthela Batana Reyes

Directora
Dra. Margarita Juarez Romero
Co-directora

Dra. Yolanda Cruz Gomez

Tlaxcala, Tlax. Noviembre, 2022.







Universidad Autonoma de Tlaxcala

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Efecto del estradiol sobre los parametros urinarios
y las caracteristicas histomorfometricas de la uretra
de ratas ovariectomizadas

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

P r e s e nt a

Blanca Esthela Batana Reyes

Comité Tutoral

Dra. Yolanda Cruz Gomez

Dra. Margarita Juarez Romero
Dra. Nicte Xelhuantzi Arreguin
Dra. Rosa Angélica Lucio Lucio

Tlaxcala, Tlax. Noviembre, 2022.



La presente tesis fue realizada bajo la direccion de la Doctora Margarita Juarez Romero, en el
Laboratorio de Neurofisiologia del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad
Auténoma de Tlaxcala.

El proyecto fue desarrollado dentro del programa del Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Tlaxcala, el cual esta registrado en el Padron Nacional de
Posgrados de Calidad (PNPC).

Su financiamiento fue otorgado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) (Beca BEBR 779827)



Universidad Auténoma de Tlaxcala

Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta (CTBC)
| Maestria en Ciencias Bioldgicas
Proceso: Posgrado CTBC Revision: 03
Registro: Carta Autorizacion de Impresién de Tesis S

Codigo: | S03RGE-26

COORDINACION MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA
PRESENTE

Los abajo firmantes, miembros del jurado evaluador del proyecto de tesis que Blanca Esthela
Batana Reyes realiza para la obtencion del grado de Maestra en Ciencias Biolégicas, expresamos
que, habiendo revisado la version final del documento de tesis, damos la aprobacion para que ésta
sea impresa y defendida en el examen correspondiente. El titulo que llevard es “Efecto del
estraidol sobre los parimetros urinaros y las caracteristicas histomorfométricas de la uretra
de ratas ovariectomizadas”.

Sin otro particular, aprovechamos para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
TLAXCALA, TLAX., A 25 DE NOVIEMBRE DEL 2022

@«c A Lo

DRA. ROSA ANGELICA LUCIO LUCIO

Bibiasablldoge =

DRA. BIBIANA CAROLINA MONTOYA LOAIZA DRA. NICTE XELHUANTZI ARREGUIN—

l/l
DR. JOSE LUIS PALACIOS GALICIA

o autoridad

Documento exclusivo para uso de la depend pondi pagina: - 1del




Hriversidad qugljado en C‘lc‘e’ncms‘Bl(.)log‘lc?s. < ED
Autonoma de Coordinacion de la Division de Ciencias Biologicas
Hixcala Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICA

COMITE ACADEMICO )
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Sirva este medio para describir el proceso de revision de la tesis realizada por la
estudiante BLANCA ESTHELA BATANA REYES titulada “EFECTO DEL ESTRADIOL
SOBRE LOS PARAMETROS URINARIO ' CARACTERISTICAS
HISTOMORFOMETRICAS DE LA URETRA DE RATAS OVARIECTOMIZADAS” para
optar por su grado de Maestra en Ciencias Biologicas.

El documento de la tesis de BLANCA ESTHELA BATANA REYES fue revisado por mi
como directora de tesis antes de presentarse en cada examen tutoral y, posteriormente a los
examenes tutorales, los miembros de su comité tutoral realizaron también sus respectivas
observaciones. De manera que el documento, llevd un proceso de revision por varios profesores
expertos en el tema. En el mes de novirmbre, el documento final de la tesis fue procesado con el
programa del Turnitin marcando un 12% de similitud general, 9% correspondi6 a base de datos
de internet. Se observd que las similitudes estan marcadas en introduccion y antecedentes y
metodologia con palabras tales como vejiga, esfinter externo de la uretra, capas tisulares.
Anatomia, tracto urinario, factores de riesgo. Otras similitudes se observaron en la seccion del
indice y la metodologia, correspondiendo a lenguaje comun por lo que esta similitud no podria
ser considerada como plagio. ESTO LO DESCRIBE LA DIRECTORA DE ACUERDO CON
LOS RESULTADOS DEL PROGRAMA ANTIPLAGIO
Por lo anterior, confirmo que la estudiante no incurrié en ninguna practica no deseable en la
escritura de la tesis.

Sin mas por el momento, reciban atentos saludos.

CORDIALMENTE
Tlaxcala, Tlax., a 4 de noviembre 2022

Ma (g\%@ -4

Dra. Margarita Juarez Romero
Directora de tesis

(‘ Sistema Institucional de Autogestion de la Calidad Certificado bajo la
c § Norma: ISO 9001:2015-NMX-CC-9001-IMNC-2015

Km 1.5 Cametera Tlaxcala’Puebla CP 90070 Tel:2464621557 e-mail: posgrado.ctbc@uatxmx  Tlaxcala, Tlax.



RESUMEN

Los tejidos del tracto urinario inferior y el sistema nervioso central presentan receptores
hormonales gonadales. La menopausia se caracteriza por la disminucion en las concentraciones
de estradiol y progesterona. Durante esta etapa, la prevalencia de disfunciones urinarias es alta
y uno de sus tratamientos es el reemplazo hormonal a base de estradiol 0 en combinacion con
progesterona. En seres humanos y modelos animales, la terapia hormonal administrada por
diferentes vias, dosis y duracion ha disminuido sus sintomas o ha promovido la aparicion de
sintomas urinarios. Por otra parte, el efecto de los esteroides gonadales sobre los 6rganos del
aparato urinario, como la uretra, resulta en el incremento de la mucosa, musculo liso, asi como
deposicién de colageno. Tales hallazgos solo corresponden a la uretra pélvica dejando al margen
otras regiones uretrales. La hipdtesis es que la administracion continua de 1 mg estradiol durante
30 dias mejora la continencia urinaria y aumenta el grosor de las capas tisulares de la uretra en
sus regiones pélvicay clitoral en la rata ovariectomizada. Se utilizaron 16 ratas de la cepa Wistar
ovariectomizadas con un peso de 250 g divididas en dos grupos a las que se les administré por
30 dias 1 mg de 17-B-estradiol (n=8) o aceite de oliva (n=8) por via subcutanea. Se registraron
los parametros urinarios antes y durante el tratamiento, en los dias 7, 14, 21 y 28. Finalizada la
terapia, la uretra pélvica y clitoral fue extraida para ser procesada con la técnica histoldgica y
teflidos con hematoxilina-eosina y posteriormente analizadas. Los pardametros urinarios fueron
analizados con una ANOVA de dos vias, goteo con una X? y las caracteristicas
histomorfométricas con una t-Student. Encontramos que en el grupo con estradiol disminuyo la
frecuencia urinaria, aumenté el intervalo entre micciones, el volumen de orina expulsada y la
duracion de la micciéon en comparacion con el grupo vehiculo. Sin embargo, en el grupo con
estradiol no mejord la incontinencia urinaria en un 66 % de los animales. Finalmente, en el
grupo con estradiol en la uretra pélvica y clitoral aument6 el espesor de la mucosa. En
conclusion, la administracion de dosis farmacoldgicas de estradiol no mejord la continencia
urinaria, aunque disminuy6 la frecuencia y aumento el intervalo, volumen y duracion de la
miccién. Ademas, tuvo efecto de hiperplasia solo en la mucosa de la uretra pélvica y clitoral,
pero sin efecto en la submucosa, masculo liso y masculo estriado. Nuestros resultados sugieren
que la terapia si tiene un efecto sobre los sintomas urinarios en un porcentaje de sujetos, sin

embargo, es necesario seguir indagando acerca de las terapias de reemplazo hormonal.
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1. INTRODUCCION

1.1. Fisiologia del sistema urinario

El sistema urinario participa en la eliminacion de los productos de desecho, regulacion
del volumen y composicién de los liquidos corporales. Ademas, tiene un papel en la regulacion
de la osmolaridad, presion arterial, equilibrio &cido-base, eritropoyesis, produccion de vitamina
D3y mantenimiento de la glucemia (Tresguerres, 2010). El sistema urinario se divide en el tracto
urinario superior (TUS) y tracto urinario inferior (TUI) (Figura 1). El primero lo forman los
riflones y uréteres, mientras que el segundo esta formado por la vejiga urinaria y la uretra. En el

TUI se lleva a cabo el proceso de miccién (Tortora y Derrickson, 2010).

Figura 1. Aparato genitourinario femenino. Tracto urinario superior (TUS; rifiones y uréteres) y tracto urinario
inferior (TUI; vejiga y uretra) (Winslow 2010).



1.1.1. Miccion

El proceso de miccion comprende dos fases: almacenamiento y expulsion de orina
(Tortora y Derrickson, 2010). En la fase de almacenamiento, la vejiga se relaja permitiendo la
acumulacién temporal de la orina, mientras la uretra se mantiene cerrada. Durante la fase de
expulsion, la vejiga se contrae y la uretra se relaja permitiendo la salida de orina (Fowler y cols.,
2008). La actividad coordinada de la vejiga y uretra es regulada por tres nervios que llevan
informacion autonémica (nervio hipogastrico y pélvico) y somética (nervio pudendo). Durante
el almacenamiento, la distensién de la vejiga produce poca actividad de las aferentes vesicales
que resulta en la estimulacion del nervio hipogastrico. Consecuentemente ocurre la liberacién
de noradrenalina (NA). La NA actta sobre los receptores f-adrenérgicos y a-ladrenérgicos, el
primero contribuye a la relajacion de la vejiga durante el llenado, mientras que el segundo actla
sobre el musculo liso contrayendo la uretra. Simultaneamente, ante la poca actividad de las
aferencias vesicales, el nervio pudendo libera acetilcolina que se une a los receptores nicotinicos
del esfinter externo de la uretra (EEU) para su contraccion y consecuente cierre uretral. A nivel
supraespinal, el centro pontino de almacenamiento incrementa la actividad del EEU. Una vez
que la vejiga ha alcanzado su capacidad de llenado, la actividad aferente del nervio pélvico
activa el reflejo espinobulbar liberando acetilcolina (ACh), dicho neurotransmisor se une a los
receptores muscarinicos (M3) lo que resulta en contraccion de la vejiga y expulsion de orina.

A nivel supraespinal, la informacion aferente espinal hace relevo en la sustancia gris
periacuductal antes de llegar al centro pontino de la expulsion e inhibe la actividad del EEU. La
via somatica esta mediada por el nervio pudendo. Igual que el nervio hipogastrico, el nervio
pudendo libera ACh y actua sobre los receptores colinérgicos nicotinicos que favorece la

continencia urinaria (Fowler y cols., 2008; Beckel y Holstege, 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Vias eferentes, neurotransmisores que regulan el tracto urinario inferior. NA, noradrenalina; ACh,
acetilcolina; M3, receptores muscarinicos; B3, receptores beta-adrenérgicos, al, receptores alfa-adrenérgicos
(modificada de Fowler y cols., 2008).

1.2. Anatomia del tracto urinario inferior

Los drganos reproductivos y genitales comparten un mismo origen. Durante el desarrollo
embrionario, el mesodermo (capa celular que se encuentra entre el ectodermo y endodermo) da
origen al tracto urogenital. Durante el desarrollo fetal, la cloaca se divide en el seno urogenital
y el conducto anorrectal. Del seno urogenital se diferencian tres partes: superior, intermedia e
inferior. La parte superior da origen a la vejiga urinaria; la parte intermedia e inferior a la uretra
y al introito vaginal (Lemus, Fuenzalida y Rosas 2015) por lo que comparten la caracteristica
de ser sensibles a hormonas como estradiol y progesterona (Blakeman, y cols., 2000; Makela
y cols., 2000).

1.2.1 Vejiga urinaria

La vejiga es un organo hueco en forma de saco cuya funcion es el almacenamiento de
orina. En la mujer, la base de la vejiga se encuentra anterior a la sinfisis pubica y posterior al
Utero y vagina (Pradidarcheep y cols., 2011) (Figura 3).

Histologicamente, la vejiga estd compuesta por 4 tipos de tejido. En su interior esta
revestida por una capa celulas de epitelio transicional denominado urotelio (Beckel y Holstege,



2010), unidas estrechamente y cubiertas de uroplaquina, una proteina que ayuda a formar una
barrera semipermeable (Apodaca, 2004) que permite el almacenamiento de orina. En esta capa
hay receptores (proteinas) a estradiol de tipo B (ReB) (Makeld y cols., 2000; Augsburger y
Fuhrer, 2014). Después del urotelio se encuentra la submucosa y ldmina propia, conformada por
tejido conectivo que contienen vasos linfaticos, capilares, terminaciones nerviosas y células
inmunes (Beckel y Holstege, 2011). Finalmente, se encuentran tres capas de musculo liso
Ilamado detrusor (Beckel y Holstege, 2010). En esta capa se encuentran receptores btea-
adrenérgicos (B3) que relajan la vejiga permitiendo el llenado y receptores muscarinicos (M3)

que favorecen el vaciado vesical (Fowler y cols., 2008).

1.2.2 Uretra femenina

La uretra es una estructura tubular que se conecta con el cuello vesical, atraviesa la
cavidad pélvica y termina en el meato urinario (DeLancey y cols., 2002; Tortora y Derrickson,
2010). En la mujer, la uretra tiene aproximadamente 41 mm de longitud (Wu y cols., 2017;
Pradidarcheep y cols., 2011), se ubica detras de la sinfisis pubica (Abelson y cols., 2018) y se
incrusta en la pared anterior de la vagina, se inclina hacia abajo y hacia delante atravesando la
cavidad pélvica y termina en el meato urinario entre el clitoris y la abertura vaginal (DeLancey
y cols., 2002) (Figura 3). A su vez, la uretra se divide en proximal y distal; la uretra proximal
esta delimitada por el cuello vesical donde se encuentra el esfinter interno de la uretra y esta
adosada a la pared ventral de la vagina. La uretra distal se encuentra rodeada por el EEU, el

diafragma urogenital y el masculo bulbocavernoso (Abelson y cols., 2018).



Figura 3. Aparato genitourinario femenino, vista lateral de los 6rganos que forman el tracto urinario inferior
(modificada de Winslow 2012).

La uretra femenina presenta cuatro tipos de tejido. Del interior hacia el exterior se ubica
una capa mucosa constituida por epitelio de transicion que encontramos Unicamente en la region
de la uretra proximal, mientras que el resto de la uretra se reviste de epitelio escamoso
(Pradidarcheep cols., 2011; Abelson y cols., 2018). En esta capa, se han identificado receptores
a estradiol de tipo B (ReB) (Blakeman, y cols., 2000; Makeld y cols., 2000). Después del
epitelio, se encuentra una capa de submucosa, una fina capa de fascia, musculo liso longitudinal
y circular (Pradidarcheep cols., 2011; Abelson y cols., 2018), donde se han identificado
receptores de estradiol de tipo alfa (Rea) (Augsburger & Fiihrer., 2014). Ademas, en la capa de
masculo liso se encuentran receptores alfa-adrenérgicos (al) que favorece la contraccion del
masculo liso de la uretra (Fowler y cols., 2008). La capa de tejido méas externa se compone de
musculo estriado ordenadas en forma longitudinal, diagonal y circular (Pradidarcheep cols.,
2011; Abelson y cols., 2018) donde hay receptores nicotinicos que captan ACh que ayuda a la

contraccion del musculo estriado (Fowler y cols., 2008) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica de la organizacion tisular de un 6rgano tubular como la uretra. De la luz a la
periferia: mucosa, submucosa y capa muscular (modificada de Senger 2003).

Gran parte del conocimiento de la fisiologia y patologias urinarias proviene de estudios
realizados en modelos animales. Se han utilizado mamiferos como gatas (Abdel-Rahman y cols.,
1981; Julia-Guilloteau y cols., 2008; Bernabé y cols., 2008), cerdas (Persson y Andersson, 1992;
Bridgewater, MacNeil y Brading, 1993; Pel, van Asselt y van Mastrigt 2006), conejas (Palmieri
y cols., 2007; Corona-Quintanilla y cols., 2014), ovejas (Combrisson, Allix y Robain, 2007),
perras (Nickel y Venker-van Haagen, 1999), yeguas y vacas (Shen y cols., 2021). En estos
animales, la uretra y vagina conforman una Unica estructura en su porcién final; de modo que,
es utilizada para orinar, copular y parir. Sin embargo, en la rata, igual que la mujer, el aparato
urinario y el reproductivo estan organizados de manera independiente. Los orificios de salida
de la uretra y la vagina estan separados (Rodriguez-Antolin y cols., 2012), por lo cual, la rata es

el modelo animal més utilizado en el &rea de urologia.



1.2.3 Uretra de la rata hembra

La funcion principal de la uretra es mantener una presion de cierre mayor que la presion
vesical para asi mantener la continencia (Fowler y cols., 2008). En la rata hembra, la uretra
alcanza una longitud aproximada de 20 mm y presenta dos curvaturas. La uretra esta dividida
en regiones: pre-pélvica, pélvica y perineal, ésta Ultima dividida a su vez en region bulbar y
clitoral. La region pre-pélvica se localiza rostral al hueso pélvico y tiene aproximadamente 1.6
mm de largo. La region pélvica continda en direccion ventro-caudal hasta la cavidad pélvica y
tiene una longitud de aproximadamente 5.3 mm. La region bulbar comienza desde el arco
isquiatico y termina antes del clitoris, tiene una longitud aproximada de 5.9 mm y la region
clitoral comienza a nivel del clitoris y termina en el meato urinario con una longitud de 7.6 mm
de largo (Mirto-Aguilar y cols., 2019) (Figura 5).

Figura 5. Anatomia gruesa del tracto urogenital de la rata hembra. Se observa el tracto en una vista lateral el tracto
urogenital, la linea punteada delimita la uretra y las flechas marcan sus dos curvaturas. Vu, vejiga urinaria; V,
vagina; R, recto, P-P, region pélvica; P, regién pélvica; B, region bulbar, Cl, clitoris; Gp, glandula prepucial; Ov,
apertura vaginal; Mu, meato urinario (modificado de Mirto-Aguilar y cols., 2019).



Histoldgicamente la uretra presenta cuatro tipos de tejido. De la luz hacia la periferia se
distinguen: mucosa (epitelio), submucosa, musculo liso y musculo estriado (Keane y O'Sullivan,
2000; Limy cols., 2013; Zhang y cols., 2016; Mirto-Aguilar y cols., 2019) (Figura 6).
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Figura 6. Corte transversal de uretra de rata hembra adulta tefiida con Hematoxilina y Eosina. En A, se muestra el
corte completo de la uretray en B, se muestra la seccion ampliada de A. En la imagen B, se muestra; ME, misculo
estriado; MCL, musculo liso circular; MLL, musculo liso longitudinal; SB, submucosa; M, mucosa. Escala 30 um
(modificada de Lim y cols., 2013).

La forma y area del lumen uretral, las capas de tejido, asi como el grosor de éstas varian
entre regiones (Lim y cols., 2013; Zhang y cols., 2016; Mirto-Aguilar cols., 2019) por lo que
cada region colabora ayuda a mantener la continencia. La region pre-pélvica presenta mayor
grosor de fibras musculares lisas circulares (140um) (esfinter interno de la uretra, que ejerce
presion en el cuello vesical durante la fase de llenado) menor grosor de musculatura lisa
longitudinal (igual o menor a 100 um) y una capa muy delgada de musculo estriado en
comparacion con las otras regiones de la uretra (100 um) (Zhang y cols., 2016; Mirto-Aguilar y
cols., 2019).

En la region pélvica la capa de musculo estriado es mas ancha que en cualquiera de las
otras regiones (150 pum) (Zhang y cols., 2016; Mirto-Aguilar y cols., 2019) y sus fibras se
disponen en direccion circular, longitudinal y diagonal. Las fibras musculares en posicion
diagonal adoptan una forma de cinturén que se unen al tejido conectivo de la vagina que
comprimen el lumen uretral y evita la pérdida de orina durante actividades de esfuerzo (Mirto-
Aguilar y cols., 2019). En la porcion bulbar, la capa de musculatura lisa longitudinal 225 de

grosor, mientras que la capa de fibras estriadas es muy escasa (menor a 100 um). Aqui, tanto la



musculatura lisa como estriada trabajan para acortar y abrir la uretra, que controla el flujo de
orina durante la miccion. En la uretra clitoral, la mucosa tiene un grosor de 33 um y la
submucosa presenta un grosor de aproximadamente de 350 um. Esta region no presenta
musculatura lisa ni estriada. Se ha descrito que, en esta region de la uretra el cerrado del lumen
uretral se relaciona con el llenado del componente vascular. La vasodilatacion contribuye a la
oclusién del lumen uretral, mientras que la vasoconstriccion facilita su apertura (Mirto-Aguilar
y cols., 2019).

Se ha prestado particular atencion a la region de la uretra pélvica, ya que ahi se encuentra
el EEU. La contraccién de esta musculatura contribuye de un 30-40% a mantener la continencia
urinaria. Ademas del EEU, otras estructuras como el musculo liso, la coaptacion epitelial, el
circuito nervioso y los musculos pélvicos también participan en la continencia urinaria (Jiang,
Salcedo y Damaser, 2011). Dafios a estas estructuras y factores de riesgo como obesidad, el
embarazo, partos vaginales y la edad predisponen a disfunciones urinarias afectando la calidad
de vida de aquellos que lo padecen; ademas, la privacion de hormonas en la etapa de menopausia
atrofia a los tejidos del TUI (Monteleone y cols., 2018).

1.3. Incontinencia urinaria en mujeres menopausicas

La menopausia es un proceso fisioldégico que se caracteriza por la pérdida del ciclo
menstrual durante 12 meses consecutivos (Monteleone y cols., 2018; Takamashi y cols., 2019)
y no vuelve a presentarla, acompafiado por la disminucién en la concentracion plasmatica de
hormonas ovéricas (estrogenos y progestagenos) (Monteleone y cols., 2018), sintomas
urogenitales (indicadores subjetivos con respecto a la evaluacion clinica), como sequedad
vaginal, irritacién y picazon, dispareunia, y signos (datos cuantificables) como atrofia vaginal e
incontinencia urinaria (IU) (Calleja-Agius y Brincat, 2015; Monteleone y cols., 2018). En
estudios epidemiologicos se ha reportado que la menopausia es un factor de riesgo de
incontinencia urinaria (IU) (Zhu y cols., 2009; Akkus y Pinar, 2016).

La IU se define como la pérdida involuntaria de orina y se clasifica en incontinencia
urinaria de urgencia, incontinencia urinaria mixta e incontinencia urinaria de esfuerzo. La
incontinencia urinaria mixta es la queja de pérdida involuntaria asociada con urgencia y también

con esfuerzo, esfuerzo, estornudos o tos, la incontinencia urinaria de urgencia es la queja de



pérdida involuntaria acompafiada o inmediatamente precedida de urgencia y la incontinencia
urinaria de esfuerzo se relaciona con la pérdida de orina involuntaria ante un esfuerzo ya sea
toser, correr, estornudar o reir (Abrams y cols., 2003).

En mujeres menopausicas, el tipo mas prevalente es la incontinencia urinaria mixta
(31.8%) seguida por la incontinencia urinaria de esfuerzo (4.7%) e incontinencia urinaria de
urgencia (2.1%) (Sakondhavat y cols., 2007). Un tratamiento para aliviar los sintomas de IU ha

sido la terapia de reemplazo hormonal (Sartori y cols., 1995; Cardozo y cols., 1998).
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1.4. Terapia de reemplazo hormonal

La disminucion plasmatica de los niveles de las hormonas ovaricas que se produce
durante la menopausia trae consigo osteoporosis, enfermedades cardiovasculares, alteraciones
metabolicas, sofocos, alteraciones del suefio, asi como disfunciones urinarias (Monteleone y
cols., 2018). El tratamiento para la incontinencia urinaria se divide en terapias de primera,
segunda y tercera linea. Las terapias de primera linea consisten en modificaciones conductuales
no invasivas tales como, pérdida de peso, dejar de fumar, reduccion de fluidos, manejo de
estrefiimiento y ejercicios del piso pélvico. Las terapias de tercera linea se basan en
intervenciones quirurgicas mientras que las de segunda linea consisten en el uso de dispositivos
o farmacos. Los farmacos empleados en el tratamiento son, agonistas o-adrenérgicos,
antagonistas B-adrenérgicos, antidepresivos triciclicos y la restitucion de hormonas gonadales
(Duarte y Vargas, 2020).
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1. ANTECEDENTES

La restitucion hormonal ha sido una alternativa para tratar los signos y sintomas de
incontinencia urinaria. Se ha encontrado en las mujeres postmenopdusicas que la terapia
continua por via sistémica de estrégenos conjugados (ésteres sulfatos de estrona, equilin-
sulfatos y 17a -estradiol y 17p-estradiol) en combinacion con acetato de medroxiprogesterona
a dosis de 0.625 mg y 2.5 mg respectivamente durante 3 meses mejora los pardmetros
urodinamicos (mayor capacidad vesical, aumento de la presién de cierre uretral, indice de
maduracion epitelial) (Sartori y cols., 1995); mientras otros reportan que estas mismas dosis
empeoran los sintomas urinarios independientemente de la duracién del tratamiento (intervalo
de 1 a 4.5 afios) (Grady y cols., 2001; Hendrix y cols., 2005; Steinauer y cols., 2005). Por otro
lado, en las mujeres postmenopéausicas la administracion de estriol en 6vulos de 1 mg/dia/2

semanas y posteriormente 2 mg/semana/6 meses mejora el cierre uretral (Dessole y cols., 2004).

Se ha evaluado la accion de las hormonas gonadales sobre los tejidos del tracto urinario
inferior. En las mujeres postmenopausicas con tratamiento tdpico de estrogenos conjugados
(estrogenos, 17a estradiol, 17a hidroequilin, equilenin) de 2 g/dia/6 semanas, resulta en la
hiperplasia e hipertrofia del epitelio en la region media de la uretra (Bergman y cols., 1990)
mientras que, la administracion por via oral continua de estriol en las mujeres menopausicas
durante 4 semanas a dosis decrecientes (8 mg primera semana, 4 mg segunda y tercera semana
y 2 mg cuarta semana) aumenta la maduracién de células epiteliales de la uretra (\Van der Linden
y cols., 1993) y reduce la atrofia del epitelio de la uretra distal (6 mg/ dia/ 6 semanas) (Ahlstrom
y cols.,1990).

En modelos animales como en ratonas se ha descrito que después de dos semanas de
ovariectomia, la terapia con 17-B-estradiol (implante de E> de liberacion prolongada de 60 dias
(0.1 mg E: liberando 80 pg/kg ~*/dia ~!) durante un periodo de 6 semanas disminuye la
frecuencia urinaria, sin embargo, en estos animales hubo un mayor volumen de orina residual
(Gamé y cols., 2008). Asi mismo, Diep y Constantinou (1999) descubrieron que en ratas a una
semana después de la ovariectomia, con la terapia de 17-p-estradiol (33.3 mg/kg/dia por via
subcutanea) durante 21 dias la frecuencia de miccién disminuye y el volumen por miccién y la

duracion aumenta. Ademas, Longhurst y cols., (1992) hallaron que en ratas después de una
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semana de ovariectomia con la terapia de ciopinato de estradiol a una dosis de 100 mg/g/mes
por via subcutanea durante 4 meses no modifica la frecuencia de miccién y aumenta el volumen
expulsado. También, en ratas después de 25 dias de ser ovariectomizadas la terapia de 17-B-
estradiol a una dosis de 0.5 mg por via subcutanea durante 30 dias no revierte la frecuencia de
miccidn a la condicién de animales intactos (Liang y cols., 2002).

En primates no humanos como la mona cynomolgus (Mucuca fusciculuris) tras la OV X,
la administracion continua de estradiol en el alimento a dosis crecientes (7.2 pg/mono/dia
durante 8 meses, 166 pg/mono/dia/ 22 meses) no cambié el area de la region distal de la uretra,
pero si incrementa el tejido vascular (Robinson y cols., 1996). En conejas con dos semanas de
ovariectomia la administracién continua de 17-B-estradiol (tableta implantada) a una dosis de 1
mg/kg al dia en un periodo de dos semanas aumenta el area de la uretra y sin cambios en la

densidad de los vasos sanguineos en la region de la uretra media (Palmieri y cols., 2007).

Rocha y cols. (2003) encontraron que la administracién de estrogenos conjugados
(ésteres sulfatos de estrona, equilin-sulfatos y 170 -estradiol y 17p-estradiol) en ratas (50
pg/animal/dia inmediato o 30 dias después de la ovariectomia) por via oral durante 28 dias
aumenta el grosor de la capa epitelial de la regién media de la uretra, y a su vez, disminuye la
cantidad de colageno. Por otro lado, Sartori y cols. (2001), hallaron que con la administracién
por via subcutanea durante 30 dias de 10 pg/kg/dia de 17-beta-estradiol en la rata 30 dias
después de la ovariectomia disminuye la cantidad de fibras de coldgeno y aumenta la cantidad
de fibras musculares lisas en la uretra. Mientras que, la administracion intramuscular de 1
mg/kg/dia de 17 estradiol por 6 semanas no afecta el colageno de la uretra ya sea que la terapia

se administre inmediato a la ovariectomia o 6 semanas después (Dundar y cols., en el 2002).

En nuestro laboratorio se encontrd que la administracion ciclica durante 28 dias por via
subcutanea de 10 pg de estradiol y 2 mg de progesterona en la rata dos meses despues de ser
ovariectomizada produjo signos conductuales de incontinencia urinaria. Sin embargo, la
administracion ciclica durante 28 dias por via subcutanea de 1 mg de estradiol seguido de 10
mg de progesterona por un mes mejord la continencia urinaria, disminuyendo la frecuencia

urinaria y aumentando el volumen por miccion.
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I1l.  JUSTIFICACION

Estudios epidemioldgicos de incontinencia urinaria reportan la menopausia como factor
de riesgo (Zhu y cols., 2009; Akkus y Pinar, 2016). El 4.7% de las mujeres menopadsicas
padecen de incontinencia urinaria por esfuerzo (Sakondhavat y cols., 2007). La restitucion
hormonal es una terapia alternativa en el tratamiento de incontinencia urinaria de esfuerzo.
Utilizado distintas dosis, tipos de estrdgenos, formas de administracion los efectos terapéuticos
difieren. Por lo anterior, es necesario seguir indagando el efecto de las hormonas gonadales
sobre las funciones urinarias. Estudiar otras regiones distintas a la de la uretra pélvica que

pudieran estar participando de forma importante en la continencia urinaria.
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IV. HIPOTESIS

La administracion sistémica de estradiol en la rata ovariectomizada restablecera las
concentraciones y en consecuencia revertira las disfunciones urinarias, asi como la atrofia de

las capas tisulares de la uretra.
V.  PREDICCION

La administracion continua de 1 mg de estradiol durante 30 dias mejorara la continencia urinaria

y aumentara el grosor de las capas tisulares de la uretra en la rata ovariectomizada.

VI. OBJETIVOS

6.1 General
Determinar el efecto de la administracion continua por via subcutanea de 1 mg de estradiol sobre

los parametros urinarios y las caracteristicas histomorfométricas de la uretra de la rata

ovariectomizada.

6.2 Especificos

Determinar los parametros urinarios (volumen, duracidn, intervalo, frecuencia y goteo) en ratas

ovariectomizadas con administracién continua de 1 mg de estradiol.
Determinar el espesor de las capas tisulares de la uretra pélvica (epitelio, submucosa, misculo

liso y musculo estriado) y de la uretra clitoral (epitelio y submucosa) en ratas ovariectomizadas

con administracion continua de 1 mg de estradiol.
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VIl. METODOLOGIA

7.1 Animales

Se utilizaron 16 ratas hembra adultas de la cepa Wistar de 250 g virgenes provenientes del
Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta (CTBC) mantenidas en condiciones de bioterio con
agua y alimento ad libitum, temperatura alrededor de 22°C, ciclo oscuridad-luz invertido de 12
horas (08:00 - 20:00 hrs oscuridad, 20:00 hrs — 8:00 hrs luz). Las ratas fueron cuidadas y
manipuladas de acuerdo con la norma NOM-062-Z00-1999.

7.2 Disefio experimental

Las ratas fueron ovariectomizadas (Ovx) una vez que alcanzaron un peso corporal de 250 g. Dos
meses posteriores a la cirugia fueron asignadas al azar al grupo de terapia de reemplazo
hormonal (n=8) o al grupo vehiculo (n=8). Antes de la terapia de reemplazo hormonal (60 dias
después de la ovariectomia) y durante la terapia de reemplazo hormonal (7, 14, 21y 28 dias) se
registraron los pardmetros urinarios. Una vez finalizado el tratamiento se procedio a la eutanasia
y se obtuvo el TUG. El tejido fue conservado en formalina para ser procesado histolégicamente

y tefiido con hematoxilina y eosina (Figura 6).

7.2.1 Ovariectomia

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (60 mg/kg) y xilacina (7.5 mg/kg) por via
intraperitoneal. Se realizé una incision dorsolumbar para acceder a los ovarios, ligarlos y
extraerlos. Los tejidos incididos fueron suturados y al final de la cirugia se les administr6 por
via intramuscular 0.02 ml dipirona y 0.02 ml penicilina. Los animales fueron alojados en cajas

individuales y proporcionandoles los cuidados postoperatorios.

7.2.2 Terapia de reemplazo hormonal

La terapia de reemplazo hormonal inicid a los 60 dias post cirugia. Para ello, los animales fueron
asignados al azar a uno de los dos grupos. Al grupo Ovx estradiol, se le administré por via

subcutanea 1 mg de B-Estradiol 3 benzoato (E8515, Sigma-Aldrich) disuelto en 0.1 ml de aceite
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de oliva diariamente a las 8:00 horas durante un mes. Al grupo vehiculo se le administro por via

subcutanea 0.1 ml de aceite de oliva en el mismo horario.

Vehiculo Ratas Estradiol (E2)
Aceite de oliva 0.1 ml ovariectomizadas 17- B -estradiol 1 mg
1 (=) (1=9) ;
60 dias despues de ovx
-6 - (n=6)
el { Pardmetros urinarios I<
[ Antes de la TRH } {Después dela TRH]
= EHEE
L - J

Tx30 extraccion del TUG

’{ Histologia

l
(n=3) ) (n=4)

v

)

Medicion

1.Mucosa

A
2.Submucosa

[Grosor region dorsal ]

3.Musculo liso
4 Musculo estriado

Figura 6. Diagrama del disefio experimental. Ovx, ovariectomia; TRH, terapia de reemplazo hormonal; PO60, dia

60 post ovariectomia; Tx, dia de tratamiento; TUG, Tracto Urogenital; HE, hematoxilina eosina.
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7.3 Parametros urinarios

Los parametros urinarios se realizaron en un sistema de registro que consiste en, una caja de
acrilico mediana (20x30x15cm) sin base y con tapa que cumple funcién de comedero y porta
bebedero, malla de acero inoxidable de 40x50 cm, mesa de madera con superficie de vidrio, un
colector de orina (marco de madera forrado con plastico transparente 20x30 c¢cm) y un sistema
de circuito cerrado de television. La caja fue colocada sobre la malla de acero inoxidable, entre
la mesa y la malla se coloca el colector de orina. Frente a la caja fue montada una camara de
video que conecta con el grabador (Grabador Hick vision) y este a su vez a una pantalla (Figura
7).

Figura 7. Sistema de registro de conducta de miccion. Se muestran sus componentes del sistema. A, caja de acrilico
(1), malla de acero inoxidable (2), camara conectada a un sistema de circuito cerrado (3) y espejo (4). B, caja de
acrilico (1), malla de acero inoxidable (2) colector de orinay heces (3), (Figura tomada de Hernandez Plata, 2007).
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Las ratas fueron habituadas 4 dias al sistema de registro y se mantuvieron en el sistema
durante todo el tratamiento. El registro de miccién se llevé a cabo durante las dltimas 6 hrs. de
la fase de oscuridad, la grabacion comenz6 a las 8:00 hrs y finalizé a las 14:00 hrs. Al comienzo
del registro, se coloco un bebedero con 50 ml de agua y al final del registro se midio el agua
restante. Cada 30 6 40 min. nos dirigiamos al cuarto de registro para cuantificar con una jeringa
de insulina el volumen de orina expulsada, asi como la hora del dia en que encontrabamos la
miccion. Los datos fueron anotados en una hoja de registro (anexo 1). A partir de las

grabaciones se determinaron los siguientes parametros urinarios.

1) Frecuencia de miccién: Numero de expulsiones de orina en 6 hrs.

2) Intervalo entre micciones: Tiempo entre una miccion y la siguiente (min.)
3) Volumen por expulsion: Volumen de orina expulsada por miccion (ml.)
4) Duracion de la miccion: Tiempo de la expulsion de orina (seg.)

5) Goteo: Pérdida de orina no asociada a la conducta estereotipada de miccién

7.4 Histologia de la uretra

Se utilizé la uretra de 10 ratas, con 5 sujetos por grupo. Se eligieron 3 ratas de cada grupo
a las que ya se les habia realizado el registro de miccion y se adicionaron 2 ratas a cada grupo

con la misma condicion experimental.

La obtencidn del tejido se llevo a cabo en el dia 30 de la terapia de reemplazo hormonal.
A las ratas se les indujo la eutanasia con una sobredosis de pentobarbital sédico por via
subcutanea. Se realiz6 una laparotomia y se extrajo el tracto genitourinario. Este fue fijado por
inmersion en formalina al 10%. Tras ser fijada, fueron seccionadas las regiones pélvicay clitoral
de la uretra. Posteriormente, pasaron por un proceso de deshidratacion, que consistio en bafios
de etanol en concentracion ascendente sometidos a constante agitacion. Posterior a ello, se
procedié al aclaramiento o desalcoholizacién (cambios de etanol-xilol y xileno) (anexo 2).
Finalmente, el tejido fue incluido con 3 cambios de paraplast (anexo 3) y montados en un casete

con parafina limpia.
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El tejido incluido en paraplast fue cortado en un microtomo (Leica RM2125RT)
transversalmente a 7 um de grosor. Para permitir la extensién y montaje de los cortes en el
portaobjetos, éstos fueron suspendidos en un bafio Maria (felisa® TERMO-BANO)
previamente preparado con gelatina bacterioldgica y agua destilada (2000 ml de agua destilada
calentada a 50°C y 6 g de BDBioxon Gelatina bacteriol6gica). Se obtuvieron 8 laminillas de la
region pélvica y 8 laminillas de la region clitoral por rata (6 cortes histoldgicos por laminilla).
Para la tincion, elegimos 3 laminillas de las 8 obtenidas dejando un intervalo de 100-200 um

entre cada corte.

Una vez que las laminillas fueron seleccionadas, se colocaron en canastillas de acero
inoxidable y se procedié a desparafinar colocandolas durante 15 minutos dentro del horno de
secado (RIOSSA H-48) a una temperatura de 45°C. Posteriormente, se pasaron por tres cambios
de xilol y posteriormente fueron sumergidas en alcoholes a concentraciones decrecientes.
Después, se procedio a sumergir las laminillas en el reactivo de hematoxilina de Harris para
luego ser lavadas con agua corriente y sumergidas en un bafio rapido de alcohol &cido. Después
se lavaron con agua corriente, se pasaron a carbonato de litio y nuevamente fueron enjuagados
con agua corriente. Posterior a ello, las laminillas fueron tefiidas con eosina. Enseguida, fueron
sumergidas en tres cambios crecientes de etanol, etanol-xilol, xilol. Finalmente, las laminillas

se montaron con resina sintética (anexo 4).

7.4.1 Anaélisis morfométrico

Con la ayuda de un microscopio éptico (Axio Imager Al, Carl Zeiss, Thornwood, NY)
y una camara digital (Cannon PowerShot S50, Canon USA, Lake Success, NY) los cortes
histoldgicos fueron fotografiados con un aumento total de x200. Las fotografias fueron
analizadas con el software AxioVision. Se obtuvieron los grosores de la region dorsal de la
uretra pelvica del epitelio, submucosa, musculo liso y musculo estriado (Figura 8) y del epitelio

y submucosa de la region clitoral (Figura 9).
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Figura 8. Fotografia corte transversal de la regién de la uretra pélvica tefiido con H-E. Se sefiala el punto de
medicion de las capas tisulares (circulo rojo). LU, lumen uretral; V, ventral; LD, lateral derecho; D, dorsal, LI,
lateral izquierdo.

Figura 9. Fotografia corte transversal de la region de la uretra clitoral tefiido con H-E. Se sefiala el punto de
medicion de las capas tisulares (circulo rojo). LU, lumen uretral; CL, Clitoris; V, ventral; LD, lateral derecho; D,
dorsal, LI, lateral izquierdo.
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VIIl. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un andlisis estadistico descriptivo para describir el promedio + error estandar
de los pardmetros urinarios y de las capas uretrales. Se realizd6 una ANOVA de dos vias de
medidas repetidas y una prueba post-hoc de Tukey para comparar los parametros urinarios entre
grupos en los dias 60 post ovx, 7, 14, 21y 28 de tratamiento. Para el goteo se utilizé una X2. En
cuanto a las capas tisulares de la uretra se utiliz6 una t-Student y una U de Mann Whitney. Se

considerd significativo con una p< 0.05.
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IX. RESULTADOS

9.1. Parametros urinarios
Frecuencia de miccién

El estradiol disminuyd la frecuencia de miccion dependiendo de la semana de
tratamiento (ANOVA de dos vias F(s6)=4.711; p=0.003). En la tercera y cuarta semana de
administracion de estradiol, las ratas orinaron la mitad de veces (Tukey p=0.01) que las ratas
con administracion de aceite (tercera semana 5 vs 12, cuarta semana 5 vs 13). En contraste, el
estradiol no tuvo efecto en las dos primeras semanas (primera semana 12 vs 10; segunda semana,
7 vs 12) comparado con las ratas que recibieron aceite El grupo con estradiol, la frecuencia
disminuyd desde la primera hasta la Ultima semana de tratamiento comparado con el dia 60 post
ovariectomia (17 vs 7) (Tukey p<0.001). En tanto que el grupo vehiculo, no hubo cambios antes
y después de la administracion de aceite (12 vs 11) Figura 10A.

Intervalo entre micciones

El estradiol aumentd el intervalo entre expulsiones de orina, dependiendo del tiempo de
administracion (ANOVA F(4,6) =3.1, p=0.02), aumentando el doble de tiempo a partir de la
tercera (62 vs 33 minutos) (Tukey p=0.018) y cuarta semana (60 vs 32 minutos) (Tukey
p=0.023) comparado con las ratas que recibieron aceite. En contraste con las ratas que recibieron
aceite, el estradiol no tuvo efecto en el dia 60 de la ovariectomia y durante las dos primeras
semanas de administracién de estradiol (35 vs 33 minutos)

El estradiol aumentd el intervalo de tiempo entre expulsiones de orina en las dos Gltimas
semanas (Tukey p=0.004; p=0.008) de tratamiento comparado con el dia 60 de la ovariectomia
(65 vs 21minutos). El aceite no tuvo efecto a lo largo del tratamiento (antes 39 vs 31 minutos

después de la administracién de aceite). Figura 10B.
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VVolumen por expulsion

El estradiol tuvo efecto en el volumen por miccion dependiendo de la semana de tratamiento.
(ANOVA de dos vias (F(s,6)=3.820; p=0.010), aumentando el doble de volumen en la cuarta
semana de tratamiento comparado con el grupo vehiculo (0.5 vs 1.2 ml.) (Tukey p<0.001). No
hubo efecto entre los grupos en el dia 60 post ovariectomia (0.3 ml) y las tres semanas de
tratamiento (0.4 vs 0.6 ml). En el grupo con estradiol, el volumen por miccion aumento
significativamente cuatro semanas después del tratamiento comparado antes (1.2 vs 0.3 ml)
(p<0.001) y después de la terapia (1.2 vs 0.6 ml) (p=0.01), con excepcion del dia 21 (1.2 vs 0.7
ml). El aceite no tuvo efecto en el volumen por miccidn ni antes ni después de su administracion
(0.3 vs 0.4 ml). Figura 11A.

Duracion de la miccion

El estradiol tuvo efecto en la duracion de la expulsion de orina dependiendo de la semana
de tratamiento (ANOVA de dos vias F(s6)=4.153; p=0.007), aumentando en la tercera (2.9 vs
2.0 segundos) (Tukey p=0.046) y cuarta semana (3.6 vs 2.2 segundos) (Tukey p=0.002) de
tratamiento comparado con el grupo de aceite. El estradiol aumentd la duracion de expulsion de
orina en la cuarta semana del tratamiento comparado con el dia 60 post ovariectomia (3.6 vs 1.7
segundos) (p<0.001) y las dos primeras semanas de tratamiento (3.6 vs 2.3 segundos) (p=0.049).
El aceite no tuvo efecto en la duracién de la miccién antes y después de su administracién (1.9

vs 2.0 segundos). Figura 11B.
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9.2. Goteo
La pérdida de orina en forma de goteo fue clasificada en tres categorias que van de mas

a menos severidad. Tipo 1, aquellos que gotearon antes y durante todo el tratamiento, tipo 2,
aquellos en que el goteo fue transitorio a lo largo del tratamiento (goteaban y dejaban de gotear)

y tipo 3, no gotearon o a partir de la segunda o tercera semana de tratamiento.

E1 17% de las ratas del grupo vehiculo y estradiol presentaron la categoria 1. En ambos
grupos, el goteo de orina estuvo asociado principalmente con la conducta de exploracion vertical
(erguida) y secundariamente al acicalamiento, caminar, rascarse, comer, exploracion horizontal

(apoyada en sus miembros), estornudar y acostada.

El 33 y 50% de las ratas del grupo vehiculo y estradiol respectivamente presentaron la
categoria 2; mientras que las del grupo vehiculo solamente presentaron goteo al final del
tratamiento, las del grupo con estradiol ocurrio antes (dia 60 de la ovariectomia) y en las dos
ultimas semanas de tratamiento. El goteo de orina estuvo asociado en gran medida con comer,
exploracion vertical y con menos frecuencia con exploracion horizontal, caminar, estornudar,

acicalarse y acostarse.

En el tipo 3, el 50% (n=3) de los animales del grupo vehiculo, dos ratas no gotearon y
una no goteo después de la primera semana del tratamiento. Por otra parte, en el grupo ovx con
estradiol el 33% (n=2) de los animales dejaron de gotear a partir de tercera semana de
tratamiento (X? p=0.0307) (Figura 12). La pérdida de gotas estuvo asociada con exploracion

vertical, caminar y acicalarse.
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Figura 12. Porcentaje de ratas agrupadas segln severidad de goteo de orina. Tipo 1, siempre gotearon, Tipo 2, goteo
transitorio y Tipo 3, ausencia goteo en la segunda semana de tratamiento.
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9.3. Caracteristicas histomorfométricas de la uretra

9.3.1. Regidn pélvica

Mucosa

Encontramos que la mucosa uretral esta constituida por epitelio columnar estratificado
y lamina propia (tejido conectivo denso irregular). Contabilizamos de 2-3 capas de células en
las ratas vehiculo, mientras que en las ratas tratadas con estradiol de 3-4 capas de células (Figura
13; 1Ay 1B).

La administracion de estradiol indujo un aumento significativo del grosor de la mucosa,
de 26.7 £ 0.5 um en el grupo vehiculo a 38.7 + 4.9 um el en el grupo estradiol. (U-test p =0.008)
(Figura 14).

Submucosa

La capa de submucosa estuvo constituida por tejido conectivo laxo (fibras de colageno
elasticas) (Figura 13; 2A y 2B). El estradiol no tuvo efecto (t-Student p = 0.606) en el grosor de
la submucosa (53.3 + 10.9 um) comparado con el grupo vehiculo (62.3 £ 12.6 um). Figura 14.

Mdsculo liso

En el muasculo se distinguieron fibras dispuestas en direccion longitudinal y circular que
se encontraban entrelazadas con tejido conectivo (Figura 13; 3A y 3B). Hubo una tendencia a
que el grosor de la capa en el grupo con estradiol fuese mayor (250.5 + 32.1 um) comparado
con el grupo vehiculo (178.7 + 36.6 um); sin embargo, el analisis arrojo que no hay diferencias
(t-Student p =0.179). Figura 14.
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Musculo estriado

A diferencia de las ratas del grupo vehiculo, los paquetes musculares de ratas con
administracion de estradiol tuvieron una apariencia de mayor grosor, embebidas en escaso
material de tejido conectivo (Figura 13; 4A y 4B). El estradiol aparentemente incremento el
grosor de esta capa (258.9 + 40.5 um) comparado con el grupo vehiculo (214.0 + 23.9 um), pero

el andlisis estadistico resulto sin diferencias (t-Student p = 0.369). Figura 14.
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Figura 13. Las iméagenes a la izquierda corresponden a una rata vehiculo y las imagenes a la derecha a una rata con
terapia de estradiol. Paneles Ay B, muestran cortes transversales de la regién de la uretra pélvica a un objetivo 5x;
1A y 1B, muestra la capa de mucosa; 2A y 2B muestran la capa de submucosa; 3A y 3B muestran la capa de
musculo liso; 4A y 4B muestran la capa de musculo estriado. Objetivo 100x.
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Figura 14. Grosor de las capas tisulares de la pared dorsal en ratas vehiculo y estradiol. (Diferencias entre grupos
* P<0.005).
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9.3.2. Region clitoral

Mucosa

La mucosa de la uretra clitoral estuvo conformada de epitelio columnar estratificado y
tejido conectivo denso irregular. Las ratas con administracion de estradiol se contabilizaron de
5-8 capas de células con un grosor de 61.7 £ 2.1 um. La mucosa de ratas del grupo vehiculo
estuvo constituida por 4-5 capas epiteliales con un grosor de 39.7 = 8.4 um (Figura 15; 1A'y
1B). El estradiol aument6 el grosor de la mucosa de la uretra clitoral (t-Student p= 0.045) (Figura
16).

Submucosa

La submucosa de la uretra clitoral estuvo constituida por tejido conectivo laxo,
abundantemente irrigada. El estradiol (368.9 £ 28.9 um) no tuvo efecto en el grosor de la
submucosa comparado con el grupo vehiculo (433.7 + 56.0 pm) (t-Student p = 0.343) (Figura
16). En contraste con el grupo vehiculo, los vasos sanguineos en el grupo con estradiol tenian
formas maés regulares y tamafios mas homogéneos. Aungue el nimero (estradiol, 48 = 16.0 vs
vehiculo, 61 + 8.0) y area (estradiol, 3912.2 + 720.5 um?vs vehiculo, 4167.9 + 795.9 um?) de
los vasos fueron similares entre los grupos. Tampoco hubo correlacion entre el nimero de vasos

y el area en el grupo ovx vehiculo y ovx estradiol (Figura 15).
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Figura 15. Las iméagenes a la izquierda corresponden a una rata vehiculo y las imagenes a la derecha a una rata con
estradiol. Paneles A y B, muestran cortes transversales de la region de la uretra clitoral a un objetivo 5x; 1Ay 1B,
muestra la capa de mucosa; 2A y 2B muestran la capa de submucosa. Objetivo 100x.
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X. DISCUSION

La hipotesis planteada en el estudio de que la restitucion de estradiol revertiria la
disfuncion urinaria, asi como la atrofia de las capas uretrales causado por la ovariectomia, fue
apoyada por disminucion de la frecuencia urinaria, ausencia de goteo e hipertrofia de la mucosa

de la uretra pélvica y clitoral.

El estradiol ejerce diversas acciones en todos aquellos tejidos diana, a través de la unién
a su receptor en el nacleo de la célula a una secuencia regulatoria particular, lo que resulta en la
modulacion de la expresion de genes especificos. Las acciones del estradiol han sido méas
estudiadas sobre el sistema reproductor que en los sistemas nervioso, muscular, esquelético,
circulatorio y urinario. En el presente estudio coincidimos con otros grupos de investigacion de
los efectos variables del estradiol sobre la miccidn, a dosis inferior (0.25mg de 17 estradiol por
16 semanas) a la utilizada en nuestro estudio, Fleishman y cols. 2002 no encontraron diferencias
en la frecuencia ni en el volumen por miccion. A dosis de 100 mg/100 g/mes durante dos o
cuatro meses, superior a la utilizada en nuestro estudio, tampoco encontraron diferencias en la
frecuencia, pero si un aumento en el volumen por miccion (Longhurst y cols 1992). Ambos
estudios fueron realizados en la caja metabdlica; sin embargo, en el primero las ratas estuvieron
privadas de alimento y la variabilidad en la frecuencia de miccion en las ratas ovariectomizadas
resultd sin efecto el estradiol. Utilizando como modelo de estudio el raton, el implante de un
pellet 17 estradiol con 0.1 mg por 60 dias que libera 80 pg/kg/dia, la frecuencia disminuye y
el volumen por miccion incrementa, resultados similares a los nuestros. La disminucion en la
frecuencia urinaria puede explicarse por la contraccion de la uretra a través de la disminucién
en la expresion de éxido nitrico sintetasa neuronal (Game y cols. en el 2008, Seo y cols. 2014).
Ademas, por incremento en la expresion de los receptores a adrenérgicos en la uretra (Schreiter
y cols. 1976, Levin y cols. 1981, Seo y cols. 2014). Asi como por disminucion de calcio y

contraccion de la de vejiga (Valeri y cols. 2009)

El incremento en el volumen por miccidn no estuvo relacionado con una mayor ingesta

de agua (vehiculo, 17.1 ml vs estradiol, 15.6 ml).
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La disminucion en la frecuencia urinaria trae consigo aumento en el intervalo entre
micciones, volumen y duracion de la miccién. Los cambios en estos pardmetros urinarios
ocurrieron paulatinamente entre la tercera y cuarta semana de tratamiento. Lo anterior podria
estar determinado por un efecto progresivo del estradiol sobre sus receptores. Después de la
ovariectomia, la densidad incrementa significativamente, a un dia de administracion de estradiol
disminuyen y a partir de 3 dias y una semana la densidad de receptores alcanza al del control
(Dian Yu Liny cols. 2006).

Los resultados de los parametros urinarios de nuestro estudio se correlacionan con lo
encontrado en estudios de cistometria. El estradiol aumenta la capacidad de almacenamiento,
restablece o aumenta el volumen por miccion, aumenta la presion de la vejiga y la uretra y
reduce el volumen del goteo de orina (Watanabe 1997, Aikawa y cols. 2003, Seidlova-Wuttke
y cols. 2004, Dmitrieva 'y Berkley 2005). El incremento de la capacidad vesical podria explicarse
por la accion que ejerce el estradiol de aumentar la expresion de factores de crecimiento en la
préstata (Smith y cols. 2002).

Altas concentraciones de estradiol (superiores a 0.4 mg/kg) disminuye la inervacion de
la vagina (Tin Li y cols. 2017), vejiga (Lin y cols. 2006). Posiblemente lo mismo ocurra con la

dosis empleada en nuestro estudio con la vejiga, de tal manera que resulte menos responsiva.

El incremento en el volumen por miccidn no es sugerente de obstruccion uretral dado
que la contractilidad de la vejiga no presenta alteraciones (Conners y cols. 2006); sin embargo,
tiene como efecto adverso incrementa en el volumen residual (vehiculo, 0.36 ml vs estradiol 0.6

ml).

El 30% de las ratas presentan mejoria en los sintomas de incontinencia urinaria. En
mujeres, el reemplazo hormonal a base de estradiol y progesterona reduce los sintomas urinarios
en el 21% (Grady y cols. 2001). El 28% de las mujeres con la administracion de estriol mejora
los sintomas de incontinencia urinaria. Estos resultados nos conducen a seguir indagando los
efectos del estradiol sobre la funcion urinaria, particularmente por el recurrente uso de

anticonceptivos hormonales y cremas vaginales.
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Los resultados de nuestro estudio muestran el efecto del estradiol en la hipertrofia de la
mucosa uretral tanto de la region pélvica (Rocha y cols. 2003) como clitoral. La alta densidad
de receptores a estradiol en la uretra (Batra y losif 1988) la hace sensible a las fluctuaciones de
las hormonas gonadales. El incremento en la concentracion de estradiol favorece la maduracion
epitelial (Bergman, y cols. 1990; van der Linden y cols. 1993). El estradiol en las células
epiteliales del dtero disminuye el tiempo del ciclo celular (fase G1), promoviendo la sintesis de
ADN vy la division celular (Quarmby y Korach, 1984). Mecanismo similar en el Gtero podria
estar operando en la uretra. El incremento en el niumero de células epiteliales mejora la

coaptacion epitelial y con ello cerrar de manera mas eficiente el lumen uretral.

Se ha mostrado que la mucosa contribuye a la resistencia uretral de manera pasiva (Jiang
y cols. 2011). Los efectos del estradiol se han concentrado en analizar la fisiologia e histologia
de la vejiga dejando un tanto al margen la uretra. Particular atencion ha recibido el estudio de la
uretra pélvica por la presencia de la musculatura estriada del esfinter externo de la uretra. Sin
embargo, como nosotras mostramos en este estudio, la uretra clitoral también contribuye,

aunque en menor grado comparado con la uretra pélvica a mantener la continencia urinaria.

A pesar de que no encontramos diferencias estadisticas en el grosor del musculo liso y
estriado de la uretra, la tendencia fue clara. El incremento en el grosor del masculo liso pudo
estar determinado por hipertrofia de las fibras musculares lisas de la uretra (Sartori y cols. 2001,
Rocha y cols. 2003). El estradiol estimula la expresion de miosina de cadena pesada en el
detrusor de la vejiga urinaria, proteina esencial para la contraccién muscular (Sanchez-Ortiz y
cols. 2001). Mecanismo similar podria estar ocurriendo en las fibras de la musculatura de la
uretra. La hipertrofia e hiperplasia de las capas tisulares de la uretra ayudarian a incrementar la

presion uretral para mantener la continencia y el escape involuntario de orina.

Hubo tendencia a un mayor grosor del musculo liso y estriado de la uretra, nuestros
resultados apoyan lo reportado por Game y cols. 2008, los autores sefialan que la variabilidad
en el grosor de la uretra influyo para que no encontraran diferencias estadisticas, explican que
la disminucion en la frecuencia urinaria estuvo determinada mas que por el grosor de la
musculatura estriada de la uretra en el que no encontraron diferencias, se debe a la inhibicién de

oxido nitrico sintetasa. Alternativamente, si puede haber un aumento en el grosor de la capa de
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musculatura lisa, pero no se ve reflejado debido a una disminucién en la cantidad de tejido

conectivo.

El 17p estradiol no tuvo efecto en el grosor de la submucosa, por la ausencia de
receptores B (Makela y cols. 2000) Sin embargo, el 17 B estradiol restablece los vasos
sanguineos periuretrales en la submucosa y puede contribuir a incrementar la presion intrauretral
(Rizk y cols. 2005).
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XI.  CONCLUSIONES

La administracion de 1 mg de estradiol por 28 dias en la rata ovariectomizada mejoro la
continencia urinaria, disminuyendo la frecuencia urinaria y severidad del goteo. Ademas, indujo
hiperplasia de la mucosa uretral en la region peélvica y clitoral, asi como hubo una tendencia a
incrementar el grosor de la musculatura lisa y estriada de la uretra pélvica; sin embargo, no hubo
efecto en la submucosa. Estos hallazgos muestran que el estradiol tiene efectos sobre las capas
tisulares de la uretra que contribuyo a mejorar la continencia urinaria en al menos un tercio de
las ratas. Considerando la variabilidad que ejerce el estradiol sobre sus érganos diana, la terapia

de reemplazo hormonal en la clinica debe emplearse cuando hay mejoria sintomas urinarios.

X1l. PERSPECTIVAS
-Agregar estudios cistometograficos y electromiograficos
-Medir el grosor de las fibras musculares lisas y estriadas en la region de la uretra pélvica.
-Determinar la cantidad de tejido conectivo en la region de la uretra pélvica.
-Analizar el grosor de las capas tisulares en hembras viejas multiparas y hembras viejas

ovariectomizadas.
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XIV. ANEXOS

1.- Hoja de registro de miccion.

Mo, anisal Cowai ciin B & Agua fina
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2-. Deshidratacion de tejido de uretra pélvica y clitoral.

Reactivo Tiempo
OH 70% 30 min
OH 1 80% 40 min
OH 11 80% 40 min
OH 1 96% 40 min
OH 11 96% 40 min
OH 1 100% 40 min
OH 11 100% 40 min
OH-Xilol 40 min
Xilol | 40 min
Xilol 11 40 min

3.- Inclusion de tejido de uretra pélvica y clitoral.

Reactivo Tiempo
Paraplast | 3 horas
Paraplast Il 5 horas
Paraplast I11 6 horas




4.- Tincién de Hematoxilina-eosina.

Reactivo Tiempo
Xilol | 5 min
Xilol 11 5 min
Xilol 111 5 min
OH 100%- Xilol 5 min
OH 96% 3 min
Hematoxilina 15 min
H20 corriente 30 seg
OH é&cido 10 seg
H20 corriente 10 seg
Carbonato de litio 30 seg
H20 corriente 10 seg
Eosina 5 min
OH 96% 3 min
OH 100% 2 min
OH-Xilol 2 min
Xilol 5 min
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CARTEL 7 SECCICN, Mecanismas de i condurta

EFECTO DE LA TERAPIA DE REEMPLAZO HORMONAL SOBRE PARAMETROS
URINARIDS ¥ CARACTERISTICAS HISTOMORFOMETRICAS DE LA URETRA EN
LA RATA OVARIECTOMIZADA

Blanca Exthela Batana Reyes, Margarita Jurez Romero, Yolanda Cruz Gome:
Maestria en Clencias Bickogicas, Centro Tincala de Bioiogia de la Conducta.

Cowren electrdnion: blanguita batana @gmail.om

La edlad! y |a menopausia son factores de riesgo de incontinencia urinana (U] femenina. La
menopausia 5 n proceso fisioligios que se cararteriza por una dsminucon en
concentraciin oe hormonas cwdricas (estradiol y progesteranal, par o gue animales
ovarechomizados (OVX), coma la rata, son modelos de menopausia. La uretra, juega wn
papsd Importante puesto que contriguye 3 mankener & continencia urnara cerrando o
umien evitando 2 ka perdida de orina. B cleme uretral estd determinada por (2 acthidad
e las estructuras que fa componen. LUna hipermowilidad uretral o una debiidad del esfinter
wierno genera U por esfuerzo.

El objetivo del presente estudia fise determinar ol efecto de b administracidn de estradiol
{1mg) sabre los pardmetros winarios y las caractertsticas histomesfométricas de ka uretra
i ratas cwanectamizadas.

S utflizanan ratas hemiora adultas cvarkectomizadas de 2 cepa Wistar. Dos meses post-OVE.
s Inicid ¢ tratamiento con aceite (0.1mi 5.c., grupo vehiculn, n=d) oestradiol (1 mg de £2
on 0.1mi de aceite, grupa OVX+E; n=d), durante un mes. Se grabd [a conducta durante las
Gitimas & haras de [a fase de oscuridad. Se ealuaron los siguientes pardmetros urinarios:
volumen por micidn, duracion de & miccion, intenala entre miccianes, frecuencia de
miccidn y ndmiro de gatas de orina; antes (ila 60 de fa OV, POBO) y durante 7, 14, 21y 28
dilas de |a terapia hormanal. Para el registro de |a conducta de miccion se utlid un skiema
de Tegisiro que consiste en una caja de acrlico sin base, una malla de acero inowidable,
mesa de madesa con superfice de vidrio, un colector de orina (marco de madera forrado
oon pldsticn transparente| y un sistema de videograbacion de crtult cemado.

Al mes de terapla se extrajo ka uretra (OVEsvehicula ne3; DVE+E; N3] y s prepand para
estudios histokdgicas para determinar |as caractertstcas histomorfometricas. Se realizaron
cortes transwersaks de & uretra péhica (7 uml. Las secriones fueron tefidas con

Biw. s 8 @ m ) foex L L8 2

sal

hematoibna-cosing. Se midid o espesor de ka regidn dorsal de @ uretra de |2 meoosa,
submucosa, misoula Rso y estriado. La estadistica se realizd con una tde Student, affa 0.05.

EN s primeras tres semanas e tratamiento, |2 terapa hormonal na tuva efectes
estadisticamente significativas en o5 pardmetras winarks: Frecuenta de miccidn
{wehiculo, 102408 vs OVisEs, 9.05¢1.3 micckanes), volumen par miccin |vehicula
D405 w5 OVH+Es, DLETA008 mi, intenvalo entre: mictiones (vehiculn, 37.32.2 v
OVi+E;, 38.647.1 min) y duracidn de | expulsion de orina (vehicula, 2.280.09 vs OVE+E;
LE40.2 segundas). Sin embarga, & duracidn g (a expusion de onna el grupo DVEAE;
aument en el dia 28. Con respecto al goteo de arina, solo una rata con aceite goteoen una
ceasdn durante ka terapka (0.240.3 gotas] mientras que en ¢l grapo on estradiol todas I
ratas gotearon de und a cuatro veoes (20408 gotas).

En ol grupo OVE+E; el grosor de la muscosa de (a uretra péivica aumentd (392428 pm) en
comparacidn con e grupa vehiculo (24.741.6 ). Sin embarga; a terapia na tuva efecto
sobre ¢l grosor de ka submucosa fvehiculo, 552639 vs OVEeE; 49.0¢3.7 8 jam|, misculo liso
{iehiculn, 225.747.2 vs OVN+E; 213,657 8 um y miscul estriadn (vehico, 732 84189 vs
OVK+E; 25164471 8 pmi,

Figera 1. Contas trarsvarsalies do [ wreara pébica 1efida con Hemanouiing-eixing 3 on abjtivg da
100 Las fonografias mestsiran |a capa apitelial de | regide donal & @ uretra pabica de wa rata
e it o e (ngeber da] y estraiol (iracha).

Lo resuttados preeliminanes muestran que aungue el estradiol no tiene un efecto sobre los
parametras winarios s puda oheenar que, el valumen por micidn y la duracidn
Incrementan @0 |a ultima semana del tratamiento y a su vez, la frecuenda de miccidn
dlsminuye.

Estudios han repartaco que ¢ estradiol ayuda a fa proliferacion y maduracin del epiteli.
EN Rsestr estudio, I terapia aumentd o grosor de f7 capa de mumsa lo gue pudiera
significar una hipertrofia o hiperplasia de las colulas epitelalesy en consecuencia una mejor

prim- @ ® m) e L L3S

sal
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LAS HORMON&SL%VA%E&S EN LA VIDA

Margarita Juirez Romero, Bfanca Esthsla Batana Reyes y Yolinds Cruz Gomes

25 hormonas son mensajeros quimicos Gue vizjan en &l torrente sanguineo y fiegan a los dferen-

tas Grganos del cuerpo. Transportan informacion 3 las célulss que poseen receptores especificos

para fa hormona. En fas mujeres, los oarios y an menor peoporcion lax gindulas adranaies son
m}m‘ defas estradiol y progs {Smpson
20035

En mamiferos, antes del naciminto, los ovarios del embridn ide-
mtwﬁmm“hﬂlmxmdehsmmm g
brales y organcs r 1
msimnﬂm

En seres humanos, durante 1a pubartad. se produce un aumento
gresivo en las hormonas ovirnicas. lo gue conlleva 2 Iz aparician de los ca-
racteres sexuales ios tales como el de mamas, ennan-
chamiento de caderas, presencia de vello en axilas, pubis y posteriormente & u 0

mm(wwwhlhqumdmmddpmdow ~

reproductivo.
&mmmwwuﬁmhhnbkuhyhmbh ‘
primerz fase & estradiol induce prolderacion de célulzs uterinas y. en la segunda,

uUMwmﬂmhmmwwm

En &l embaraza, primero el cuerpo kiteo y huego s placenn secretan progesterona.
hormona que mantiane quiescente el Stero, o que evita que of producto sea aborado antes
de los 3 meses. Al final def embarazo se llzva 2 cabo =l parto. en 2l que disminuys & concen-
tracion de progesterona y aumenta el estradiol. Esta condicion permitz la contraccion
utering y con elio i expulsion del bedé y Ia placensa.

factancia temprana. el amamantamienco ishibe |2 actividad ovarica y los ciclos menstruales
ummmoalwmouh

El periodo fertl de fa mujer dura mis de dos décadas. Despuds de ese periodo las hormonas
nmmﬁmm-.hqulmlmm&mmmwmlkmmmycms
o gee culmina en Este términe se utikiza cuando
muhdoumhullmmdnmwuwén.mmnnadcuunmamm
resequedad vaginal y atrofia urogenital (Harlow etal 2012).

u“yhmmmmumummmmmwms
cambios biologicos. As el 18% de has reportas urinaria de e3-
fuerzo (IUE), trastorno en la que hay pérdida de orina por correr, estornudar, reir o realizar gjercicio
fisico que implique esfuerzo (Sakoadhavat et 2l 2007).
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L2 JUE afecta &l carrado urerral Hay una variedad de terapias utilizadas de zcusrdo com su
Mnmmmmlmmwmulumummmmmmi-
vo1. disporsitivos que estimulan Jos misculos del pwo phivico de forma magnética o eléctrica. pesa-
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nérgico. terap@ de resmplazo hormonal (TRH) 2 base de estrzdiol yio
mis invasivos, cabestrilio vaginal, uretai o wretropexia (Hersh
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aquejana las de estedios En nuastro labo-
ruﬂamlmnmmm& (umlé- quirirgica de %03 ovarios)
como modelo de Quea tiempos despuds

gz la ovariectomia (OVX) los sintomas de incontinencia urmaria determinados

d por goteo de orina son evidentes. Dos meses posteriores 3 fa OVIX Iniciamos

) 13 TRH con estradiol y progesterona 10 que ressitd en FUE. sin embargo, a ma-

i ¢ yore; dosis de estradiol y progesterona ya no hubo signos de U (Figura 1),
mt e La sofa administracion de | mifigramo de estradiol resulto en hiperplsia del
epitelic uretral, suginendo reduccion del fumen uretral y, por tanto, 2 continen-

) cia srinaris (Figura 1). Estos hatlazgos y la informacidm agui descrita nos permi-

ten desacar la importancia de Jas hormonas ovaricas en la fisiologia femenina..
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La Sociedad Mexicana de Ciencias Urogenitales, A.C.
Otorgala presente CONSTANCIA a:
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Stephanie Cuatecontzi Rodriguez, Karla de la Rosa Sanchez,
Valeria Ocotitla Zapata, Aarén Pérez Gutiérrez y Yolanda Cruz Gomez

Por exponer el trabajo:
y “Participacion de la prostata ventral sobre la funcién urinaria y sexual en
la rata macho”

( : Presentado durante el 24° Congreso Anual de la Sociedad Mexicana de Ciencias
(¢ Urogenitales

Llevado a cabo en Tlaxcala, Tlax. del 28 septiembre al 1 de octubre 2022
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