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Resumen

El consumo de dietas hipercaldricas genera una desestabilizacion de la funcion reproductiva
derivado del sobrepeso y la obesidad. El tejido muscular es uno de los principales 6rganos
encargados de llevar a cabo la captacion y utilizacion de la glucosa para generar energia, la
obesidad y la malnutricion pueden generar enfermedades como resistencia a la insulina que
afectan a la musculatura. ElI musculo pubococcigeo (mPc) depende del metabolismo de los
acidos grasos y la glucosa, posee tres tipos de fibras: oxidativas, glucoliticas y fibras intermedias
que se adaptan a los sustratos que se les proporcione. En la rata macho, se sabe que el mPc
participa en la miccion y la eyaculacion; sin embargo, un cambio en el metabolismo muscular
podria afectar dichos procesos. Por ello, el objetivo de la presente tesis de maestria fue
determinar la relacion de consumo de sacarosa sobre la organizacion de los tipos de fibras
musculares, la expresion del transportador Glut 4 y areas transversales de las fibras del mdsculo
pubococcigeo en la rata macho infante. Analizamos la relacion del consumo de sacarosa sobre
la organizacion de los tipos de fibras, la expresion del transportador Glut 4 y las areas de la
seccion transversal de las fibras del mPc en la rata macho infante. Se utilizaron 16 ratas Wistar
con 21 dias de edad. Posteriormente, se asignaron en dos grupos de manera aleatoria: 1) el grupo
control tuvo acceso libre a agua simple y una dieta standard Lab-Diet 5001; y 2) al grupo A30
con la misma dieta, pero con libre acceso a una solucién de sacarosa al 30% durante 4 semanas.
Al dia 51 de edad, los animales fueron sacrificados y se les obtuvo bilateralmente el mPc para
posteriormente realizar un analisis histolégico y bioquimico. Los resultados para el grupo A30
muestran un aumento significativo del area transversal de las fibras musculares (p<0.0001), asi
como una elevacion de los niveles de glucdgeno y del transportador Glut 4 muscular (p<0.001,
p<0.05), asi como un aumento de fibras rapidas, pero una disminucion significativa de fibras
intermedias y lentas (P <0.001, P <0.001, P <0.05). El consumo de sacarosa genera que el
transportador Glut 4 aumente su expresion, asi como el contenido de glucégeno muscular. Esto
podria estar relacionado con el aumento en el area transversal y distribucion de las fibras rapidas
del mPc en la rata macho infante; lo cual podria indicar que, desde etapas tempranas, el consumo
elevado de sacarosa en los machos modifica la composicion de tipo de fibras del mPc vy,

posiblemente, en etapas adultas los conlleva a disfunciones sexuales masculinas.
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1. Introduccién

El muasculo estriado es un tejido que para su adecuado funcionamiento depende completamente
del metabolismo de biomoléculas de naturaleza lipidica (&cidos grasos) y de moléculas de
glucosa; debido al tipo de fibras que lo conforman. El tipo de fibras musculares puede
clasificarse de acuerdo a su metabolismo y son fibras oxidativas (tipo 1), glucoliticas (tipo 11) y
fibras intermedias (I1a). Las fibras de tipo Ila poseen la capacidad de adaptarse a la cantidad de
contraccion que realiza la musculatura y cambiar su metabolismo, esto dependera del sustrato
que se proporcione (Friedman 2002; Boffi 2008). Esto es si la concentracion de glucosa es alta,
el masculo puede modificar el metabolismo de las fibras lla y convertirlas en | o glucoliticas
(Friedman 2002). Sin embargo, dependiendo la funcion que tenga cada tipo de musculo sera el
tipo de fibra muscular que lo conforme; por ejemplo, las fibras oxidativas son fibras lentas con
una alta resistencia a la fatiga el cual permite que se realicen actividades por periodos
prolongados de tiempo. Por otra parte, las fibras glucoliticas son fibras rapidas con una baja
resistencia a la fatiga, el cual impide que se realicen actividades por un periodo de tiempo
prolongado (Heredia 2013). Sin embargo, cambios en la dieta de los individuos, como el elevado
consumo de carbohidratos, podria alterar el metabolismo muscular, como el aumento o
disminucion de fibras glucoliticas. Para ello, el estudio en modelos animales como la rata resulta
importante.

En las ratas el piso pélvico es un sistema complejo que se encuentra formado por
ligamentos y musculos estriados con control voluntario o somético, también contiene tejido
conjuntivo denso que brinda soporte y suspension a todos los 6rganos del sistema urinario,
reproductivo y digestivo, asi como a ligamentos, arcos tendinosos, etc. (Do Carmo, y cols.
2011). Se ha descrito, que el principal musculo que compone el piso pélvico es el musculo
elevador del ano o Levator ani (LA) cuya funcion principal es soportar las visceras pelvicas y
participar en funciones excretoras y sexuales. A su vez se encuentra formado por tres musculos:
el iliococcigeo, el puborrectal y el pubococcigeo (mPc) (Wagenlehner y cols. 2010). Do Carmo
y cols en el 2011 realiz6 una inspeccidn anatdmica en ratas macho, la cual mostré la presencia
del masculo LA, el masculo isquiocavernoso (IC) y bulbocavernoso (BC) (figura 1). En la rata

macho el LA es un muasculo Gnico macroscopicamente visible que rodea el recto (Do Carmo y



cols. 2011). De manera particular en la rata macho el mPc participa en el proceso de miccion
(Manzo y cols., 1997) y reflejos de eyaculacion (Manzo y cols. 1995, Xicohténcatl-Rugerio y
cols. 2015), lo que sugiere que un cambio en el metabolismo de las fibras que lo componen
podria afectar estos procesos. De Leon y cols. (articulo en proceso) han demostrado en ratas
adultas que el consumo de una dieta alta de sacarosa afecta el patron copulatorio analizado por
el nimero de montas, intromisiones y eyaculaciones, lo que sugiere que la musculatura del piso
pélvico pudiera ser afectada por la dieta alta en carbohidratos. Resulta importante determinar la
relacién del consumo de sacarosa sobre la organizacion de los tipos de fibras rapidas,
intermedias y lentas, la expresion de Glut 4 y areas transversales de las fibras del mdsculo
pubococcigeo en la rata macho infante.

1. bulbocavernoso

M. elevador del ano

1. pubococcigeo
I,l\\\
WL

Figura 1. Musculos del piso pélvico en la rata macho. Vista dorsal de los musculos del piso pelvico. Imagen
obtenida y modificada de (tomado de Poortmans y Wyndaele 1998).



1.1 Sobrepeso y obesidad

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacion excesiva de tejido adiposo que
genera un dafio en la salud. De acuerdo con la organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el
afio 2016 en el mundo més de 1900 millones de adultos y 340 millones de nifios y adolescentes
padecian de sobrepeso u obesidad. La organizacion mundial de la obesidad (WOF) considera
que para el afio 2030 en México habra mas de seis millones de infantes que serdn obesos. En
México en el afio 2018 la prevalencia de estos padecimientos (figura 2) en la poblacién de edad
escolar fue de 35.6%, asi mismo se ha reportado que la dieta de los infantes se basa en un 85.7%

en el consumo de bebidas azucaradas no lacteas (ENSANUT 2018).

Prevalencia de sobrepeso y obesidad en la poblacion de
5 a 11 afnos de edad

2006 - 2018
34. 8"}’ 0
° 34.4% 35.6%
20. 2% 19.8% f l
14.6% 14.6%
2006 2012 2018
m Sobrepeso Obesidad

Figura 2. Prevalencia de sobrepeso y obesidad (tomado de ENSANUT, 2018).

El aumento de los niveles circulantes de glucosa produce cambios metabolicos, que son
reflejados a nivel de higado, pancreas y testiculo. De manera particular, la obesidad ha sido
asociada a una disminucion del deseo sexual y problemas de disfuncion eréctil, asi como con
problemas en la fertilidad, ya que disminuye las concentraciones de testosterona a medida que

la obesidad se agrava con un aumento en las concentraciones de estrona y estradiol (Strain y



cols. 1982; Zumoff y cols. 1990). Este aumento de los niveles de glucemia puede conducir a la
generacion de especies reactivas de oxigeno, lo cual podria generar dafio en los tejidos y la
alteracion de la funcién reproductiva (Ferandez y cols. 2011).

En humanos se ha mostrado la correlacion entre el aumento del indice de masa corporal
(IMC) con baja calidad del semen, disminucién en la concentracién y motilidad normal de los
espermatozoides, el mecanismo para esto es muy posible que incluya, algin tipo de alteracion
del perfil hormonal reproductivo (Pasquali y cols. 2007). Aunado a esto, el exceso de peso
corporal se ha asociado con una disminucion de la concentracion de testosterona, asi como de
gonadotropinas y la capacidad de la globulina como hormona transportadora (Khaw y Barrett-
Connor 1992). Una de las principales complicaciones del aumento del IMC es la diabetes
mellitus, y en la ultima década se ha observado un aumento en el niUmero de hombres obesos
con diabetes mellitus tipo 1 6 2 (Moreno-Altamirano y cols. 2014; Rojas-Martinez y cols. 2018).
Aun cuando se sabe que la diabetes mellitus es la causa de diversas modificaciones que reducen
la tasa de fertilidad, el mecanismo por el cual esto ocurre alin es desconocido y constantemente
se encuentra en debate (Kaufman y Vermeule 2005).

El masculo LA tiene una apariencia similar a la forma de un “embudo” cuando se
encuentra en reposo, cuando se genera una contraccion, este masculo se pone horizontal y se
eleva formando un angulo el cual genera que las heces no puedan pasar con facilidad desde el
recto hasta el ano, finalmente éste se relaja y estira de manera coordinada durante el proceso de
defecacion generando un descenso de la union anorectal y posteriormente se genera una
alineacion del recto con el conducto anal para permitir el proceso de evacuacién. Por otro lado,
el haz iliococcigeo se inserta en la sinfisis pubica, especificamente en las regiones laterales y en
el arco tendidoso del LA (Do Carmo y cols. 2011). Por otro lado, el mPc es bilateral y tiene una
forma triangular debido a que en su origen es mas amplio que en su sitio de insercion, puede ser

dividido en porcidn anterior y posterior (Manzo y cols. 1997).

1.2 Sistema muscular

Al conjunto de musculos que existe en el organismo se le Ilama sistema muscular, la principal
funcién de este sistema es la de producir movimiento, generar equilibrio para que el cuerpo

mantenga estable la postura, generar calor, proteger y regular el volumen de los érganos



internos, en los humanos la musculatura estriada comprende cerca del 40% del peso total del
cuerpo, es de naturaleza heterogénea y es el sitio principal para la utilizacion de &cidos grasos y
glucosa, ademas contiene del 50 al 75% de todas las proteinas que el organismo requiere
(Frontera y Ochala 2015). Histologicamente este tejido en humanos esta compuesto por células
polinucleadas denominas fibras musculares, que tienen un aspecto alargado y cilindrico, un
didmetro aproximado de 10 a 100 micrémetros y una longitud de hasta 15 cm (Gal y cols. 2007).
Podemos encontrar tres diferentes tipos de tejido muscular:

1. Tejido muscular estriado. Es un tipo de musculatura voluntaria, capaz de contraerse
voluntariamente, posee una gran cantidad de fibras musculares que forman haces de
fibras rodeadas por una capa de tejido conjuntivo denominado perimisio, y en su
totalidad se encuentra rodeado por una capa denominada epimisio, que conforman a los
masculos estriados.

2. Tejido muscular liso. Es un musculo visceral e involuntario, es decir que su contraccion
no esta bajo el control de la voluntad, este tipo de musculatura se puede encontrar
rodeando las paredes de vasos sanguineos y linfaticos, a lo largo del tracto gastrico, el
sistema respiratorio, urinario y el Gtero.

3. Tejido muscular cardiaco. Esta musculatura se localiza Gnicamente las paredes del
corazdn, contiene ldminas de tejido conectivo entrelazadas con las capas de fibras
musculares y las células contrctiles, estas ldminas contienen vasos sanguineos, nervios

y es parte del sistema de conduccidén del corazén (Tortora y Derrickson 2013).

1.3 Desarrollo del musculo estriado

El desarrollo del musculo estriado durante el periodo fetal es de vital importancia debido a que
no se puede producir un aumento en la concentracion de fibras musculares después del
nacimiento (Yan y cols. 2011), el desarrollo durante la etapa fetal implica varios procesos, los
mas importantes son la miogénesis, adipogénesis y fibrogénesis (Figura 3; Du y cols. 2010).
Las células musculares esqueléticas derivan de las células madre mesenquimales (MSC),
y necesitan de la expresion de factores de transcripcion como los factores PAX3 y PAX7 que
son necesarios para que una porcion de MSC se conviertan en células progenitoras miogénicas,

las cuales a su vez se diferenciaran en mioblastos y posteriormente en miotubos; el desarrollo



de la musculatura estriada se puede dividir en tres etapas: la etapa embrionaria o primaria, fetal
0 secundaria y postnatal (Frontera y Ochala 2015). Durante la etapa secundaria se forman la
mayoria de las fibras musculares a través del proceso de miogénesis, el cual es un proceso
fundamental durante el desarrollo de los musculos pues es un paso crucial para la reparacion de
los masculos durante la vida adulta. Luo y colaboradores (2019) demostraron que los aumentos
en los niveles de glucosa durante el proceso de miogenesis genera una inhibicién de la
diferenciciacion miogenética, el cual se correlaciona con una disminucion de la regeneracion

celular.

Mesénquima Mioblasto

Fusion
de mioblastos

Nucleo

Miotubo 0000000004,

Miocito

Miofibrillas

Figura 3. Desarrollo de una fibra muscular. El desarrollo de una fibra muscular se puede dividir en 3 faces: Fase
1, las células fusiformes poseen un Gnico nicleo; Fase 2, Los mioblastos se fusionan y se entrelazan para generar
una cadena central mientras que los miofilamentos rodean la periferia; Fase 3, Los nucleos se sitdian en una posicion
periférica, mientras que los miofilamentos se sitGan en la zona central (tomado de Navarro 2013).



1.4 Organizacion celular de las fibras musculares

El tejido muscular se encuentra formado por un conjunto de células especializadas que tienen la
capacidad de extenderse sobre su eje de contraccion y de generar fuerza contractil a partir de
energia quimica. Poseen una membrana plasmatica conocida como sarcolema o membrana
muscular que desempefia un papel muy importante al ser permeable a diversos iones y
compuestos a partir de los cuales se genera energia mediante la accion metabdlica (Ciciliot y
Schiaffino 2010). Las células madre adultas del musculo estriado conocidas como células
satélites participan en el crecimiento, reparacion y regeneracion de la musculatura, se localizan
entre el sarcolemay la lamina basal del musculo estriado, el citoplasma de las fibras musculares
es denominado sarcoplasma, en €l se encuentran dispersos los granulos de colagenos y muchas
mitocondrias (figura 4), las cuales son organelos responsables de la generacion de energia a
través de la formacion de moléculas de ATP que son utilizadas por las fibras musculares para
generar la contraccion. Por otro lado, el glucdgeno es una molécula de reserva de energia que
se obtiene a partir de glucosa y diversas biomoléculas a través de procesos como la fosforilacion
oxidativa (Scchiaffino y Reggiani 2011).

Las miofibrillas son estructuras fundamentales para la produccién de contraccién
muscular debido a que estdn formadas por un conjunto de proteinas de naturaleza contractil y
elastica y bandas en disposicion transversal que son zonas en las cuales se apilan los
microfilamentos longitudinales, estas bandas pueden ser: bandas A o anisotropas que no
permiten que pase la luz, este tipo de bandas presentan dos zonas, una clara llamada zona H y
una central o linea M. Las bandas isétropas (1) permiten el paso de la luz y contienen una zona
oscura llamada linea Z. Estos microfilamentos son los encargados de generar la base del sistema
de contraccion de las fibras musculares (Gal y cols. 2007).

La unidad contréactil de las fibras musculares se denomina sarcomero, y esta formado por
diversas proteinas que ayudan a preservar la estructura y el acoplamiento del citoesqueleto a los
procesos de excitacion y contraccion y participa en la liberacion de energia (Greising y cols.
2012). Esta estructura se encuentra entre dos lineas Z, y se pueden distinguir dos tipos de
filamentos proteicos: los delgados formados por actina cuya estructura es una doble hélice; sin
embargo, cada filamento es un conjunto de mondémeros de actina; y los filamentos gruesos de

miosina que se encuentran formados por 400 moléculas de miosina, y a su vez, cada una de estas



moléculas estd formada por una doble hélice de cadenas proteicas, estas cabezas sobresalen y
conectan ambos tipos de filamentos en 6 diferentes direcciones (Gal y cols. 2007). Ambos tipos
de filamentos comprenden del 70 al 80% de proteinas totales contenidos en una sola fibra
(Frontera y Ochala 2015).

Latitinay la nebulina son otras proteinas musculares que poseen propiedades mecanicas
y fisioldgicas (Greising y cols. 2012). La principal funcién de la titina es adherirse al disco Z
del sarcomero para poder estabilizar y alinear el filamento grueso de miosina. Mientras que la
nebulina a través de la integracion con los filamentos delgados de actina ayuda a mantener la
tension pasiva, las caracteristicas de rigidez y la sefializacion de las células musculares (Frontera
y Ochala 2015). EI reticulo endoplasmatico liso de las células de la musculatura estriada es
llamado reticulo sarcoplasmico. Este es una estructura muy extensa y se dispone abrazando a
cada miofibrilla, dentro de su interior contiene calcio, el cual es necesario para generar el
proceso de contraccion muscular, por lo tanto, es responsable del almacenamiento y recaptura
de calcio después de la activacion; asociado a esta estructura se encuentran los tdbulos
transversos o tabulos T (Figura 4), estas estructuras se encuentran en contacto con el exterior de
la células y permiten que los potenciales de acciones, que se encuentran en la parte superior de
las fibras musculares entren al interior de la célula y se aseguran de que la excitacion que se
genera pueda extenderse de manera uniforme por toda la fibra gracias a la accién de la proteina
disferlin; proteina sensible a los cambios en las concentraciones de calcio (Frontera'y Ochala
2015).

Derivado de la fascia se genera el tejido conectivo que es una capa que separa, rodea y
protege al musculo de la piel, a partir de esta estructura se generan tres capas de tejido conectivo
cuya funcion es proteger el tejido muscular: El epimiso es la primera capa y la mas externa, su
funcién es la de envolver al musculo en su totalidad y sujetalo al hueso correspondiente a traves
de sus extremos (Gal y cols. 2007); La segunda capa se denomina perimisio y se encarga de
rodear y crear grupos de entre 10 y 100 fibras musculares: la tercera capa de denomina
endomisio y es la encargada de rodear y unir a las fibras musculares (Scchiaffino y Reggiani
2011).
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Figura 4. Diagrama de los componentes de una fibra muscular. En la imagen se observa la estructura detallada

de una fibra muscular esquelética (tomado de Navarro 2013).

1.5 Huso muscular

Los husos musculares son receptores encapsulados, fusiformes, que se encuentran dispersos
entre las fibras de la musculatura estriada, su tamafio varia de los 5 a 10 milimetros de longitud,
estan formados por un grupo pequefio de fibras extrafusales envueltas en tejido conectivoen
forma de capsula. Se inervan por medio de los axones provenientes de las motoneuronas gamma,
los husos musculares son los encargados de regular la longitud de las células musculares
mediante un mecanismo de retroalimentacion. Es decir, cuando se genera un estiramiento
aumenta la descarga del huso muscular lo cual genera un acortamiento de accion refleja; de
manera contraria si la musculatura se acorta la descarga disminuye y el musculo se relaja
nuevamente (Matthews 1981).

Las motoneuronas gamma se localizan en la médula espinal, especificamente en el asta
anterior intercaladas entre las motoneuronas de mayor tamafio, denominadas alfa, las cuales
inervan fibras extrafusales, que a su vez activan el mecanismo de contraccion muscular. Este
mecanismo puede ser activado de maneras indirectas a través de las motoneuronas gamma por

medio del reflejo miotatico (Bolafios-Jiménez y cols. 2011).

11



Los husos neuromusculares estan asociados a fasciculos de fibras musculares estriadas
o fibras extrafusales, va a contener dos capsulas que se encargaran de brindar proteccion y
soporte a las estructuras: la primera capsula esta compuesta por una capa de tejido conjuntivo
irregular y denso que se encarga de rodear el espacio intrafusal donde se encuentra el liquido
intersticial; una capsula més interna cuya funcion es cubrir a las células musculares modificadas
conocidas como fibras intrafusales, a los capilares y a las fibras nerviosas (figura 5), las fibras
nerviosas sensoriales aferentes rodean en forma de espiral a las fibras intrafusales y conforman
las terminaciones sensoriales primarias (la). Ademas, las terminaciones nerviosas secundarias
(1) se encuentran compuestas por fibras nerviosas motoras eferentes que envuelven a las fibras
intrafusales (Gartner 2008).

Figura 5. Descripcion de un huso muscular. Corte transversal de musculo esquelético tefiido con hematoxilina-
eosina a 40X. A. Huso muscular; B. Fasciculo muscular; C. Perimisio; 1. Fibras intrafusales; 2. Capsula del huso
neuromuscular; 3. Espacio intrafusal; 4. Célula de Schwann de un axén mielinizado aferente; 5. Fibra muscular
estriada esquelética extrafusal (obtenido de Moreno 2015).

Existen dos formas diferentes de fibras intrafusales: Un primer tipo de fibras dinamicas
gue se encuentran en la bolsa nuclear que son grupos pequefios de fibras (generalmente de dos
a cuatro fibras) con nudcleos centrales y redondeados, estos grupos de fibras se encuentran
encapsulados en bolsas no contractiles inervados por una motoneurona gamma dinamica. Por
otro lado, las fibras estaticas de cadena nuclear son mas grandes y encapsulan de seis a ocho

fibras en forma de cadena, sus nacleos también se encuentran organizados en forma lineal en la
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region central de las fibras y su inervacion es a través de una motoneurona gamma estatica
(Moreno 2015). Ambos tipos de fibras interactian con las terminaciones nerviosas, asi cuando
se produce un estiramiento de la musculatura, las fibras intrafusales envian informacion desde
el huso muscular a las fibras nerviosas de la médula espinal, esta ultima recibe la informacién y
se encarga de enviar un impulso hacia el huso muscular, para que éste pueda regular la actividad

de las unidades motoras y se pueda mantener la integridad del masculo (Gartner 2008).

1.6 Células satélites

La célula satélite son células alargadas, cuyo citoplasma es escaso y sus nucleos son escasos,
estan yuxtapuestas a las fibras musculares y se encuentran por debajo de la lamina basal, las
principales funciones de las células satélite son las de proporcionar mantenimiento, reparacion
y crecimiento a las fibras del muasculo esquelético, se pueden encontrar de dos maneras:

e Células satélite activas: estas células en respuesta a estimulos como lesiones o estrés
generado por cargas excesivas de peso pueden ingresar al ciclo celular, sus células
miogenéticas precursoras necesitan diferenciarse varias veces antes de poder fusionarse,
y una vez gue se encuentran diferenciadas son capaces de generar como progenie células
satélite en forma inactiva que participan en el proceso de regeneracion muscular
(McKinnell y cols. 2005; Grau y cols. 2007).

e Células satélite inactivas: son células no diferenciadas y mononucleadas que se
caracterizan principalmente por el espacio agrandado que poseen en el espacio nuclear-
citoplasmatico, el cual contiene un pequefio nimero de ribosomas y mitocondrias, un
nlcleo pequefio, pero con una alta concentracion de heterocromatica inactiva, estas
células mantienen su actividad metabdlica en estado basal igual que su actividad mitética

y transcripcional (Grau y cols. 2007).

Las células satélite, generalmente, se encuentran en forma inactiva en espera a un estimulo
como el dafio muscular, el cual genera que estas células se activen y puedan proliferar y fusionar
su membrana con el sarcolema de las fibras musculares que se encuentren dafiadas, reparando
asi la lesién, por otro lado, si el dafio muscular es muy extenso las células satélite no participan

en el proceso de reparacion, pues ésta se lleva a cabo a través de la actividad de los fibroblastos
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que son paces de generar una cicatrizacion a través de la produccion de fibras de colageno
(Gartner 2008).

El mantenimiento de homeostasis de la musculatura estriada es dependiente del factor
transcripcional Pax7 que es expresado por las células satélite. Seale y cols. (2000) observaron
que el nimero de células satélites disminuia en animales en donde la expresion de Pax7 habia
sido suprimida, y no se lograba una buena diferenciacion en mioblastos, lo cual generd una
distrofia muscular. En adultos la expresion de Pax7 se vuelve deficiente y se disminuye la
capacidad de regeneracion muscular, asi como el diametro de las fibras musculares (Seale y
cols. 2000; Avila y cols. 2019).

1.7 Tipos de fibras musculares

Los miocitos son las células que componen a la musculatura estriada. También son células
multinucleadas especializadas en la produccion de contraccion, transmision de fuerza y en la
generacion de movimientos a través del desplazamiento de segmentos corporales, la histologia
de estas células varia dependiendo del musculo que conforman, en general son fibras cilindricas
y de longitud variable, la fuerza que ejercen es determinada dependiendo del didmetro que
posean y su velocidad de contraccion esta determinada por su longitud (Scott y cols. 2001).

Las fibras musculares se pueden clasificar a traves de diversas técnicas generando varios
sistemas de clasificacion como: el tipo de contraccion que pueden realizar, el metabolismo que
posean, la isoforma de las cadenas pesadas de miosina o de la coloracion de las fibras, el
enrojecimiento es el resultado de altas cantidades de mioglobina y un alto contenido capilar lo
que contribuye a que las fibras tengan una capacidad oxidativa alta (Scott y cols. 2001). De
acuerdo a esas caracteristicas se les agrupa en tres principales grupos:

Fibras de tipo I: Poseen un mecanismo de contraccion lento, su coloracion es rojiza

debido al alto contenido de mioglobina, se encuentran en mayor concentracion en los masculos
rojos, tienen un diametro disminuido y contienen un elevado nimero de células mitocondriales
y poca acumulacion de glucégeno, debido a esto son capaces de oxidar sustratos energéticos
como los carbohidratos y los acidos grasos, este tipo de musculatura se caracteriza por tener una
alta resistencia a la fatiga debido a que el proceso de oxidacion mitocondrial es tardado lo cual

permite realizar tareas de intensidad baja-media o ejercicios poco energéticos y por un periodo
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de tiempo prolongado (Scchiaffino y Reggiani 2011). Debido a estas caracteristicas, los
musculos lentos son capaces de generar el ATP que se necesita durante el proceso mitocondrial
oxidativo, de igual forma tienen un bajo consumo energético durante la actividad contractil
permitiéndole llevar a cabo dicho proceso durante periodos prolongados sin fatigarse, asi mismo
poseen la isoforma MCH | la cual los hace més adecuados para la realizacion de actividades de
baja intensidad y larga duracién (Ciciliot y Schiaffino 2010).

Fibras de tipo Ilb: Poseen un mecanismo de contraccion rapida, tienen poco contenido

de mioglobina y estan poco vascularizadas, por ello, el aspecto de estos musculos es palido y
sus fibras son conocidas como fibras blancas, tienen un didmetro extenso, poco contenido
mitocondrial y un alto contenido de gluc6geno, el cual genera que este tipo de maculatura tenga
poca resistencia a la fatiga, sin embargo, son musculos muy potentes, por lo tanto, suelen
participar en ejercicios breves pero con mucha intensidad, ya que sus fibras consumen los
sustratos de manera rapida, generando que se obtenga una disminucién en la produccién de
moléculas de ATP, ademas durante la generacion de energia, las fibras musculares producen
acido lactico disminuyendo la eficiencia de la contraccién muscular, este tipo de fibras poseen
la isoforma MHC Il que genera contracciones rapidas y de mayor fuerza (Rosero y cols. 2015).

Fibras de tipo lla: Este tipo de fibras se conoce como intermedias debido a que su funcion

varia dependiendo del musculo y el individuo, estas fibras varian en proporcion (rapidas/lentas)
segun el entrenamiento, tipo de ejercicio y sustrato que se les proporcione, pueden cambiar a
fibras de tipo | o fibras lentas si los ejercicios que se realizan son prolongados y moderados, sin
embargo, si la realizacion de los ejercicios se modifica a breves e intensos las fibras pueden
modificarse a fibras de tipo Il o fibras rapidas (Scott y cols. 2001; Scchiaffino y Reggiani 2011;
Tabla 1), este tipo de fibras posee la isoforma MHC lla (Rosero y cols. 2015).
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Caracteristicas Tipo Tipo I Tipo lIA

Diametro Pequefio Intermedio Grande
Contenido de mioglobina Alto Intermedios Bajo
(Capilares Muchos Intermedio Pocos

Sistema energético predominante Aerobio Aerobio/anaerobio Anaerobio

Resistencia a Ia fatiga Alta Intermedia Baja

Velocidlad de contraccion Lenta Rapida Répida
Potencia + + H

Resistencia t + +

Tabla 1: Caracteristicas principales de las fibras musculares. Se observan las caracteristicas de las fibras
musculares de los diferentes tipos (+) bajo, (++) intermedio y (+++) alto (Scott y cols. 2001).

1.8 Mecanismo de contraccion muscular

El proceso por el cual se lleva a cabo la contraccion muscular se genera a través de la
coordinacion de dos procesos que en conjunto generan fuerza: el primer proceso comienza con
la entrada del potencial de accion a la membrana de las fibras musculares a través del Tubulo T,
generando la despolarizacion de la membrana celular a la triada, donde el tabulo T se encuentra
muy cerca del reticulo sarcoplasmatico de manera especifica en las cisternas terminales,
generando una liberacion de iones de calcio que se encuentran almacenados. El segundo proceso
comienza con la unién de estos iones a moléculas de troponina, lo cual produce un cambio en
la conformacion celular generando que estas proteinas de desplacen con respecto a las moléculas
de actina, seguida de una interaccion entre las cabezas de actina y miosina, lo que forma los
puentes cruzados y produce una hidrolisis de ATP para generar ADP y piruvato, provocando
que las lineas Z de acerquen y produzcan contracciéon muscular. Este proceso puede repetirse
varias veces hasta que la concentracion de calcio disminuya al no recibir el estimulo nervioso
(Figura 6; Frontera 'y Ochala 2015; Rebbeck y cols. 2014).
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Figura 6. Visualizacion de las bandas de actina y miosina durante la contraccion muscular. ATP
(Adenosintrifosfato), Ca (Calcio) y Mg (magnesio).

1.9 Caracteristicas metabolicas del musculo

La musculatura estriada cumple con diversas funciones en el organismo, sin embargo,
considerando solo el proceso metabdlico, la funcién principal del sistema macular es contribuir
al metabolismo energético, funcionando como un almacén de sustratos importantes para el
organismo como aminoacidos e hidratos de carbono que proporcionan calor y mantienen la
temperatura corporal regulada, durante la actividad fisica la musculatura ayuda a mantener
estables los niveles de oxigeno, también es un érgano de vital importancia durante periodos de
inanicion, ya que a través del consumo de los aminoacidos almacenados por parte de la
musculatura se genera glucosa (Frontera y Ochala 2015). Su metabolismo puede ser: aeroébico,
es decir, que las fibras musculares son capaces de oxidar completamente los sustratos que se le
proporcionen produciendo CO2 y H20. Las fibras musculares, también, pueden poseer un
metabolismo anaerobico, cuyo producto final es la produccion de lactato. Durante este proceso
las moléeculas de glucogeno son degradadas hasta formar piruvato y en lugar de continuar con
la ruta oxidativa mitocondrial, el piruvato forma &cido lactico a través de la accidn de la enzima
lactato deshidrogenasa, durante este proceso los acidos grasos proporcionan el suministro de

acetil-CoA que es el sustrato de los procesos oxidativos mitocondriales (Peter y cols. 1972).
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Las fibras musculares tienen diversas maneras en cuanto a la capacidad de generar ATP,
ya sea mediante el metabolismo oxidativo o glucolitico (Figura 7). El proceso que se lleva a
cabo durante la glucolisis anaerobica conduce a la formacion de piruvato y a la generacion de
2-3 mol de ATP/ mol de glucosa que se consuma, esta molécula de glucosa puede ser obtenida
del glucdgeno almacenado en la musculatura y su concentracion es mayor en las fibras de
contraccion rapida, un aumento en los niveles de AMP e IMP activa la descomposicion de las
moléculas de glucdgeno para poder iniciar la actividad contractil (Chasiotis 1983). Las fibras de
contraccion rapida poseen una mayor actividad glucogenolitica, es decir, que pueden sintetizar
ATP a una velocidad mayor que las fibras lentas debido a que poseen una mayor concentracion
de fosforilasa, y a la estimulacién inducida por un aumento en las concentraciones de AMP e
IMP, el agotamiento en las concentraciones de glucégeno durante la actividad contractil
depende del tipo de fibra muscular, en condiciones fisioldgicas de contraccion el factor que
regula la cantidad de glucégeno que se metaboliza estd determinado por la secuencia de
reclutamiento de la unidad motora, y no por las propiedades intrinsecas de la fibra. Una vez que
las reservas de glucogeno han sido consumidas comienza nuevamente el proceso para la sintesis
de nuevas reservas. La actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en conjunto con el glicerol-
3-fosfato permite que se lleve a cabo de manera rapida la oxidacion de NADH producida por el
proceso de glucolisis, por otro lado, los niveles elevados de fosfofructoquinas/fructosa-
bisfofatasa 3 por parte de las fibras de contraccidn rapida permiten la generacion de fructosa-
2,6-bifosfato que actla como un potente activador de la glucolisis (Chiatotis y Hultman 1983).
La generacion de energia por parte de las mitocondrias necesita de altas concentraciones de
oxigeno para llevarse a cabo, pues es el encargado de viajar a lo largo de los gradientes de
presion, a diferencia de las fibras de contraccion réapida, las fibras lentas contienen una mayor
concentracion de lipidos (Gollnik y cols. 1981).

La diversidad de las fibras de la musculatura estriada es fundamental ya que permite la
realizacion de diversas tareas, que pueden ir desde actividades de baja intensidad como mantener
la postura corporal hasta generar contracciones fuertes y potentes, esta diversidad entre las fibras
musculares esta dada por la plasticidad muscular, es decir todas las propiedades estructurales y
funcionales de cada fibra, estas propiedades pueden cambiar en respuesta a estimulos

hormonales y neuronales (Ciciliot y Schiaffino 2010).
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Una caracteristica importante de la musculatura estriada es la capacidad que posee de
generar cambios radicales y repentinos en cuanto al consumo de energia que se produce al pasar
de un estado de reposo a generar actividad contractil, la produccion de ATP mediante el proceso
de glucolisis sirve para realizar acciones musculares durante periodos cortos de tiempo. Sin
embargo, si se mantiene este proceso por periodos prolongados el lactato producido por la
glucolisis genera un deterioro de las funciones musculares, el cual ha sido asociado con el
proceso de fatiga muscular, para la realizacion de actividades de baja intensidad durante
periodos prolongados es necesario obtener energia mediante el proceso de fosforilacion
oxidativa llevado a cabo en las células mitocondriales, mediante transporte de oxigeno a través

de capilares al interior de las fibras musculares (Frontera y Ochala 2015).
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Figura 7. Metabolismo de las fibras musculares. Se observa con flechas rojas el metabolismo de las fibras tipo
Il (glucoliticas) y con flechas verdes el metabolismo de las fibras tipo | (oxidativas). DHAP, fosfato de
dihidroxiacetona; GLUT4, transportador de glucosa 4; F-6-F, fructosa-6-fosfato; FAT / CD36, translocasa de acido
graso; FFA, acidos grasos libres; F-1,6-P, fructosa-1,6-bifosfato; F-2,6-P, fructosa-2,6-bifosfato; G-3-P,
gliceraldehido-3-fosfato; G-6-P, glucosa-6-fosfato; GPD1, glicerolfosfato deshidrogenasa 1 (citoplasmica); GPD2,
glicerolfosfato deshidrogenasa 2 (mitocondrial); HK, hexocinasa; LDH, lactato deshidrogenasa; MCT1,
transportador de &cido monocarboxilico 1; MCT4, transportador de &cido monocarboxilico 4; PDH, piruvato
deshidrogenasa; PFK, fosfofructoquinasa; PFKFB3, fosfofructoquinasa fructosa bifosfatasa 3; TG, triglicéridos
(tomado de Scchiaffino y Reggiani 2011).
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1.10 Musculo pubococcigeo

El mPc es un masculo estriado que forma parte del piso pélvico, es bilateral y tiene una
apariencia roja, en su origen es mas amplio que en su sitio de insercion dandole una forma
triangular (Figura 8). Para su estudio se divide en porcion anterior (mitad al origen) y posterior
(mitad al sitio de insercién). Tiene una apariencia carnosa en toda su longitud y se une a las
veértebras a partir de tendones que se encuentran en su punto de insercion, en la porcion posterior
se relaciona con las glandulas bulbouretrales y de Cowper (Manzo y cols. 1997). Se origina en
la cara interna de los huesos pélvicos y se inserta en las vértebras caudales 3y 4 (Cruz y cols.
2010; Brink y Pfaff 1980), y es inervado por el nervio llamado rama motora (somatomotora) del
nervio pélvico (Manzo y cols. 1997). Cruz y colaboradores en el 2010 demostraron que el mPc
participa en funciones urinarias y sexuales, por ello, ha sido asociado a problemas de
incontinencia urinaria (Reider 2016: Manzo y cols. 1997). Las fibras del muasculo estriado son
fibras tipo I, poseen un mecanismo de contraccion lento y su accion metabdlica es
principalmente oxidativa. Este musculo de caracteriza principalmente por su capacidad de
realizar contracciones de tipo tonicas-prolongadas ya que presentan gran resistencia a la fatiga
(Thor y cols. 2010).

En la rata macho, los principales nervios del area pélvica son: cavernoso, pélvico,
hipogastrico y pudendo, los cuales se originan en los segmentos lumbosacros de la médula
espinal. Estos nervios son bilaterales y estan constituidos por uno o varios fasciculos de fibras
nerviosas o axones (Martinez-Gomez 1992).

El nervio pélvico esta formado por fibras provenientes del sexto segmento lumbar (Ls)
y el primer segmento sacro (S1) de la médula espinal. Se considera como un nervio mixto debido
a que posee unidades motoras y sensoriales. Se divide en dos ramas; la somatomotora y la
viscerocutanea (Pacheco y cols. 1989a). En la rata macho, la rama viscerocutanea inerva a la
piel perineal, a la uretra proximal, a la vejiga urinaria, a las glandulas sexuales accesorias y al
recto. Los mausculos estriados pélvicos ileococcilgeo y mPc son inervados por la rama
somatomotora (Pacheco y cols. 1989b). Estos dos musculos forman parte de una estructura
conocida como musculo LA y participan en la postura de lordosis durante el apareamiento
(Martinez-Gomez y cols. 1992). En la rata macho el nervio pélvico es parte de la via autonémica

parasimpatica que controla la ereccion peneana y la miccion. Lo axones que recorren el nervio
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pélvico excitan la vejiga urinaria y relajan la musculatura lisa de la uretra durante la expulsion

de orina (Manzo y cols. 1997).

Figura 8. Posicion anatémica del masculo Pubococcigeo (mPc). En la rata macho (tomado de Alvarado y cols.
2013).

2. Antecedentes

Las fibras musculares se pueden agrupar de acuerdo a su contraccion (rapida, intermedia y lenta)
clasificandose en tipo I, 11A y 1IB por medio de una tincion histoquimica para ATPasa, que se
encarga de evaluar la distribucion de las fibras segln su tipo de contraccion (Wyndaele y
Poortmans 2006). Oberbach y cols. (2006), analizaron una muestra del masculo vaso lateral de
pacientes con diabetes tipo 11 y encontraron una elevacion en la cantiudad de fibras glucoliticas
y un decremento de la actividad oxidativa. En los hombres, la musculatura estriada del piso
pélvico es de suma importancia durante los procesos de miccion y reproduccion. Segun la
secretaria de salud publica en México, del 10 al 13% de la poblacion infantil padece algan tipo

de trastornos miccionales, la enuresis nocturna es la emision de orina de forma involuntaria,
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aproximadamente del 15% de una poblacién de 5 a 10 afios lo padece (de Anda 2007). Por otro
lado, se ha mostrado que los andrdgenos afectan el peso de la musculatura estriada, el tamafio
de las fibras musculares y el area transversal de las mismas (Alvarado y cols. 2008). Estos
cambios morfoldgicos se correlacionan con un aumento con la velocidad que las fibras
musculares tienen para contraerse (Souccar y cols. 1982), Levin y cols. (1995) mostraron en la
rata adulta, que el consumo de sacarosa aumenta la frecuencia de miccién y que el volumen de
miccion es paralelo al aumento en el volumen total de orina excretada y por consiguiente al
tamafo de la vejiga. Se caracterizo el tipo de fibras del mPc de ratas macho infantes, y se ha
encontrado un mayor numero de fibras glucoliticas y una disminucién de fibras intermedias en

las ratas que consumieron agua azucarada por un mes durante la infancia (Sanchez 2019).

3. Justificacion
El consumo de dietas ricas en calorias genera una desestabilizacion de la funcion reproductiva
ya sea a nivel central y/o a nivel gonadal derivado del sobrepeso y obesidad; los cuales son
caracterizados por un exceso de tejido adiposo, evaluado mediante el indice de Masa Corporal
(Pasquali y cols. 2007; Alvesy cols. 2013). La ENSANUT 2018 reportd que en cuanto al estado
nutricional existe una prevalencia del 35.6% de sobrepeso y obesidad en nifios menores de 5 a
11 afios a nivel nacional, mientras que en adolescentes fue del 38.4%. Estudios epidemioldgicos
correlacionan la presencia de obesidad infantil con el consumo elevado de azucares refinados
(sacarosa y fructosa) y grasas a edades tempranas (Barquera y cols. 2008).

El tejido muscular y el higado son 6rganos metabdlicos y los principales encargados de
Ilevar a cabo la captacién y la utilizacion de glucosa para generar energia, la obesidad y la mala
alimentacion pueden generar enfermedades como higado graso no alcohdlico, o resistencia a la
insulina generando diversas complicaciones (Pacheco-Torres y cols. 2006). Corona-Pérez y
cols. (2015) observaron en ratas jovenes la existencia de gotas de grasa citoplasmatica e
inflamacion en los hepatocitos con la ingesta de una solucién de sacarosa al 30%. Asimismo,
Sanchez y cols. (2019) determinaron que el mPc tuvo un aumento significativo de fibras
glucoliticas, aumento en el area muscular y un niamero bajo de fibras intermedias, cuando los

animales habian sido expuestos a la ingesta de una solucion de sacarosa al 5%. Un estudio en el
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cual se indujo diabetes en ratas jévenes demostrd que las fibras del musculo soleo presentaban
una fuerza y potencia disminuida en comparacion con los animales control (Rodriguez-Reyez y
cols. 2015).

El sindrome de Mala Eliminacion (SME) es un padecimiento en el cual existe una
alteracion en el patron de evacuaciones, que se caracteriza principalmente por incontinencia y
del cual se desconoce una etiologia. Sin embargo, se cree que la musculatura del piso pélvico
estd implicada en estos padecimientos (Nardiello y cols. 2007). En México la secretaria de salud
publica reporta que del 10 al 13% de la poblacion infantil padece algln tipo de trastornos
miccionales.

En la rata macho, el mPc tiene un rol importante durante los procesos de miccion y
conducta copulatoria. Existe poca informacion sobre los resultados reproductivos en el hombre
obeso. Sin embargo, De Leo6n y cols. (2021) demostraron en la rata macho adulta, a las cuales
se les proporciond agua con sacarosa al 30%, que el patron de conducta copulatoria fue afectada
probablemente por la disminucion de la dihidrotestosterona y como consecuencia una
disminucion en la calidad espermatica, la participacion de los masculos de piso pélvico es
fundamental y en las ratas y podria una dieta alta en carbohidratos afecta dicha musculatura. Sin
embargo, se desconoce si la afectacion de la musculatura estriada podria iniciar desde temprana
edad. EI modelo de la dieta alta de sacarosa en roedores son herramientas valiosas para el estudio
de los procesos bioldgicos subyacentes que contribuyen al desarrollo de la obesidad en los seres

humanos, porque comparte varias caracteristicas con la obesidad humana.
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4. Hipotesis
El consumo elevado de sacarosa al destete aumenta el contenido de glucégeno muscular y la
expresion del transportador Glut 4, afectando la distribucion de fibras rapidas, intermedias y

lentas, generando cambios en el area transversal de las fibras del musculo pubococcigeo en la

rata macho infante.

5. Objetivo general

Determinar si el consumo elevado de sacarosa aumento el contenido de glucégeno muscular y
la expresion del trasportador Glut 4, la distribucion de fibras rapidas, intermedias y lentas y el

area transversal de las fibras del mdsculo pubococcigeo en la rata macho infante.

5.1 Objetivos especificos

En el mPc de ratas macho infantes experimentales:

X/
°

Cuantificar los niveles de glucégeno mediante un método hidrolitico &cido.
% Cuantificar el transportador GLUT 4 por medio de Western Blot.
+¢ ldentificar el tipo de fibras del mPc de acuerdo a la tincion ATPasa.

« Cuantificar el area transversal de las fibras del mPc.
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6. Metodologia

6.1 Manejo de los animales

Se utilizaron 16 ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad. El dia del destete fueron
seleccionadas las ratas machos procedentes de madres diferentes. Las ratas se colocaron
aleatoriamente en jaulas independientes mantenidas en condiciones de bioterio, con ciclo luz-
oscuridad invertido de 12/12 h, y temperatura de 202 °C en el bioterio del Centro Tlaxcala de
Biologia de la Conducta, Universidad Autéonoma de Tlaxcala. EI Comité de Etica en
Investigacion de la Universidad Autonoma de Tlaxcala aprobd todos los procedimientos
experimentales de acuerdo con las Directrices Mexicanas para el Cuidado Animal, con base en
recomendaciones de la Asociacién para la Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de Animales
de Laboratorio Internacional (Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999, México). Las ratas
se dividieron en dos grupos experimentales: Las ratas controles que consumieron agua simple
(C, n=8) y las ratas que consumieron 30% de sacarosa estdndar comercial diluida en agua
durante un mes (A30 n=8) durante un mes. Todas las ratas fueron alimentadas con dieta normal

Chow 5001 de Purina. EI consumo de alimento y agua fue ad libitum.

6.2 Extraccién de los musculos Pubococcigeos.
Al término del experimento, los animales fueron anestesiados y sacrificados por decapitacion.

Posteriormente, la rata se colocd en posicion supina y se realizé una incisién longitudinal sobre
la linea media de la piel abdominal para remover el masculo obturador externo, la sinfisis pubica
y el musculo obturador interno, inmediatamente se removi6 el recto y ano para extraer el mPc
izquierdo y derecho, que fueron utilizados para las diversas técnicas. EI muasculo Pc fue

identificado usando la descripcién de Brink y Pfaff (1980).

6.3 Determinacion de glucogeno muscular

El contenido de glucogeno fue medido mediante un método hidrolitico &cido.
Aproximadamente 50-100 mg del mPc izquierdo (origen a la media) se coloco en tubos
Eppendorf de 1,5 ml que contienen 0,3 ml de &cido clorhidrico (2 M-HCI, J. T. Baker y México)

los cuales fueron hervidos previamente durante 5 minutos. Como parametro de control para
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medir la glucosa libre, el acido clorhidrico fue reemplazado por 0,3 ml de hidréxido de sodio (2
M-NaOH; Sigma-Aldrich, EE. UU.). Las muestras fueron homogeneizadas y congeladas en
hielo seco durante 5 minutos y luego fueron homogeneizados nuevamente. Posteriormente, las
muestras fueron hervidas durante 1 hora y agitadas cada 10 minutos durante todo el proceso.
Finalmente, los tubos fueron centrifugados a 10.000 rpm durante 5 minutos para obtener la
muestra y medir la cantidad de glucogeno utilizando un método disponible comercialmente
utilizando un kit colorimétrico-enzimatico (Glucose Trinder Liquicolor, STANBIO y México).
La cantidad de glucdégeno muscular fue cuantificada y reportada como mmoles de unidades de

glucosilo / g de peso muscular.

6.4 Deteccion del transportador GLUT 4 por Western Blot

Para esta técnica se utilizo la parte media a la insercién el mPc izquierdo. Las muestras (80 ug
de proteina por carril) fueron separadas en geles de SDS poliacrilamida al 12.5 o 15% bajo
condiciones reductoras. Posteriormente fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad) en Tris 25 mM pH 8.8, glicina 150 mM y metanol 20% (vol/vol). Estas membranas fueron
blogueadas con leche desnatada en polvo 6 BSA (Sigma-Aldrich) al 5% en PBST 6 TBS-Tween
20 0.1% (TBST) durante 1 hora e incubadas toda la noche a 4°C con anticuerpo primario.
Después fueron lavadas para eliminar el exceso de anticuerpo primario, y posteriormente fueron
incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa. Fueron
lavadas nuevamente para eliminar el exceso de anticuerpo secundario y se identificaron las
proteinas mediante quimioluminiscencia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech), con el
revelador Alliance 4.7 (Uvitec, Cambridge, Reino Unido). Las cuantificaciones de las sefiales
se llevaron a cabo con el programa de anélisis de iméagenes Image J (Image Processing and

Analysis in Java). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de densitometrado (uad).

6.5 Tincion ATPasa del musculo pubococcigeo

La parte media al origen del mPc derecho, se congel6 con acetona en isopentano con hielo seco,
para mantener la estructura histoldgica, se realizaron cortes transversales a 8um con un criostato
a -25°C que fueron tefiidos con ATPasa, para ello, se procesaron a una solucion buffer pre-
incubadora con un pH de 10.3 durante 20 minutos, se hicieron 3 lavados con agua desionizada
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y nuevamente se incubaron durante 1 hora a 37°C con un buffer pre-adicionado con 1.5% de 5-
ATP-Na2 a un pH de 9.4. En seguida se realizaron lavados con cloruro de calcio y cloruro de
cobalto durante 3 minutos cada uno, inmediatamente se les afiadio sulfuro de amonio por 3
minutos. Finalmente se deshidrataron con alcoholes de manera ascendente. Luego fueron
montados con entellan. Se tomaron fotografias a 10x para realizar reconstrucciones, para contar
el nimero de fibras de acuerdo a su coloracion con el programa Image.J (Image Processing and

Analysis in Java).

6.6 Cuantificacion del area de las fibras musculares

Posteriormente el resto del mPc derecho, fue fijado con Bouin durante 24h. Posteriormente el
mPc se deshidrato con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (70%, 80%,96% y 100%)
aclarado con xilol e incluido en Paraplast-plus. Se obtuvieron cortes transversales seriados de 8
pum de espesor con un microtomo los cuales fueron montados en portaobjetos con polilisina, 6
cortes por laminilla. Las laminillas fueron tefiidas con H-E y se toman fotomicrografias con una
camara OLYMPUS de 5.1 megapixeles, montada en un miscroscopio optico Zeiss Imager A.1
(10 y 40 aumentos totales). Se realizan reconstrucciones de las iméagenes tomadas a 10x,
utilizando el programa Adobe Photoshop CS, para muestrear aleatoriamente usando el programa
AXxio Vision Rel 4.6. (Zeiss Inc 2007), para determinar los cuadrantes a medir. Posteriormente

se tomaron iméagenes a 40x y se cuantifico el area de las fibras del mPc.

6.7 Andlisis estadistico

Para determinar el nivel de glucdgeno, el area y contraccion de las fibras, asi como la
deteccidn de Glut 4 en el musculo, los valores obtenidos se analizaron con una Student-t, en
cuanto el analisis del nimero de nucleos con respecto al area trasversal de las fibras musculares
se utilizé un andlisis de correlacion y prueba de Pearson, dichas pruebas se realizaron en el

programa GraphPad Prisma 5.01.
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7. Resultados

7.1 Contenido de Glucégeno

El consumo de sacarosa al 30%, aumenta el contenido de glucdgeno en el mPc comparado con
el grupo C (Figura 9).

Glucdgeno
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Figura 9. Contenido de glucégeno en el musculo pubococcigeo. El glucdgeno aumento significativamente en el
musculo pubococcigeo del grupo con consumo de sacarosa al 30 % (A30). Se muestra la media + e.e. Prueba t-
Student. Diferencias significativas, **p<0.001. Grupo control (C) y sacarosa al 30% (A30) (n=8/grupo).

7.2 Determinacion del transportador Glut 4.

En el grupo A30 aument6 significativamente la expresion del trasportador Glut4 en

comparacion con el grupo ccontrol (grupo C) (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del consumo de sacarosa sobre la expresién del transportador Glut 4 en el mPc. A) Se
observa el marcaje de la deteccién de la proteina transportadora Glut 4. B) Muestra el aumento de Glut 4. Se
muestra la media * e.e. Prueba t- Student. Diferencias significativas entre los grupos, * p<0.05. Grupo control (C)
y sacarosa al 30% (A30) (n=7/grupo).

7.3 Determinacion del tipo de fibra de acuerdo a la técnica de ATPasa

La determinacion de la funcion contrctil de las fibras musculares se realizé mediante la tincion
de ATPasa a un pH de 9.4. A través de esta técnica se tifieron las fibras y se obtuvo una
coloracion que permitio identificar y clasificar las fibras musculares. Las fibras de contraccién
rapida (sefialadas en la imagen con el nimero 1) se observaron de un color negro intenso, las
fibras de contraccion intermedia (sefialadas en la imagen con el nimero 2) se observaron de
color cafe y las fibras de contraccion lenta (sefialadas en la imagen con el nimero 3) se
observaron de color blanco (Figura 11). En el grupo C se observé un aumento en el nimero de
fibras de contraccién lenta e intermedia en comparacion al grupo A30 donde se observd una
disminucion de las fibras de contraccion intermedia y lenta y un aumento en las fibras rapidas

(Figura 12). En el grupo A30 se encontro un mayor numero de fibras rapidas (p<0.001) pero un
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menor porcentaje de fibras intermedias (p<0.001) y lentas (p<0.05) comparado al grupo C
(Figura 12).

[}

e - "m_ W
Figura 11. Tipo de fibras musculares del musculo pubococcigeo. Imagen C (grupo control): fibras de
contraccion rapida (1), fibras de contraccién intermedia (2) y fibras de contraccion lenta (3). Imagen A30 (grupo
experimental): fibras de contraccidn rapida (1), fibras de contraccién intermedia (2) y fibras de contraccién lenta
(3)- En la imagen C se observa una mayor distribucion de fibras lentas (3) he intermedias (2) en comparacion a lo
observado en la imagen A30 donde se observa un aumento en nimero de fibras rapidas (1) y una disminucion de
fibras lentas (3) eh intermedias (2). Tincion ATPasa con un pH de 9.4, microfotografias a 10x.
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Figura 12. Tipo de fibras musculares del mPc, de acuerdo a la tincion de ATPasa. Se muestra la media * e.e.
Prueba t- Student. Diferencias significativas, *p<0.05, **p<0.001. Grupo control (C) y sacarosa al 30% (A30)
(n=8/grupo).

7.4 Area de las fibras musculares

En la Figura 13 se observan cortes transversales de las fibras del mPc del grupo control (C) y
grupo experimental (A30) se observan las células musculares A delimitadas por una capa de
tejido conectivo (lineas color verde), que a su vez forman fasciculos delimitados por el perimiso
(linea color naranja). En los cortes del grupo C, se observan fibras musculares bien ordenadas,
de tamafios mas pequefios en comparacion con las fibras musculares mostradas en los cortes del
grupo A30. Para el grupo A30 se observan fibras musculares grandes y espaciadas entre si, no

se observan nucleos excéntricos en ninguna de las dos imagenes.
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Figura 13. Efecto del consumo de sacarosa sobre el &rea trasversal de las fibras del mPc. 10X. Tincion
Hematoxilina-Eosina. Imagen C (grupo control), imagen A30 (grupo experimental). A célula del muasculo
esquelético, flechas rojas nucleos periféricos, lineas verdes endomisio de las fibras musculares, lineas naranjas
perimisio del fasciculo muscular.

El consumo de sacarosa al 30 % en una temprana edad aumenta significativamente el area
transversal de las fibras del mPc (p<0.0001) en comparacion al grupo C (Figura 14). El grupo
C mostré mayor numero de fibras con area de 0 hasta 1500um2 (p<0.0001); mientras en el
grupo A30 se observé un aumento en el area transversal de las fibras con tamafio de 3001um2
hasta 4500um2 (p<0.0001); de 4501um2 hasta 6000pm2 (p<0.001) y con un area < 6001
(p<0.05; Figura 15)
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Figura 14. Areas transversales de las fibras del mPc. Se observa en el grupo A30 un aumento significativo del
area transversal de las fibras musculares con respecto al area de las fibras del grupo C. Se muestra la media + e.e.
Prueba t- Student. Diferencias significativas, ***p<0.0001, Grupo control (C) y sacarosa al 30% (A30)
(n=8/grupo).
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Figura 15. Efecto del consumo de sacarosa sobre el area de las fibras del mPc por rangos del tamafio de

fibra. Se muestra la media + e.e. Prueba t- Student. Diferencias significativas, *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001,
Grupo control (C) y sacarosa al 30% (A30) (n=8/grupo).
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7.5 Area de las fibras musculares relacionadas al niumero de niicleos encontrados
En el grupo A30 se observa una correlacion positiva entre el area de las fibras musculares con

el numero de ndcleos que las células presentan (R:0.9358; R2: 0.8758; p<0.0001). En el grupo
C al comparar las variables no se observd correlacion ni diferencias (R:0.0.344; R2: 0.0011;
p>0.05; Figura 16).
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Figura 16. Relacién entre el nimero de nacleos musculares y el area de las fibras del mPc. Anélisis de
correlacion y prueba de Pearson. Diferencias significativas, (R:0.9699, R?:0.9408 ***p<0.0001), Grupo control
(C) y sacarosa al 30% (A30) (n=8/grupo).
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8. Discusion

La musculatura esquelética comprende alrededor del 50% de la masa corporal total de un
organismo y es un tejido que utiliza un alto consumo metabdlico de glucosa y &cidos grasos (Du
y cols, 2010). Durante el periodo fetal la musculatura esquelética se desarrolla por completo
haciéndolo crucial, ya que durante la etapa adulta no se genera un aumento en el nimero de
células musculares. Sin embargo, el metabolismo de las fibras musculares si puede cambiar
durante practicamente toda la vida de un individuo, cambiando la fisiologia muscular. En
comparacion con érganos como el cerebro y el higado, el musculo es altamente dependiente del
metabolismo de glucosa, por lo tanto, puede ser méas facil alterarlo por nutrientes en nuestra
dieta (Forsen y col, 2000).

Nuestro estudio mostré que en el grupo A30 hay un aumento significativo en el
contenido de glucogeno en el mPc. Estos resultados pueden explicar la entrada elevada de
glucosa. Zambrano y cols. (2005) observaron que el consumo de dietas ricas en carbohidratos
altera la actividad mitocondrial y el metabolismo de la musculatura en funcion a la
disponibilidad de glucosa y acidos grasos. El glucogeno actua en funcion de diferentes vias de
sefializacion y es mucho méas que un almacén de energia, actla regulando la sensibilidad a la
insulina, los procesos contréctiles, la cantidad de proteinas que se degradan, y otros procesos
(Impey y cols, 2018). No podemos asegurar que funcion realiza el exceso de glucégeno, pero
un aumento en las concentraciones de glucdgeno provoca una elevacion de la sensibilidad a la
insulina, lo que facilita la permeabilidad en la membrana celular y con ello, aumentar la
expresion del trasportador de glucosa Glut-4 (lvy 2012), lo cual parece encajar con los
resultados obtenidos en donde se observa un aumento significativo del transportador Glut-4 en
el mPc del grupo A30. El aumento de estos receptores facilita la entrada de glucosa, lo cual
sugiere que el porcentaje de fibras musculares de tipo intermedio disminuyan, debido al
consumo de agua azucarada, mientras que el porcentaje de fibras rapidas aumente. Existe poca
informacion acerca de las dietas ricas en carbohidratos sobre la musculatura estriada. Sin
embargo, una reciente tesis de maestria sugiere que el mPc es fatigable glucolitico-rapido (tipo
I1b) conocido como intermedio (Sanchez-Mendizébal, 2019). Asi, un cambio en el metabolismo
y contraccion muscular puede generar cambios en los procesos de degradacion y sintesis de

proteinas generando atrofia muscular, este padecimiento puede ser debido a diversas causas,
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como envejecimiento natural, inmovilizacién y enfermedades crénicas (Ding y cols. 2018). Se
sabe que en pacientes diabéticos la atrofia muscular puede asociarse con cambios en los tipos
de fibras que el musculo posee, por ejemplo, un cambio de fibras lentas a rapidas puede generar
atrofia en los masculos debido al intenso metabolismo que poseen, de igual forma se ha
observado que la diabetes genera una disminucion del nimero de fibras tipo Ila y un aumento
en el numero de fibras tipo llb (Dumitru y cols. 2018).

La atrofia muscular tiene efectos devastadores para la salud ya que la calidad de vida
disminuye y aumenta la mortalidad, la sarcopenia es un factor importante en la aparicién de
atrofia muscular, ya que genera una disminucion de la fuerza y masa muscular; se ha observado
que la obesidad aumenta las probabilidades de padecer dicha patologia, pues un aumento en la
masa magra en combinacion con la disminucion de la masa corporal genera un padecimiento
conocido como obesidad sarcopénica (Ding y cols. 2018).

En este estudio, también se encontré que el consumo de agua con sacarosa al 30 %
aumenta significativamente el area transversal de las fibras musculares. Una posible explicacién
es por el aumento de la hormona testosterona con el consumo de sacarosa al 30% durante un
mes De Ledn y cols. (2021); ya que se ha mostrado que la testosterona sérica tiene un importante
papel en el tamafio de la musculatura, ya que se ha determinado que la elevacion en las
concentraciones de testosterona genera un aumento en el volumen de la musculatura al inducir
hipertrofia en las fibras musculares (Martin y cols. 2018). Por el contrario, la denervacion y/o
castracion, afecta el area muscular (Alvarado y cols. 2013), mientras que la castracion reduce el
area de las fibras (Alvarado y cols. 2008). Ademas, en este mismo modelo animal, también
aumentan los niveles séricos de leptina (De Leon y cols. (2021).

La leptina participa en la proliferacion y diferenciacion de las células musculares (Ding
y cols. 2018). Cabe la posibilidad de la influencia de la leptina a temprana edad sobre el aumento
del &rea transversal. En cuanto al aumento en el nimero de nucleos celulares se observo una
correlacion positiva entre el area transversal de las fibras musculares con el numero de nicleos,
es decir, a mayor area mayor numero de nucleos presentan las fibras del mPc en el grupo A30,
en este contexto, se sabe que las células musculares, asi como las células satélites expresan

receptores a hormonas sexuales. Mientras, los andrdgenos son capaces de activar la expresion
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del receptor IGF-1 generando un aumento en la proliferacion de las células satélite y el area de
estas células (Martin y cols. 2018).

9. Conclusion

El consumo elevado de sacarosa a temprana edad afecta el arreglo histologico y tipo de fibras
del musculo pubococcigeo. Estas alteraciones, posiblemente modifican la funcién del mPc, lo
cual repercutiria en el patron copulatorio y generaria problemas de miccion en la etapa adulta.
Existen padecimientos como la diabetes y la resistencia a la insulina que pueden estar
involucrados en procesos de atrofia muscular, sin embargo, los resultados muestran que a pesar
de no generase alteraciones metabdlicas, el consumo de sacarosa a temprana edad puede generar
alteraciones importantes en la musculatura estriada lo cual podria generar complicaciones

mayores en la vida adulta.

10. Perspectivas

e Analizar si los efectos generados por el consumo de sacarosa sobre la musculatura
estriada son reversibles al dejar de administrar la solucién de sacarosa.

e Determinar el efecto del consumo de sacarosa sobre la conduccion nerviosa del mPc.

e Analizar si existe alguna alteracién de los receptores de insulina generados por el
consumo de sacarosa.

e Analizar si los efectos generados por el consumo de sacarosa en la musculatura estriada
generan alteraciones en el volumen de orina y en el niUmero de micciones realizadas.

e Determinar en animales adultos las alteraciones generadas por el consumo de sacarosa
en el mPc y su relacién con los procesos de miccion y conducta copulatoria.
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12. Glosario.

LA: Musculo elevador del ano.

IC: Musculo isquiocavernoso.

BC: Buelbocavernoso.

Mpc: Musculo pubococcigeo.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
WOF: Organizacion mundial de la
obesidad.

IMC: indice de masa corporal.

ATP: Adenosin trifosfato.

MCH: cadena pesada de miosina.

ADP: Adenosin difosfato.

Ca: Calcio.

Mg: Magnesio.

NADH: Nicotinamida adenina

dinucleétido.

SME: Sindrome de Mala Eliminacion.

CSA: Area transversal de las fibras

musculares.

Glut: Transportador de glucosa.

LDH: Lactato deshidrogenasa.
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13. Anexos

Deshidratacion del tejido muscular.

1) Después de la diseccion, mantener la mitad del mPc derecho en Bouin por 24 horas.

2) Sacar el tejido del Bouin y cortarlo de acuerdo a la porcion que se va a deshidratar.

3) Realizar la deshidratacion de acuerdo a la lista siguiente, cuidando que la solucion

cubra ligeramente el tejido y mantener en agitacion.

N. de solucién

Solucion y concentracion

Tiempo en minutos

10

11

OH 60%
OH 70%
OH 80%
OH 96%

OH 100%
OH 100% -Xileno
Xileno |
Xileno Il
Paraplast Plus I
Paraplast Plus 11

Paraplast Plus 11

15 minutos

20 minutos

50 minutos

50 minutos

50 minutos

30 minutos

30 minutos

30 minutos

1 hora

2 horas

2 horas

4) Incluir todos los tejidos con Paraplast Plus limpio y dejar que solidifiquen.

Nota: Previamente poner a licuar el Paraplast Plus en el horno a una temperatura maxima

de 56°C.
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Tincion de Hematoxilina — Eosina

Después de obtener los cortes en el micrétomo se dejan secar minimo por 24 h, posteriormente

se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Paso No. Solucion Tiempo
Desparafinar 1 Xileno | 5 minutos
2 Xilol 11 5 minutos
3 Xilol-etanol 5 minutos
Hidratacion 4 Etanol 100% 5 minutos
5 Etanol 100% 5 minutos
6 Etanol 96% 3 minutos
7 Etanol 80% 3 minutos
8 Etanol 60% 3 minutos
9 Agua destilada 3 minutos
10 Hematoxilina de 30 minutos
Harris
11 Agua corriente 40 segundos
Contraste 12 Etanol acido 40 segundos
13 Agua destilada 40 segundos
Azuleamiento 14 Etanol amoniacal 3 minutos
15 Agua destilada 40 segundos
16 Eosina 3 minutos
17 Agua destilada 40 segundos
Deshidratacion 18 Etanol 96% 40 segundos
19 Etanol 96% 40 segundos
20 Etanol 100% 30 segundos
21 Etanol 100% 30 segundos
22 Etanol-Xileno 30 segundos
Montaje 23 Cytoseal TM 60

v En cada canastilla caben 32 portaobjetos.

v" Reuvisar al salir el tren en la hematoxilina, eosina, alcohol acido y alcohol amoniacal un
porta en el microscopio para ver cdmo se tifio.

v En caso de que a la hora de montar con el cytoseal queden burbujas regresar el porta al
Xileno para volver a montar.
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Bl masculo pubococcigeo (mPh) depende del metabolismo de los acidos grasos v la
glucosa, posee tres tipos de fibras: oxidativas, glucoliticas y fibras mtermedias que se
adaptan a bos susiralos gue se bkes proporcione. En la rata macho, s sabe gue el mPc
participa en la miccion v la eyaculacion, sin embargo. un cambio en su metabolismo
podria afectar dichos procesos.

Dado lo anterior, analizamos |la relacion del consumo de sacarosa sobre la organizacion
de los tipos de fibras, la expresion del transportador Glut £, las areas transwersales de
las fibras musculares y se realizd un registro electromiocgrafico de la actividad refleja del
mPc en ratas infantes macho. Se utilizaron 16 ratas Wistar con 21 dias de edad. se
asignarcn de manera aleatoria en dos grupos: el grupo controd tuvo acceso libre a agua
simple vy una dieta standard Lab-Diet 5001. El grupo A20 se le proporciono la misma
dieta y libre acceso a solucion de sacarosa al 30% durante 4 semanas_ Los animales se
sacrificaron a los 51 dias de edad y se extrajeron ambos mPc para analizaros. En el
grupo A3, se observo un aumenio de peso (p<l.01) v en el area transversal de las
fibras musculares (p<0.0001), una elevacion de los niveles de glucogeno y del
transportador Glut 4 muscular (p<0.01, p<0.05). asi como un aumento de fibras
ghucoliticas y una disminucion de fibras intermedias (P <0.05, P <0.001). El analisis de
la actvidad refieja del mPc mostro una diferencia entre los grupos en cuanto a la
amplitud y duracion de ka actividad, ademas se cbsensd una actvidad de posde

en &l contrel, pero no en & grupo AZ0D. El consurmno de sacarosa aumenta la expresion
del transportador Glut 4 y 2l contenido de glucagens muscular, generando un aumento
en el area transversal y la distribucion de las fibras rapidas del mPb en ka rata macho
nfantz. Bl consumo elevado de sacarosa desde temprana edad afecta el metabolismo
de las fibras del midsculo pubococcigeo.
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