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RESUMEN

El parto es un evento mecanico que se ha relacionado con alteraciones en el sistema
urogenital y la musculatura estriada pélvica y perineal adyacentes. En la mujer las
alteraciones (histoldgicas y funcionales) en esta musculatura han sido relacionadas con
incontinencia urinaria de esfuerzo. En la coneja la multiparidad reduce la contractilidad de
un musculo pélvico, el pubococcigeo (mPc), y uno perineal, el bulboesponjso (mBe), y en
el area transversal de la fibra de estos musculos. En este mismo modelo también se ha
encontrado que la multiparidad modifica la sensibilidad estrogénica de ambos musculos,
coincidiendo con maodificaciones histoldgicas del pubococcigeo. Con respecto a la
primiparidad (primer parto), el parto también modifica las caracteristicas histologicas y
bioquimicas relacionadas a dafio. Tanto la multiparidad como la primiparidad afectan los
musculos pubococcigeo y bulboesponjoso. En ambos disefios experimentales esta implicita
tanto la ejecucion del parto asi como a la gestacién (cambios fisiolégicos y hormonales),
por lo que es dificil discernir el efecto de cada uno. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de la gestacion sobre indicadores histolégicos y bioquimicos de dafio en
los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja. Se utilizaron conejas virgenes y
gestantes a término (dia 30 de gestacion). Para el analisis histologico se realiz6 la técnica
histoldgica de Hematoxilina & Eosina. Para los marcadores bioquimicos de dafio se utilizé
la técnica inmunohistoquimica para cuantificar la expresion de 3-nitrotirosina y por medio
de cinética enzimatica de determinar la actividad de la enzima B-glucuronidasa Los
resultados obtenidos en esta Tesis muestran que en el musculo pubococcigeo la gestacion
modifica las caracteristicas histologicas, se observd una menor area transversal de las
fibras, un aumento en el nimero de mionucleos periféricos y un dominio mionuclear
menor, no se modifico la actividad de la enzima B-glucuronidasa y se presenté mayor
inmunorreactividad anti 3-nitrotirosina. Por otro lado en el musculo bulboesponjoso la
gestacion se relacion6 con la presencia de fibras edematizadas, con un menor nimero de
mionucleos, el dominio mionuclear no se modificd, mayor actividad de la enzima (-
glucuronidasa y la inmunorreactividad anti 3-nitrotirosina no se modifico. Estos resultados
sugieren que la gestacion modifica diferencialmente a ambos mausculos, el musculo
pubococcigeo parece estar en una etapa de regeneracion muscular y el musculo

bulboesponjoso presenta caracteristicas de dafio muscular.
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1. INTRODUCCION

1.1 Musculatura estriada pélvica y perineal en la mujer

Los musculos estriados pélvicos y perineales estan asociados con el aparato urogenital
inferior de machos y hembras de distintas especies de mamiferos. Esta musculatura provee
del soporte a la mayoria de los 6rganos pélvicos (Klutke y Siegel 1995).

En la mujer los musculos del piso pélvico incluyen los musculos del complejo
elevador del ano, el coccigeo, el esfinter externo anal, el esfinter uretral estriado y los
musculos profundos y superficiales del ano. Los musculos del elevador del ano tienen un
papel critico en el soporte de érganos viscerales pélvicos y juegan un papel importante en la
funcién sexual, defecatoria y urinaria (Asthon-Miller y DeLancey 2007). EI complejo de
musculos que conforman al elevador del ano son el pubococcigeo (también llamado
pubovisceral), el puborrectal y el iliococcigeo. EI musculo pubococcigeo se origina en la
rama pubica postero-inferior y se inserta en la linea media de los érganos viscerales y rafe
anococcigeo. EI musculo puborrectal también se origina sobre el hueso pubico pero sus
fibras pasan posterior y rodean la vagina, el recto y el cuerpo perineal, resultando en el
angulo anorectal, promoviendo el cierre del hiato urogenital (Barber 2005). EI musculo
iliococcigeo se origina del arco tendinoso elevador del ano, un engrosamiento linear de la
cubierta fascial del obturador interno que recorre de la espina isquiatica hacia la superficie
posterior de la rama superior pubica. Se inserta en la linea media sobre el rafe anococcigeo.
El espacio entre la musculatura del elevador del ano a través del cual pasa la uretra, la
vagina y el recto es llamado el hiato urogenital (Barber 2005). Los musculos del complejo
elevador del ano son inervados por el nervio pudendo que provee inervacion sensorial. Este
nervio sigue un complejo curso que se origina en los nervios sacros 2 y 4 y viajan detréas del
ligamento sacroespinoso medial a la espina ciatica (Phillips y Monga 2005).

En la mujer los musculos perineales se localizan fuera de la cavidad pélvica, como el
constrictor vestibular, el isquiocavernoso, el bulboespojoso, el esfinter externo de la uretra
(rabdoesfinter uretral) y el esfinter anal (Netter 2002). EI musculo isquiocavernoso recubre
la extremidad posterior del clitoris y se insertan en ella, el musculo bulboesponjoso rodea el

orificio vaginal y recubre el bulbo vestibular. Posteriormente se inserta en el punto



tendinoso central del perineo y en la fascia inferior del diafragma urogenital, mientras que
se inserta anteriormente en los cuerpos cavernosos del clitoris (Netter 2002). Los musculos
perineales transversos profundos se insertan en la linea media a nivel de la vagina y junto
con su contraparte superficial sirven para estabilizar la posicion del cuerpo perineal y el
borde inferior de la membrana perineal (Barber 2005). El cuerpo perineal marca el punto de
convergencia del musculo bulboesponjoso, perineo transversal superficial y profundo,
membrana perineal, esfinter externo anal-muscular, vagina posterior y fibras del
puborrectal y del pubococcigeo. El cuerpo perineal juega un papel importante en el soporte
de la vagina distal y en la funcion normal anorectal. El suministro nervioso y vascular al
perineo incluyendo espacios perineales superficial y profundo, es proveido por el paquete
neurovascular del nervio pudendo (Barber 2005).

Pubococcygeus

Hiococcygeus

Arcus
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fasciae
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levator ani

Piriformis ¢ 2004

Figura 1.- llustracién del piso pélvico de la mujer que muestra la relacion entre los masculos del
piso pélvico y sus paredes laterales en una vista abdominal. Se muestran los origenes de los
musculos del complejo elevador del ano. Tomado de Barber 2005.



1.2 Efecto de parto sobre la musculatura estriada pélvica y perineal

El proceso reproductivo en mujeres (gestacion y parto; paso del feto por el canal vaginal)
es un factor de riesgo asociado con dafio en la musculatura del piso pélvico y la perineal
(Phillips y Monga 2005). En condiciones fisioldgicas la integridad de la musculatura
pélvica y perineal asi como ligamentos asociados es clave para el mantenimiento, soporte,
suspension y posicién de 6rganos pélvicos (Bortolini y cols. 2010). En mujeres la
disfuncion del piso pélvico resulta en prolapsos de 6rganos pélvicos, incontinencia fecal e
incontinencia urinaria (Asthon-Miller y DelLancey 2009, Bortolini y cols. 2010). Esta
ultima de gran importancia debido al aumento en su prevalencia y al incremento de la
misma con la edad. La Sociedad Internacional de Continencia definié a la incontinencia
urinaria como la pérdida involuntaria de orina. De la misma forma, denomin6 a la
incontinencia urinaria de esfuerzo como la pérdida involuntaria de orina relacionada con los
esfuerzos fisicos (Abrams y cols. 2003). Dentro de los factores desencadenantes de la
incontinencia urinaria se encuentra el dafio a la musculatura pélvica y perineal, ésta a la
vez asociada a factores de riesgo como la edad, enfermedades cronicas, incremento de la
presién abdominal (por esfuerzo), eventos reproductivos como la gestacion y la paridad.
Bajo condiciones normales, el parto causa trauma mecanico a los masculos del piso pélvico
que bajo algunas circunstancias puede ser irreversible (Bortoloni y cols. 2010).

El parto es el proceso fisioldgico por el cual el feto atraviesa el canal vaginal (Kamel,
2010). En la mujer el parto consiste de 3 etapas: la primera etapa de parto viene
acompariada con cambios en los niveles hormonales de la madre como es una baja de
progesterona e incremento en los niveles de estrogenos, oxitocina, prostanglandinas y
cortisol (Kamel, 2010) que inducen fuertes contracciones uterinas de manera progresiva
que ayudan a dirigir la cabeza del feto a través del cérvix maduro causando su dilatacion.
La estimulacién uterina también produce un reflejo inhibitorio uterocervical que disminuye
la presion cervical (Shafik, 1994). La segunda etapa es caracterizada por la presencia de dos
tipos de reflejos: uno viscero-visceral y otro viscero-somato-motor para ayudar a la
expulsion del feto. El feto se mueve hacia abajo a través del canal de parto y distiende el
perineo, una vez que el cérvix esta completamente dilatado, el feto causa distencion
cervical y activa el reflejo cervico-uterino que incrementa la contraccion y presion uterina

(Shafik, 1994). Durante esta etapa las contracciones ocurren cada 3 minutos con una

6



duracion de 1 minuto, estas contracciones incrementan la presion uterina de 2.6 a 8.5kPa.
La expulsion del feto requiere una reduccion en la resistencia en el canal de parto (Asthon-
Miller y DeLancey 2009). La tercera etapa empieza una vez que ha sido expulsado el bebé.
El parto termina hasta que la placenta y la membrana son expulsadas. Esto ocurre en
respuesta a continuas contracciones uterinas que producen involucién uterina que favorece
la separacion de la placenta.

Una vez que la placenta estd completamente separada de la pared uterina, una mujer
puede sentir contracciones otra vez y puja para producir lo que es llamado parto de la
placenta 0 membrana (Asthon-Miller y DelLancey 2009). En mujeres se ha estudiado el
efecto de ésta ultima etapa de sobre la distencién de los musculos iliococcigeo y
pubococcigeo mediante resonancia magnética y se ha observado que estos musculos se
distienden hasta tres veces mas de lo normal conforme desciende la cabeza del feto (Liens y
cols. 2004). De esta manera se han realizado estudios epidemioldgicos que asocian a la
paridad con el desarrollo de incontinencia urinaria, Veldzquez Magafia y cols. (2007)
determinaron la prevalencia de incontinencia urinaria en mujeres de la ciudad de México,
reportaron una prevalencia del 46.5%. La edad promedio de las mujeres que presentaron
incontinencia urinaria fue de 41.5 + 12.7 afios. Particularmente mujeres con cuatro a seis
partos registraron mayor incidencia de incontinencia urinaria (Velazquez Magafia y cols.
2007). Otros autores han reportado incontinencia urinaria como consecuencia Unicamente
el proceso de gestacion, por ejemplo Arrue y cols. (2011) reportaron que de un total de 479
mujeres espafiolas primiparas, el 9.5% presentaron incontinencia urinaria durante el ultimo
trimestre del embarazo y persistio durante los dos afios posparto, por lo que es posible que
durante la gestacion la musculatura que participa en la continencia urinaria sea dafiada.

Durante la gestacion existen diferentes factores que podrian modificar a la
musculatura estriada pélvica y perineal. En la gestacion, el aumento o disminucion de
diversas hormonas afectan la composicion bioquimica de la matriz solida que constituye los
diferentes componentes del piso pélvico. Estos mecanismos promueven remodelacion del
tejido que llevan a cambios en la organizacién, orientacion y didmetro de las fibras de
colageno, tales modificaciones podrian afectar las propiedades visco-elasticas de la pared
vaginal, de los musculos puboviscerales y de los perineales (Asthon-Miller y DeLancey

2009). En particular durante el ultimo trimestre de gestacion se produce un aumento en la



produccién de estradiol. Algunos estudios sugieren que los estrogenos incrementan la
produccion de fuerza del muasculo estriado (Glenmark y cols. 2004), por lo que durante la
gestacion podriamos observar modificaciones a nivel musular influenciadas por la
produccién de estradiol. Ademas de estas modificaciones hormonales, durante la gestacion
en las hembras de mamiferos se produce un aumento en la presion intra-abdominal y una
deformacion de los huesos de la columna vertebral (Anderson 1999), lo que podria también
influir en el dafio a la musculatura pélvica y perineal. Por lo que estudiar los procesos
reproductivos como el parto y gestacion es de gran importancia para determinar el efecto

provocado sobre la musculatura estriada pélvica y la perineal.

1.3 Musculatura estriada

La musculatura estriada es el tejido mas abundante del cuerpo humano, constituye
aproximadamente el 55% del peso corporal y participa en procesos como la locomocion,
generacion de calor y en el metabolismo (Valberg 2008). Su morfologia consiste de
paquetes de miofibras que generan fuerza de contraccion, contiene varios mionucleos
ubicados en la periferia (sarcolema) y estan rodeadas individualmente por tejido conectivo
Ilamado endomisio. Los paquetes de miofibras estan agrupados y rodeados por el perimisio
y a su vez rodeados por el epimisio que es la capa exterior que rodea al musculo estriado.
El musculo esta altamente vascularizado para recibir el aporte energético y de nutrientes
esenciales necesarios (Wei y Huard 2010).

Los elementos contractiles de las fibras musculares son los miofilamentos de
miosina y actina. La miosina es el componente principal de los filamentos gruesos y la
actina de los filamentos delgados. Las proyecciones laterales de la miosina forman sitios
reactivos con la actina de tal manera que se asocian y disocian ciclicamente durante la
contraccion y relajacion (Valberg 2008). ElI muasculo estriado estd compuesto por una
mezcla de miofibras con diferentes propiedades fisiologicas, que van desde un tipo de
contraccion lenta (slow) resistente a la fatiga (tipo 1) hasta el tipo de contraccion rapida
(fast) no resistente a la fatiga (tipo 1) (\Valberg 2008).



1.3.1 Cambios histoldgicos y bioquimicos en el musculo estriado asociados a dafio

Dia a dia la musculatura sufre lesiones menores. ElI musculo estriado en los mamiferos
tiene la capacidad de completar una regeneracion rapida y extensa en respuesta a un dafio
severo. La regeneracion muscular es caracterizada por dos fases: una fase degenerativa y
una regenerativa (Figura 2) (Chargé y Rudnicki 2004). La fase degenerativa a nivel
histolégico se caracteriza por necrosis local, edema y presencia de células inflamatorias
como polimorfonucleares e infiltracion de macrofagos en las fibras musculares. La
extension de la infiltracion de las células inflamatorias depende fuertemente del tiempo o

curso del dafio asi como de su origen (Venojérvi y cols. 2004).

Daiio muscular

Degeneracion muscular
Necrosis

Regeneracion muscular
miogénesis

2
4 days CTX

Figura 2.- Proceso de regeneracién del muisculo estriado de mamiferos. A: Proceso de regeneracion
caracterizada por una fase degenerativa y una regenerativa. B: dafio al musculo tibial anterior generado por una
cardiotoxina (CTX), resultando en la necrosis de las fibras y la activacion de células inflamatorias
(polimorfonucleares) , lo que genera una pérdida de la arquitectura muscular. C: fase de regeneracién de las
fibras, caracterizada por la activacion de céluas satélite y la posterior generacion de miontcleos centralizados.

Otras caracteristicas que pueden ser modificadas en la musculatura estriada son el
area transversal de la fibra, el nimero de mionucleos y el dominio mionuclear. El area
transversal de la fibra se modifica en respuesta a una demanda metabolica 0 mecanica que
se desencadena cuando el musculo es dafiado, la expresién de genes y proteinas puede
llevar a la ganancia (hipertrofia) o pérdida (atrofia) de masa muscular (Favier y cols. 2007).
De esta manera la hipertrofia se caracteriza principalmente por un aumento compensatorio
en el area transversal de las fibras cuando un masculo es sometido a una actividad repetida
de ejercicio de resistencia, produciendo de ésta manera crecimiento del musculo estriado
(Drummond y cols. 2008). Por otro lado se ha reportado que la atrofia muscular, provoca la



disminucion del area transversal de la fibra, generalmente como resultado de falta de uso
por inmovilidad, denervacion o ruptura de ligamentos, conduciendo posteriormente a
reduccion en la contraccion muscular (Van der Mee y cols. 2011). Por ejemplo Stockmar y
cols. (2006) analizaron los cambios producidos por la ruptura del ligamento anterior de la
rodilla (inmovilidad) en el musculo vasto medial de humanos con inestabilidad crénica
anterior de la rodilla. Reportaron que las fibras musculares tienen un area transversal
menor, una disminucion en la actividad de la seis fosfato deshidrogenasa (metabolismo
glucolitico) y un aumento en la actividad de la succinato deshidrogenasa (metabolismo
oxidativo). Concluyendo que la ruptura de ligamento induce atrofia muscular asi como un
cambio en el metabolismo de las fibras, sugiriendo una disminucion de la fuerza de
contraccion rapida y un cambio en el desarrollo de la resistencia muscular.

Una fibra muscular tipica puede contener cientos de mionucleos. Se estima que en un
musculo de rata adulta, no méas del 1-2 % de mionucleos son remplazados cada semana
(Tseng y cols. 1994). El aumento del namero de miondcleos esta relacionado al proceso de
regeneracion muscular (Figura 2) (Chargé y Rudnicki 2004, Harridge 2007). Debido a que
los mionucleos son post mitdticos, las células satélite promueven la generacion nuevos
mionucleos al musculo estriado, estos mionucleos se fusionan con fibras musculares ya
existentes (presencia de nucleos centralizados) para originar nuevas fibras musculares. Las
células satélite estan localizadas fuera del sarcolema debajo de la ldmina basal de una fibra
muscular. Las células satélite son consideradas células madre del musculo estriado y tienen
un papel importante en la regeneracién y reparacion muscular (Brooks y cols. 2009).

El nimero de mionucleos y el tamafio de las fibras musculares individuales
incrementan rapidamente durante el crecimiento posnatal y en la hipertrofia, debido al
aumento en la sintesis de proteinas. En contraste en la atrofia muscular se observa la
pérdida de mionucleos (Van der Mee y cols. 2011), esto lleva al decline en la fuerza de
contraccion y a una reduccién en la tolerancia a la fatiga y por lo tanto en la capacidad
funcional (Zhang y cols. 2010).

La interaccion entre el area de la fibra y el nimero mionucleos fue tomada como base
del concepto de dominio mionuclear. EI dominio mionuclear es definido como el volumen
de citoplasma asociado con un solo miondcleo (Allen y cols. 1999). Ha sido mostrado que

cada mionucleo regula la expresion de genes de una porcion de fibra que lo rodea. Por lo
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que el dominio mionuclear nos da informacion acerca del requerimiento proteinico que
necesita una fibra muscular después de haber sido expuesto a un reto (aumento o
disminucion de la funcién muscular). Ademés se ha demostrado que las fibras altamente
activas en sintesis de proteinas, como las de tipo | (lentas) que tienen un alto indice de
recambio proteinico por lo que su dominio mionuclear es pequefio (Rosser y cols. 2002).
Oishi y cols. (2008) demostraron que la descarga de las patas traseras (inmovilidad) de
ratas Wistar, modifica las caracteristicas histologicas de las fibras musculares del muasculo
soleo. Reportaron una menor area transversal de las fibras y un menor ndmero de
mionucleos periféricos, asi mismo el dominio mionuclear se mantuvo constante, en
comparacion con el grupo control. Es posible que el dominio mionuclear no se haya
modificado como resultado de la etapa del dafio. Allen y cols. (1999) report6 que el
dominio mionuclear permanece constante durante una etapa aguda de la hipertrofia, por que
la expresion de proteinas depende del curso del dafio. A estos mismos animales se les
evalu6 14 dias después de haber sido sometidos al reto (tiempo de recuperacion)
observando que el area transversal y el nimero de miontcleos son similares a los del grupo
control. Lo que nos indica que el musculo estriado tiene una alta capacidad para adaptarse
morfologica y funcionalmente. A los mecanismos adaptativos musculares se les ha
denominado “plasticidad muscular” (Fluck 2009, Westerbland y cols. 2010). Esta
plasticidad se ve reflejada en ajustes en el metabolismo, fuerza, resistencia y velocidad de
contraccion asi como en el requerimiento proteinico del musculo estriado como resultado
de una alteracién o demanda (Harridge 2007), por lo que el dominio mionuclear nos
proporciona gran informacion acerca de esta plasticidad

Una caracteristica de la degeneracion muscular es la necrosis. La necrosis muscular
estd caracterizada por la ruptura del sarcolema de la miofibra lo que incrementa la
permeabilidad de la membrana. La ruptura de la integridad de la miofibra es reflejada por
un incremento en los niveles séricos de proteinas como la creatina cinasa (CK) y a nivel
local (muscular) la liberacion de enzimas lisosomales como las calpainas, la catepsina D y
la B-glucuronidasa (Chargé y Rudnicki 2004). Vihko y Salminen (1983) reportaron que la
actividad de la B-glucuronidasa aumenta en el masculo recto femoral de ratones macho
después de someterlos a ejercicio extenuante. Ademas, demostraron que esta enzima es

especifica de musculo estriado ya que en otros érganos como higado, rifion y cerebro no se
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modifico la actividad de la enzima B-glucuronidasa de los ratones sometidos a ejercicio
(Salminen y Vihko 1982). Debido a la especificidad de la enzima B-glucuronidasa por el
musculo estriado, su cuantificacion es de gran utilidad para evaluar procesos de dafio a
nivel muscular en comparacion con otras proteinas como la CK, que también es liberada
por otros 6rganos como el cerebro.

Dentro de los cambios bioquimicos desencadenados por alguna perturbacion
muscular se encuentra la generacion de radicales libres. Durante la contraccién el musculo
estriado se genera una cantidad significativa de radicales libres (Jackson 2008) y también
son liberadas posterior a un proceso de dafio. Después del dafio inicial, los radicales libres
pueden incrementar por la presencia de células polimorfonucleares y macréfagos en el
musculo que liberan a los radicales libres como parte del sistema de defensa (Child y cols.
1999). Un radical libre es cualquier &tomo que contenga un electrén no pareado en su
ultimo orbital, lo que le confiere una elevada reactividad, dentro de los cuales podemos
encontrar especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrégeno (ERN). Bajos niveles de
ERO y ERN son indispensables en varios procesos bioquimicos incluyendo diferenciacion
y comunicacion celular, apoptosis y defensa contra microrganismos (Valko y cols. 2007,
Allen y Tresini 2000). Los radicales libres se encuentran en practicamente todos los tejidos
y son generados principalmente por la cadena respiratoria mitocondrial y su desbalance con
las enzimas antioxidantes (estrés oxidativo) puede llevar a dafio a componentes celulares
como DNA, proteinas y lipidos lo que puede resultar en subsecuente dafio a células y
tejidos (Fulle y cols. 2004). Guillot y cols. (2008) reportaron que la inmovilidad de las
patas traseras de ratas induce adaptaciones metabdlicas y electrofisioldgicas del musculo
soleo. Observaron que la proporcion de fibras oxidativas incrementd en relaciéon a las
glucoliticas, también reportaron aumentados los niveles de peroxidacién lipidica derivada
de estrés oxidativo. Estos cambios se reflejaron en una disminucion de la fuerza contractil.

Las especies reactivas pueden reaccionar entre si para formar moléculas mas
complejas como el peroxinitrito. EI peroxinitrito es una especie reactiva del nitrégeno que
modifica residuos tirosina de proteinas para generar 3-nitrotirosina (Murakami 2012). La
nitracion de proteinas puede alterar la conformacion y estructura proteinica, la actividad

catalitica y modificar la susceptibilidad de degradacion. En el musculo estriado se ha
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reportado que la nitracion de proteinas podria afectar el metabolismo, la contraccion y la
sefializacion intracelular (Powers y cols. 1995, Valko y cols. 2007, Souza 2008).

Todas estas alteraciones a nivel histologico y bioquimico derivado de dafio pueden
ser reflejadas en cualquier musculo estriado. En los muasculos pélvicos y perineales de la
mujer hay pocos estudios que examinen histomorfoldégicamente a los musculos del elevador
del ano (Dimpfl y cols. 1998) y la mayoria de estos estudios solamente evalGan una parte
del complejo muscular elevador del ano (Shafik y cols. 2002).

Jundt y cols. (2005) evaluaron el dafio de los musculos del elevador del ano de
cadaveres de mujeres asi como su asociacion con la edad y la paridad. Reportaron que la
multiparidad incrementa la presencia de mionucleos centralizados, la presencia de fibrosis y
variacion en el diametro de la fibra muscular, estas caracteristicas también incrementan con
la edad en comparacién con las mujeres nuliparas y con mujeres jovenes.

A nivel experimental se ha estudiado principalmente el efecto de la multiparidad y la
paridad sobre los musculos pélvicos y perineales de la coneja, en dos de los principales
musculos estriados (pubococcigeo y bulboesponjoso) involucrados en procesos
reproductivos como la cépula y el parto y en procesos no reproductivos como la

continencia urinaria (Cruz y cols. 2002, Corona-Quintanilla y cols. 2009).

13



2. ANTECEDENTES
2.1 Anatomia de la musculatura pélvica y perineal de la coneja doméstica

La actividad electriomiografica de los musculos pélvicos y perineales de la mujer y la
coneja muestran algunas similitudes. Por ejemplo el mdsculo pubococcigeo se activa
durante la fase de almacenamiento de la vejiga siendo de esta manera un componente
importante en el mecanismo de la continencia urinaria (Alves y cols. 2011). Los musculos
bulboesponjoso y el isquiocavernoso se activan durante la fase de vaciado de la vejiga
facilitando el proceso de micciéon (Shafik y cols. 2008). En mujeres y conejas se ha
reportado que el parto provoca dafio a la musculatura estriada del piso pélvico asi como a
su inervacién, causando incoordinacion en la activacion electromiografica de la
musculatura pélvica y perineal, modificando el patron de miccion postparto (Deindl y cols.
1998, Haylen 2009, Martinez-Gomez y cols. 2011).

) |
) s X7 ’ coccygeus
' ubococcygeus
sy, ! 4T P Y9
\ bulbospongiosus
ischiocavernosus.

Figura 3.- Musculatura estriada pélvica y perineal de la coneja doméstica. Se indica la localizacion de los
musculos pubococcigeo, isquiocavernoso, ilicoccigeo y bulboesponjoso (Martinez-Gémez y cols. 2012).
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En la coneja los musculos pélvicos incluyen el obturador interno, el coccigeo, el
iliococcigeo y el pubococcigeo. Los musculos perineales incluyen al constrictor vestibular,
constrictor vulvar, el bulboglandular, el isquiocavernoso y el bulboesponjoso (Martinez-
Gobmez y cols. 2012). ElI masculo pubococcigeo se origina en la espina ciatica del isquion.
La mayoria de sus fibras se insertan sin apariencia tendinosa en la vértebra coccigea seis, el
resto de las fibras se insertan mediante tenddn en las vértebras coccigeas siete y ocho
(Martinez-Gomez y cols. 1997, Cruz y cols. 2002). ElI musculo bulboespojoso se encuentra
situado justo debajo del constrictor vestibular y esta constituido por dos pares de muasculos
que convergen con el masculo isquiocavernoso para unirse con el tendon de la linea media

ventral de la vagina (Martinez-Gomez y cols. 1997, Cruz y cols. 2002).

2.2 Cambios histoldgicos en los masculos pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja

asociados a la multiparidad

En la coneja doméstica, la multiparidad (dos meses después del cuarto parto) reduce el area
transversal de las fibras rapidas y lentas de los musculos bulboesponjoso y pubococcigeo
también disminuye la fuerza de contraccion en ambos musculos, en comparacion con el
grupo de hembras virgenes (Fajardo y cols. 2008). La contractilidad de las fibras que
componen a los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso, se ve disminuida al modificar la
proporcion de fibras rapidas, intermedias y lentas en hembras multiparas, lo que da como
resultado un cambio en la respuesta de la fuerza de contraccion ejercida ante un estimulo de
contraccion simple y otro tetanico.

En la coneja virgen, la actividad de los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso
muestra una coordinacion temporal durante el proceso de miccion, el masculo
pubococcigeo se activa durante la fase de almacenamiento, mientras que los musculos
bulboesponjoso e isquiocavernoso lo hacen durante la fase de expulsion de la orina
(Corona-Quintanilla y cols. 2009). Martinez-Gomez y cols. (2011) reportd que este patron
de actividad estd alterado en hembras multiparas junto con algunos parametros
urodindmicos, lo que indica que la multiparidad causa una modificacién de la funcion
urodindmica promoviendo una actividad reducida y no coordinada de los musculos

pubococcigeo, bulboesponjoso e isquiocavernoso durante la miccion (Martinez-Gomez y
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col. 2011). Por lo que podriamos especular que ese cambio en la actividad es debida a la
modificacion en las caracteristicas histoldgicas de las fibras musculares asi como a la
proporcion de las mismas.

Lopez-Garcia (2010) observo que la multiparidad (tres dias después del Gltimo parto)
modifica la sensibilidad estrogénica de los masculos pubococcigeo y bulboesponjoso. En el
pubococcigeo hay una mayor expresion de los subtipos o y B del receptor de estrogenos
mientsras que en el bulboesponjoso so6lo hay un aumento en la expresion del subtipo  en
conejas multiparas en comparacion con las conejas virgenes. También reportd un aumento
en el area transversal de la fibra y en el nimero de mionucleos periféricos del musculo
pubococcigeo, sin embargo esas caracteristicas no fueron modificadas en el musculo
bulboesponjoso de conejas multiparas (Lopez-Garcia 2010).

Las modificaciones histologicas en el muasculo pubococcigeo podrian estar
relacionadas a procesos de dafio y regeneracién (Dubowitz 1985). Asi mismo estas
adaptaciones podrian involucrar cambios metabolicos de las fibras. En el modelo de
multiparidad, no se podria discernir si el efecto es consecuencia acumulativa del evento del
parto (cuatro veces), a la distencion mecanica provocada durante el Gltimo parto o al efecto
de la gestacion.

Recientemente Sanchez-Garcia (2012) reporté que la paridad (un parto) modifica las
caracteristicas histologicas de los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja. El
parto no modifica el area transversal de las fibras tres y 20 dias después del parto. En el
musculo pubococcigeo aument6 el nimero de mionucleos por fibra tres dias después del
parto, el aumento se mantuvo 20 dias posteriores al parto, el dominio mionuclear
disminuyé tres dias después del parto y se mantuvo asi a los 20 dias pos parto con respecto
al grupo de conejas virgenes. En el musculo bulboesponjoso el nimero de ndcleos por fibra
incrementd solo 20 dias despues del parto y el dominio mionuclear no se modificd (tres y
20 dias después del parto) con respecto al grupo de hembras virgenes. En cuanto a
marcadores bioquimicos de dafio solamente en el musculo bulboesponjoso hay un aumento
en la actividad de la enzima [B-glucuronidasa (tres dias después del parto) en el
pubococcigeo no se encontraron diferencias en comparacién con las hembras virgenes.
Estas diferencias en los indicadores de dafo principalmente el de la actividad -

glucuronidasa podrian indicar una diferencia en el tiempo en que se dafiaron los musculos,
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probablemente el musculo bulboesponjoso se dafio durante el proceso de parto, sin
embargo el masculo pubococcigeo parece estar en una etapa de regeneracion.

Por lo que nos preguntamos si las modificaciones histoldgicas y bioquimicas
relacionadas a dafio realmente son consecuencia del efecto mecénico (distencion muscular
que se ejerce durante el paso de la cria por el canal de parto) o si tiene algun efecto la
gestacion, proceso caracterizado por diversos cambios hormonales y de presion por la
distencion abdominal y pélvica.
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3. JUSTIFICACION

La musculatura estriada pélvica y perineal es determinante para la funcion del aparato
urogenital inferior femenino en los mamiferos, incluyendo al humano. Durante la gestacion
y el parto ocurren cambios histologicos y funcionales en la musculatura pélvica y perineal
que pueden estar asociados a un proceso de dafio, en la mujer los cambios funcionales en la
musculatura pélvica y perineal se relacionan con incontinencia urinaria y prolapsos de
organos pélvicos. En nuestro laboratorio mostramos que la multiparidad afecta histoldgica
y funcionalmente a dicha musculatura. Ademas, se ha demostrado que un parto modifica
las caracteristicas histoldgicas y bioguimicas en el musculo pubococcigeo asociados a un
proceso de regeneracion, en contraparte los cambios histoldgicos y bioquimicos en el
musculo bulboesponjoso corresponden a una etapa de dafio muscular. Sin embargo el parto
es un evento consecuente de una serie de cambios corporales y fisioldgicos graduales y
drésticos producidos durante la gestacion por lo que es dificil discernir si todos los cambios
observados son efecto sélo del parto (paso del feto por el canal vaginal) o consecuencia de
la acumulacion de cambios (hormonales y de presion) que se generan durante la gestacion
en la madre. Este trabajo pretende inspeccionar solamente el efecto de la gestacion sobre
marcadores histolégicos y bioquimicos de dafio en los musculos pubococcigeo y

bulboesponjoso de la coneja.
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4. HIPOTESIS

La gestacion modifica indicadores histologicos y bioquimicos de dafio en los musculos

pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar las caracteristicas histoldgicas e indicadores bioquimicos relacionados con dafio

de los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de conejas virgenes y gestantes.

5.2 Particulares

En los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de conejas virgenes y gestantes:

Determinar el &rea transversal de las fibras.

Cuantificar el nmero de nucleos periféricos de las fibras
Determinar el dominio mionuclear

Cuantificar la actividad de la enzima B-glucuronidasa

Determinar la expresion de 3-nitrotirosina
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6. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron conejas de raza chinchilla (Oryctolagus cuniculus) de 6 meses de edad que
fueron alojadas en jaulas individuales de acero inoxidable (50x 60x 40 cm) y mantenidas en
condiciones estandar de bioterio (16h/8h de luz y oscuridad; 22 + 2°C) con agua y alimento
ad libitum. EI grupo control estuvo constituido por hembras virgenes (C, n=6) y los
experimentales por conejas gestantes (G, n=6) que fueron sacrificadas al dia 30 de
gestacion. Para todos los grupos, las conejas serdn sacrificadas con una sobredosis de
pentobarbital sddico (60 mg / kg, i.p.).

6.1 Diseccidn y tratamiento histologico de los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso

El animal fue colocado en posicion supina dorsal y se realizd una incision sobre la
linea media desde la cavidad abdominal hasta la vagina perineal. Los musculos
abdominales y el tejido adiposo fueron extraidos. Los huesos isquion y pubis, asi como los
musculos obturador externo e interno fueron extraidos ligando venas y arterias que irrigan
el plexo venoso para evitar hemorragias severas hasta disecar los musculos pubococcigeo
(mPc) y bulboesponjoso (mBe). Estos musculos son bilaterales, por lo que el derecho se
utiliz6 para la técnica histolégica e inmunohistoquimica y el izquierdo para la
cuantificacion de B-glucuronidasa.

Para la técnica histoquimica la fijacion de tejidos se realizd por inmersién en
solucion de Bouin-Duboscq (acido picrico 0.39 %, formalina 26.66%, acido acético 6.66%,
etanol 80%) durante 24 h. Posteriormente, los musculos fueron deshidratados con alcohol
etilico de concentraciones ascendentes (80, 96 y 100%) y aclarados en xileno. Completada

la deshidratacién, el tejido fue incluido en paraplast X-tra (Sigma).
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6.2 Analisis histologico de los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso

Se realizaron cortes de 7um de grosor obtenidos con un microtomo (Leica). Los cortes se
desparafinaron y se tifiieron con hematoxilina & eosina para evaluar sus caracteristicas
histolégicas generales. Las preparaciones fueron observadas en un microscopio de luz
oOptica (Nikon ECLIPSE E600) y fotografiadas con una cdmara OLYMPUS de 5.1 mega
pixeles.

El analisis histolégico (conteo de los nucleos y medicion del area de las fibras musculares)
se realizo utilizando una cuadricula de 6 x 4 cuadrantes, misma que fue colocada sobre la
fotografia en en monitor. El conteo se llevd a cabo en la fibra ubicada cada cinco
cuadrantes por campo (magnificacion 40X). El andlisis cuantitativo se realizé utilizado el
programa AxioVision Rel. 4.3 (fig. 7). Se analizaron cuatro fibras de cuatro campos por

musculo para cada una de las conejas (16 fibras por coneja).
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Figura 4.- Muestra de la cuadricula utilizada para el analisis histolégico (6x4 cuadrantes).
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6.3 Inmunohistoquimica anti 3-nitrotirosina

Los tejidos incluidos en paraplast, fueron cortados con microtomo a siete um de espesor y
desparafinados. Después se sometieron a un tratamiento (citrato de sodio 10mM pH 6.3
durante 3 noches a 4°C y posteriormente se expusieron cinco minutos a 90°C) para exponer
los antigenos de la preparacion. Con el fin de bloquear las peroxidasas enddgenas, los
cortes fueron incubados en una solucion de peroxido de hidrogeno al 3% en PBS 0.1 M
(Na;HPQO,4 5.8 mM, NaH,PO,4 26.66 mM y NaCl 0.15M, pH 7.4) durante 30 minutos.
Después de la incubacion los cortes se lavaron con PBS. Posteriormente los cortes se
incubaron con una solucién de bloqueo (5% de suero normal de cabra —~NSG- en PBS —
triton x100) por 1h. A continuacién los cortes fueron incubados con el anticuerpo primario
(anti 3-nitrotirosina) a una dilucion 1:200 durante una noche. Al siguiente dia se hicieron
tres lavados con PBS-tritdn x100 y a continuacién los cortes se incubaron con el anticuerpo
secundario (anti-igG biotilado, diluido 1:200 en PBS-tritobn x100) durante dos horas a
temperatura ambiente. EI marcaje inmunohistoquimico fue revelado con el kit ABC (Vector
Lab) utilizando diaminobenzidina como substrato. Los cortes fueron deshidratados e
incluidos en un medio de montaje (Cytoseal 60®). Las preparaciones fueron observadas en
el microscopio de luz dptica (Nikon ECLIPSE E600) y fotografiados (Objetivo 40x) con
una camara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles. Se tomaron cuatro fotos de cada musculo de
cada coneja y se determind el porcentaje de area marcada mediante el programa Axio-
Vision, una vez hecho lo anterior se promediara ese porcentaje para tener un solo valor por

coneja.

Figura 5.- Seleccion de las zonas de muestreo de las fotografias analizadas para determinar
el porcentaje de &rea marcada anti 3-nitrotirosina en los muasculos. Se muestra un corte de
musculo pubococcigeo, microfotografia a 4x.
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6.4 Cuantificacion de f-glucuronidasa

Los mausculos estriados destinados a este analisis fueron congelados inmediatamente
después de su extraccion en isopentano-hielo seco. Cada tejido se almaceno a -30°C hasta
su procesamiento. Aproximadamente 100mg de cada tejido se homogeniz6 en una solucion
tamponada que contenia 50 mM tris y 20% glicerol a la que se afiadieron inhibidores de
proteasas (2.5 mg/ml de aprotinina y 2.5 mg/ml de leupeptina) y 1mM PMSF. Los
homogenizados fueron centrifugados durante 30 min a 15,000 rpm a 4 °C. Se recupero el
sobrenadante y se determind la enzima pB-glucoronidasa, se realizd siguiendo el
procedimiento descrito por Koskinen y col. (2001). A 1/vol de sobrenadante obtenido de la
homogenizacién se afiadié 10/vol de una solucién amortiguadora de acetato (100mM, pH
4.2) y se incub6 5 minutos a 37 °C. Después se afiadié 150ul de sustrato (5 mM p-
nitrofenil- B-glucurdnido) y se incubo por 18 horas a 37°C. Al finalizar la incubacion, se
afiadieron 500 pl de solucion amortiguadora de glicina (pH 10) y los tubos fueron
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C. La concentracion de la muestra fue

cuantificada a 420 nanoémetros, usando p-nitrofenol como estandar.

6.5 Célculo del dominio mionuclear

Se utilizo el algoritmo reportado por Schmalbruch y Hellhammer (1977). Para calcular el
namero de ndcleos en un segmento de un milimetro de fibra muscular (X). Se utiliza la
siguiente formula (1) X = (NL) / (d + 1), donde (N) es el nimero de nucleos contados en el
area transversal de la fibra muscular, (L) longitud del segmento de fibra, (d) grosor del
corte transversal (7um), y ( |1 ) la longitud media de un nicleo de la fibra muscular. En
nuestro analisis "L" se fijé en 1 mm. La "I" se determin6 en 13.87um para el musculo
pubococcigeo y 15.22um para el masculo bulboesponjoso.

Se utilizé una segunda formula (2) para calcular el volumen de citoplasma por
mionudcleo (Y). Y = (C L)/ X. Donde (C) es el area transversal de la fibra muscular, (L)
longitud del segmento y (X) ndmero de mionucleos por segmento de fibra. Para "L" se

establecio 1 mm.
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6.6 Analisis estadistico

Los datos de los analisis histologicos y la concentracion de la enzima B-glucuronidasa se
analizaron mediante una t-Student para grupos independientes. El analisis para el
porcentaje de &rea marcada anti-3nitrotirosina se realizd6 mediante la prueba U de Mann-

Whitney. En ambas pruebas se consider6 diferencia significativa a un valor de P<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Marcadores histologicos en los musculos pubococcigeo y
bulboesponjoso de la coneja

Caracteristicas cualitativas

En todos los cortes transversales del musculo pubococcigeo se observaron nucleos
centralizados en las fibras asi como algunos agregados celulares, posiblemente de células
inflamatorias como polimorfonucleares.

Imagen 1.- Corte transversal del mlsculo pubococcigeo. Las flechas indican nlcleos centralizados, * agregado
celular. En A) grupo control, B) grupo gestante. Tincion de Hematoxilina & Eosina. Microfotografias a 40x. Escala
50um.
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En la mayoria de los cortes del musculo bulboesponjoso se observaron células
edematizadas, se observa la pérdida de la forma poligonal caracteristica de las fibras
musculares y se denotan los bordes redondeados.

Imagen 2.- Corte transversal del misculo bulboesponjoso. En B se observan fibras musculares edematizadas.

En A) grupo control, B) grupo gestante. Microfotografias a 40x. Tincién de Hematoxilina & Eosina. Escala
50pum.

Area transversal de las fibras
Las fibras del musculo pubococcigeo de conejas gestantes presentaron una menor area

transversal en comparacion con las fibras del masculo pubococcigeo de conejas virgenes
(Gréfica 1) (16214£93.11um2 vs 2043+154.2um?2), (t=2.343; df=10, p=0.041).
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Gréfica 1.- Efecto de la gestacion sobre el area transversal de las fibras del musculo pubococcigeo.
Las barras representan la media + el error estandar, n=6. T-Student t=2.343; df=10, p=0.041.

En el masculo pubococcigeo del grupo de conejas gestantes se observa un mayor
porcentaje de fibras con areas menores en comparacion con el grupo de conejas virgenes
(Grafica 2).
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Gréfica 2.- Histograma de frecuencias del area transversal de las fibras del misculo pubococcigeo
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Las fibras del muasculo bulboesponjoso de conejas gestantes no presentaron modificacion
significativa en el &rea transversal en comparacion con las fibras del mdsculo
bulboesponjoso de conejas virgenes (Grafica 3) (1070+84.61um2vs 842.0+108.9 um?2),
(t=1.651; df=10, p= 0.129).
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Gréfica 3.- Efecto de la gestacion sobre el &rea transversal de las fibras del musculo bulboesponjoso.
Las barras representan la media + el error estandar, n=6. T-Student t=1.651; df=10, p=0.1298.

En el musculo bulboesponjoso del grupo de conejas gestantes se observa un mayor
porcenje de fibras con areas mayores en comparacion con el grupo de conejas virgenes
(Géfica 4).
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Gréfica 4.- Histograma de frecuencias del area transversal de las fibras del masculo bulboesponjoso.
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Numero de mionucleos periféricos

Las fibras del musculo pubococcigeo de conejas gestantes presentaron un mayor nimero
de nucleos en comparacion con las fibras del masculo pubococcigeo de conejas virgenes
(Gréfica 5) (3.390+0.16 vs 2.417+0.1267), (t=4.714; df=10, p=0.0008).

NuUumero de ndcleos/fibra

Control Gestante

Gréfica 5.- Efecto de la gestacién sobre el nimero de nicleos periféricos de las fibras del musculo
pubococcigeo. Las barras representan la media + el error estandar, n=6. T-Student t=4.714; df=10, p=0.0008.

Las fibras del muasculo bulboesponjoso de conejas gestantes presentaron un mayor nimero
de nucleos en comparacion conlas fibras del masculobulboesponjoso de hembras adultas
virgenes (Gréfica 6) (2.57+0.12 vs 1.44+0.13), (t=6.078; df=10, p=0.0001).
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Gréfica 6.- Efecto de la gestacidn sobre el nimero de nucleos periféricos de las fibras del muasculo
bulboesponjoso. Las barras representan la media + el error estandar, n=6. T-Student t=6.078; df=10,
p=0.0001.
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Dominio mionuclear

El musculo pubococcigeo de conejas gestantes presentaron un menor dominio mionuclear
en comparacion con el muasculo pubococcigeo de conejas virgenes (Grafica 7)
(10030£520.2 vs 17331 +£1010), (t=6.427; df=10, p=0.0001).
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Gréfica 7.- Efecto de la gestacién sobre el dominio mionuclear del muasculo pubococcigeo. Las barras
representan la media + el error estandar, n=6. T-Student t=6.427; df=10, p=0.0001.

El musculo bulboesponjoso de conejas gestantes no presentaron modificacion en el
dominio mionuclear en comparacion con el muasculo bulboesponjoso de conejas virgenes
(Gréfica 8) (t=2.181; df=10, p= 0.054).
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Gréfica 8.- Efecto de la gestacion sobre el dominio mionuclear del masculo bulboesponjoso. Las
barras representan la media + el error estandar, n=6. T-Student t=2.181; df=10, p= 0.0541.
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7.2 Marcadores bioquimicos de dafio en los musculos pubococcigeo y

bulboesponjoso de la coneja

Actividad de la enzima g- glucuronidasa

El musculo pubococcigeo de conejas gestantes no presentaron modificacion en la actividad

de la enzima B-glucuronidasa en comparacion con los musculos de las conejas virgenes
(Gréfica 9) (25.78+3.97 vs 17.13+3.28), (t=1.596: df=12, p=0.136).
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Gréfica 9.- Efecto de la gestacién sobre la actividad de la enzima B-glucuronidasa del masculo
pubococcigeo. Las barras representan la media * el error estandar, n=6. T-Student t=1.596;

df=12, p=0.1366.

El musculo bulboesponjoso de conejas gestantes presentaron una mayor actividad de la

enzima B-glucuronidasa en comparacion con el musculo bulboesponjoso de conejas
virgenes (Gréfica 10) (47.76+4.81 vs 22.33+2.38) (t=4.259; df=12, p=0.001).
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Gréfica 10.- Efecto de la gestacion sobre la actividad de la enzima B-glucuronidasa del musculo
bulboesponjoso. Las barras representan la media + el error estandar, n=6. T-Student t=4.259;

df=12, p=0.001.
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Expresion de 3-nitrotirosina (3-ntyr)

El masculo pubococcigeo de conejas hembras adultas gestantes presentaron una mayor
expresion de 3-nitrotirosina en comparacion con los musculos de conejas virgenes (Grafica
11) (U26.52: 50, p= 0041)
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Gréfica 11.- Efecto de la gestacion sobre la expresion de 3-nitrotirosina del masculo pubococcigeo.
Las barras representan la media + el error estandar, n=6. U de Mann-Whitney U, 5,= 5.0, p= 0.041.

El musculo bulboesponjoso de conejas gestantes no presentaron modificacion en la
expresion de 3-nitrotirosina en comparacion con el musculo bulboesponjoso de conejas
virgenes (Gréfica 12) (U,7.5:= 6.0, p=0.064).
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Gréfica 12.- Efecto de la gestacion sobre la expresion de 3-nitrotirosina del musculo bulboesponjoso.
Las barras representan la media + el error estandar, n=6. U de Mann-Whitney U,;.5;= 6.0, p=0.064
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8. DISCUSION
8.1 Caracteristicas histologicas de los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la gestacion modifica indicadores
histoldgicos y bioquimicos asociados a dafio.

En la mayoria de los cortes del musculo pubococcigeo de conejas gestantes adultas
observamos fibras musculares con nucleos centralizados caracteristicos del proceso de
regeneracion muscular, estos miondcleos son el resultado de la fusion de nuevos
mionucleos originados por las células satélie y fibras musculares ya existentes (Brooks y
cols. 2009, Scharner 2011). En algunos cortes observamos agregados celulares,
posiblemente células del sistema inmune como los polimorfonucleares. La presencia de
células del sistema inmune a nivel tisular indican expresion de un proceso inflamatorio
derivado de dafio (Malm y cols. 2004), la cantidad de células puede variar dependiendo del
estado del proceso de dafio y regeneracion.

En el masculo bulboesponjoso de conejas gestantes solamente se observé una
deformacion de la fibra muscular (pérdida de la forma poligonal) correspondiente a edema,
esta es una caracteristica de dafio debida al incremento en la permeabilidad celular como
resultado de la ruptura del sarcolema (Chargé y Rudnicki, 2004). Es muy probable que las

fibras musculares empiecen a dafiarse.

Area transversal de la fibra

En el masculo pubococcigeo de conejas gestantes se observo una menor area trasversal de
la fibra, consistente con el histograma de frecuencias, donde se muestra un desplazamiento
hacia areas mas pequefias en comparacion con las fibras del mudeculo pubococcigeo de
conejas virgenes. La reduccion del area transversal de la fibra se correlaciona con atrofia
muscular y su origen puede deberse a diferentes causas como inmovilidad, deshuso,
denervacion o ruptura de ligamentos (Van der Mee y cols. 2011). La disminucién del area
transversal de la fibra fue reportada por Oishi y cols. (2008) quienes utilizaron un modelo
de inmovildad de las patas traseras de ratas (2 semanas). Ademas de observar una menor
area transversal de las fibras musculares, reportaron una atrofia del 73% y un cambio en el

fenotipo de las fibras, disminuyo el porcentaje de fibras tipo | (Ientas) del musculo soleo en
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comparacion con el grupo control. Por otra parte Zhang y cols. (2010) en el mismo modelo
de suspension de patas traseras pero en este caso por 28 dias, reporté también una
disminucion del area transversal de un 44% en el muasculo séleo (lento), también
analizaron el musculo extensor largo de los dedos (rapido) y no encontraron cambios en el
area transversal de la fibra, esa diferencia podria estar relacionada con el tipo de fibras que
componen a cada musculo, en este caso las fibras lentas fueron las mas afectadas. También
se ha observado una menor area transversal de las fibras musculares debido a denervacion.
Roland y cols. (2005) denervaron por aislamiento la médula espinal y observaron las
modificaciones en el musculo so6leo de ratas machos, las fibras musculares presentaron una
menor area trasversal, 4 dias después no encuentran ningun cambio del tipo de fibra, pero al
dia 60 posterior al dafio, aumenta el porcentaje de fibras de tipo Il (rapidas), demostrando
una adapatacion metabdlica de la fibra muscular posterior al dafio.

Se ha reportado que el parto puede causar una denervacion progresiva de la
musculatura pélvica (Phillips y cols. 2005), aunque en este caso no evaluamos el efecto del
parto sino de la gestacion, es posible que la gestacion también participe de alguna manera
en ésta denervacion. Es probable que durante la gestacion, los cambios en la la curvatura de
la columna vertebral modifique de alguna manera la inervacion del mdsculo pubococcigeo.

En el muasculo bulboesponjoso de las hembras gestantes no se observé ningun
cambio significativo en el area transversal de las fibras aunque en el histograma de
frecuencias de observd un mayor porcentaje de fibras con areas mayores en comparacion
con las de las hembras adultas virgenes, esto puede estar relacionado al edema presente en
las fibras musculares como resultado de la ruptura del sarcolema de las fibras musculares,

lo que caracteriza a las etapas iniciales de dafo (VVenojarvi y cols. 2004).

Numero de mionucleos periféricos

En el musculo pubococcigeo y en el masculo bulboesponjoso de conejas conejas gestantes
se encontré un aumento significativo en el nimero de mionucleos periféricos. En el
musculo estriado el aumento del nimero de miondcleos se ha reportado en procesos de
desarrollo y regeneracion muscular (Brooks y cols. 2009, White y cols. 2010). En el
musculo pubococcigeo el aumento en el nimero de miondcleos podria deberse a una etapa

de regeneracion. Debido a que los mionucleos son post-mitdticos, las células satélite
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proveen nuevos mionucleos al musculo estriado, esos ndcleos se fusionan con fibras
musculares (presencia de nucleos centralizados) para originar nuevas fibras musculares
(Chargé y Rudnicki 2004, Harridge 2007).

El aumento en el nimero de mionucleos en el musculo bulboesponjoso posiblemente
este asociado a una etapa de dafio, en nuestro trabajo no pudimos discernir si dentro del
conteo del numero de miondcleos incluimos células del sistema inmune como

polimorfonucleres.

Dominio mionuclear

En el musculo pubococcigeo de conejas gestantes el dominio mionuclear es menor
en comparacion con el de conejas virgenes, lo que nos indica que es necesaria una mayor
sintesis de proteinas. Un dominio mionuclear menor es caracteristico en procesos como la
regeneracion muscular (Allen y cols. 1999). El requerimiento proteinico requerido por un
musculo ante un dafio o demanda, es observado en el dominio mionuclear, por lo que este
pardmetro nos muestra las modificaciones a nivel celular, es decir la capacidad pléstica del
musculo. Zhong y cols. (2005) reportaron que la denervacion en el soleo de ratas hembras
provoca en las fibras musculares una menor area transversal de las fibras, un menor nimero
de miondcleos periféricos y por lo tanto reportan un menor dominio mionuclear
posiblemente debido a la inactividad cronica. También se modificd también el porcentaje
de fibras de tipo I, ese porcentaje disminuyé con respecto a las de tipo Il. Estas
modificaciones son dependientes del tipo de fibra. Posiblemente el musculo pubococcigeo
presente algin grado de denervacion.

En el masculo bulboesponjoso de conejas gestantes no se modifico el dominio
mionuclear en comparacion con las conejas virgenes, posiblemente aln no se requiere una
mayor sintesis de proteinas. La sintesis de proteinas se asocia principalmente a un proceso
de regeneracion muscular (Allen y cols. 1999). Por lo que es posible que éste musculo este
en una etapa de dafio.
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8.2 Indicadores bioguimicos de dafio en los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de

la coneja

Actividad de la enzima B-glucuronidasa

En el masculo pubococcigeo de conejas gestantes no se encontraron cambios en la
actividad de la enzima B-glucuronidasa en comparacion con las conejas virgenes, esto
concuerda con las caracteristicas histologicas observadas (disminucién del area transversal
de las fibras, aumento en el nimero de mionucleos y un menor dominio mionuclear), las
que corresponden a una fase de regeneracion muscular, el aumento en la actividad de la
enzima B-glucuronidasa se ha observado en procesos de dafio muscular y se ha reportado
un pico méaximo 5 dias después del insulto (Vihko y Salminen 1983), por lo que es posible
que el dafo en el musculo pubococcigeo haya ocurrido en el dia 20 de gestacion.

En el muasculo bulboesponjoso de conejas gestantes hay un incremento en la
actividad de la enzima B- glucuronidasa en comparacién con las conejas virgenes, de
acuerdo con Salminen y Vihko (1982), la actividad de ésta enzima incrementa en procesos
de dafio debido a la ruptura de la integridad de la fibras musculares. Vihko y Salminen
(1983) Demostraron que la actividad de la enzima B-glucuronidasa aumenta en el musculo
recto femoral de ratones macho después de someterlos a ejercicio, en comparacién con los
ratones que no ejercitaron. Por lo que es probable que las fibras del musculo
bulboesponjoso estén en una etapa inicial degenerativa o de dafio, en este evento se produce
la liberacion de las enzimas lisosomales como la B- glucuronidasa (Chargé y Rudnicki
2004).

Expresion de 3-nitrotirosina (3-ntyr)

En el masculo pubococcigeo de conejas gestantes hay una mayor expresion de 3-
nitrotirosina, posiblemente como consecuencia de la liberacion de especies reactivas del
oxigeno de las células inflamatorias y macrofagos presentes en las fibras musculares que se
dafaron (Kohen y Nyska 2002). Se ha reportado que la generacion de especies reactivas
(estrés oxidativo) esta asociada a patologias musculares principalmente las asociadas a la

vejez como la sarcopenia (Thompson 2009).
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En el musculo bulboesponjoso de conejas gestantes, no hay ninguna diferencia en la
expresion de 3-nitrotirosina con respecto al grupo de conejas virgenes, posiblemente esta en
una etapa inicial de dafio y ain se ha podido regular la cantidad de especies reactivas del
oxigeno y del nitrégeno por medio de las enzimas antioxidantes como la super éxido
dismutasa han podido regular la liberacion de las especies reactivas del oxigeno liberadas
por las células del sistema inmune como polimorfonuclares, por lo que no observamos
cambios (Bonetto y cols. 2009).

En resumen el musculo pubococcigeo de conejas gestantes observamos los siguientes
cambios histolégicos: presencia de ndcleos centrales, disminucion del area transversal de la
fibra, un mayor porcentaje de fibras con &reas menores, un aumento en el nimero de
ndcleos periféricos y un dominio mionuclear menor en comparacion con las hembras
adultas virgenes, estos cambios se asocian a un proceso de regeneracion muscular. En los
indicadores bioquimicos la actividad de la enzima B-glucuronidasa no se modifico, pero la
expresion de 3-nitrotirosina incremento en las conejas gestantes en comparaciéon con las
conejas virgenes. Los indicadores bioquimicos se correlacionan con los histologicos, es
probable que el musculo pubococcigeo se encuentre en una etapa de regeneracion muscular
indicandonos que este musculo se haya dafiado antes del dia 30 de gestacion (dia de
sacrificio).

En el muasculo bulboesponjoso de conejas gestantes observamos los siguientes
cambios histologicos: presencia de edema en las fibras musculares, no se modifico
significativamente el area transversal de la fibra pero se presentdé un mayor porcentaje de
fibras con areas menores, un aumento en el nimero de nicleos periféricos pero no se
modificd el dominio mionuclear en comparacion con las conejas virgenes. En los
indicadores bioquimicos la actividad de la enzima B-glucuronidasa increment6 pero la
expresion de 3-nitrotirosina se mantuvo sin cambios en las conejas gestantes en
comparacion con las conejas virgenes. Los cambios observados se asocian a un proceso de
dafo.

Es probable que durante la gestacion los cambios mecanicos como el aumento en la
presién intrabdominal o modificaciones en la postura de la columna vertebral pueda alterar
la integridad de los musculos estriados pélvicos y perineales, posiblemente inervacién. En

particular en la coneja domestica se presenta un patron conductual antes del parto (se quitan
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el pelo para realizar su nido) que posiblemente este influenciando las modificaciones
asociadas a dafio de los muasculos pélvicos y perineales.

En relacion con el factor hormonal, se podria pensar que estas modificaciones
histoldgicas y bioquimicas observadas en las conejas gestantes estén influenciadas por el
incremento en la concentracion sérica de estradiol al dia 30 de gestacion, Lara-Garcia y
cols. (2011) observaron que en ratas ovariectomizadas aumenta el &rea transversal de las
fibras de masculo pubococcigeo, efecto que se magnifica al administrarles propianato de
testosterona 0 benzoato de estradiol, sin embargo al administrarles 17-p estradiol, el
aumento en el area producido por la ovariectomia es revertido. Por lo que es muy probable
que haya un efecto en las caracteristicas histologicas pero no asi en los indicadores
bioguimicos, el incremento en la actividad de la enzima B-glucuronidasa no es influenciada
a la alta por las hormonas gonadales ni en la expresion de 3-nitrotirosina, hay reportes que
afirman efectos protectores del estradiol ante dafio provocado en el musculo estriado. Este
efecto se ve reflejado en baja actividad de la enzima B-glucuronidasa (Enns y Tidus 2008)
asi como en los niveles de estrés oxidativo. Sin embargo seria necesario realizar otros
experimentos para saber el efecto real del estradiol sobre las caracteristicas histoldgicas
encontradas en este trabajo.

Con respecto a la expresion de 3-nitrotirosina es probable que la nitracion de
proteinas este modificando en algun grado el metabolismo o la fuerza de contraccion de las
fibras musculares. Dentro de las proteinas que se nitran como consecuencia de la
interaccion con radicales libres en musculo estriado se encuentran la creatina cinasa, la
aldolasa, la glucégeno fosforilasa y la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, que
participan en el metabolismo muscular y otras como la cadena ligera de miosina, la actina 'y
la tropomiosina I, afectando de esta manera a la contraccion muscular (Souza y cols. 2008).
Ademas se podrian modificar vias de diferenciacion y desarrollo celular que se activan por
medio de reacciones oxido-reduccion (Allen y Tresini, 2000). Se ha reportado que las
células musculares se adaptan ante dichos cambios lo que nos indicaria un proceso de
plasticidad muscular derivada de dafio (Powers y cols. 1995). Es posible que los diferentes
cambios observados en los dos musculos se deban a la posicion anatémica en la que se

ubica cada musculo, por lo que el tiempo en el que se dafian es diferente.
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9. CONCLUSIONES

= En el masculo pubococcigeo de conejas hembras adultas gestantes se observan
cambios histolégicos como menor area transversal de las fibras, un mayor
porcentaje de fibras con areas menores, un aumento del numero de ndcleos
periféricos y un dominio mionuclear menor con respecto al grupo de conejas
hembras adultas virgenes.

= En el musculo pubococcigeo de conejas hembras adultas gestantes no se observo
cambio en la actividad de la enzima B-glucuronidasa pero si un incremento en la
expresion de 3-nitrotirosina, en comparacion con conejas hembras adultas virgenes.

= En el mdsculo bulboesponjoso de coenjas hembras adultas gestantes no se
observaron cambios en el area transversal de las fibras, pero si un mayor porcentaje
de fibras con &reas mayores, un aumento del nimero de ndcleos periféricos y un
dominio mionuclear sin modificaciones con respecto al grupo de conejas hembras
adultas virgenes.

= En el masculo bulboesponjoso de coenjas hembras adultas gestantes se observo un
aumento en la actividad de la enzima B-glucuronidasa pero ninguna modificacion en
la expresion de 3-nitrotirosina, en comparacion con coenjas hembras adultas
virgenes.

= La gestacion modifica diferencialmente indicadores histoldgicos y bioquimicos
asociados a dafio a los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja.
= Estos resultados indican que el méusculo pubococcigeo se encuentra en una etapa

de regeneracion muscular y que el musculo bulboesponjoso se encuentra en una
etapa inicial de dafio.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo demuestran que la gestacion modifica marcadores
histologicos y bioquimicos de dafio diferencialmente en el musculo pubococcigeo vy al
bulboesponjoso. Las caracteristicas histologicas y bioquimicas en el muasculo pubococcigeo
indican que se encuentra en una etapa de regeneracién muscular, por lo que es probable que
se haya dafiado antes del dia 30 de gestacion, por otra parte las caracteriscas histologicas y
bioquimicas asociadas a dafio en el muasculo bulboesponjoso sefialan que se encuentra en
una etapa de dafio, posiblemente al dia 30 de gestacion empiezan a dafiarse. Por lo que seria
necesario realizar un muestreo para el muasculo pubococcigeo al dia 15 o 20 de gestacion
para visualizar caracteriscas de dafio, de manera contraria para el musculo bulboesponjoso,
seria necesario extraerlo el dia del parto para visualizar los cambios histolégicos asociados
a dafio como infiltracion celular.

De igual manera se podrian cuantificar marcadores moleculares asociados a
regeneracion muscular como las células satélite o factores de transcripcion Pax3 y Pax7,
entre otros. Asi como la identificacion de células del sistema inmune como neutréfilos o
macrofagos, lo que podria aportar gran informacién acerca de curso del proceso de dafio y
regeneracion.

Estas aproximaciones podrian contribuir al entendimiento del proceso de gestacion y
a la modificacion que sufren los musculos estriados pélvicos y perineales durante esta etapa
reproductiva, que finalmente es asociada con la incidencia de presentar incontinencia
urinaria, un problema de salud que se ha vuelto importante debido al aumento en su

incidencia y al impacto que esta disfuncidn ocasiona en la mujer.
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12. ANEXOS

Técnica Histoldgica

Lavados Solucidn salina 3 lavados
Fijacion Bouin- Duboscg 24 hr
Lavados Etanol 50% 5 min
Deshidratacion Etanol 80% 15 min
Etanol 70% 25 min
Etanol 80% 25 min
Etanol 80% 40 min
Etanol 96% 45 min
Etanol 96% 45 min
Etanol 100% 45 min
Etanol 100% 45 min
Aclaramiento Etanol: Xileno 40 min
Xileno 40 min
Xileno 45 min
Infiltracién Paraplast | 1:30nr
Inclusién Paraplast Il 6:30 hr
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Tincion de hematoxilina-eosina

desparafinar zileno 1 5 min
wileno 2 5 min
rileno:Etanol 5 min
hidratacian etanal 100% & miin
etanol 100% & miin
etanol 96% 3 min
etanol B0% 3 min
agua destilada 3min
hematoxilina de Harris 11 min
agua corrients 40 seg
Contraste etanol acido 40 =eg
agua destilada 40 seg
Azulamiento Etanol amoniscal 3-4 mim
agua destilada 40 seg
Eosina 3-4 mim
agua destilada 40 seq
desidratacion etanol 96% 40 seg
etanol B6% 40 seg
etanol 100% 30 seg
aetanaol 100% 30 seg
Etanol: Xileno 10 seg
Kileno 10 seg

rileno 10 seg
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Cartel 15

Efecto de la gestacion y el parto sobre el marcaje anti 3-nitrotirosina
en los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja

Maribel Huerta Cervantes?, Octavio Sdnchez Garcia?, José Ramén Eguibar®, Ida
Soto?, Estela Cuevas?, Margarita Martinez-Gémez'*, Jorge Rodriguez Antolin' y
Francisco Casteldn® (Avalado por Francisco Castelan).

ICentro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala (UATx);
2Maestria en Ciencias Biolégicas, UATx; 3Facultad de Bioanélisis-Veracruz, Universidad
Veracruzana; *Instituto de Fisiologia, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla; *
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México.

La reproduccion femenina en los mamiferos involucra varios procesos fisiolégicos y conductuales
como el parto y episodios simultdneos de gestacion y lactancia. El parto es un factor de riesgo
asociado con dafio de la musculatura estriada pélvica y la perineal. En mujeres la disfuncion de estos
musculos se ha relacionado con prolapsos de 6rganos pélvicos, incontinencia fecal e incontinencia
urinaria. En la coneja doméstica el muasculo pubococcigeo (mPc) se activa durante el almacenamiento
de orina y los musculos perineales como el bulboesponjoso (mBe) lo hace durante la expulsion
urinaria. En nuestro grupo hemos observado que la experiencia reproductiva modifica las
caracteristicas histolégicas, disminuye la fuerza de contraccion y desorganiza la actividad
electromiografica del mPc y mBe. Tales modificaciones podrian explicarse como mecanismos
adaptativos que alteran la composicion, funcion y probablemente el metabolismo de esos musculos.
Estudios recientes evidencian la participacion de las especies reactivas derivadas del oxigeno y del
nitrégeno en las respuestas adaptativas o pldsticas. Uno de los marcadores mads utilizado para
identificar la presencia e interaccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrégeno (ERN) es
la 3-nitrotirosina. En el musculo se han identificado diversas proteinas nitradas destacando las que
participan en el metabolismo de glucosa y en la contraccion muscular. Considerando lo anterior, el
objetivo de este proyecto fue determinar la inmunorreactividad anti 3-nitrotirosina en el mPc y mBe
de conejas virgenes (control), gestantes y primiparas. Resultados: En comparaciéon con el grupo
control, la primiparidad incrementa el porcentaje de drea marcada con 3-nitrotirosina en el mPc a los
3 y 20 dias postparto. Ese no fue el caso para el mBe, donde el drea inmunorreactiva anti 3-
nitrotirosina es similar entre los grupos. Tales efectos fueron debidos al parto y no a la gestacién.
Estos resultados sugieren que el parto induce un incremento en la produccion ERO y ERN,
posiblemente como una respuesta adaptativa. El incremento en estas especies reactivas podria ser un
factor importante que modifique el tipo de contraccion y/o el metabolismo muscular.

Con financiamiento de PROMEP-SEP (UATLX-PTC-109 a FC) y CONACyT (105882 a MMG). MHC y 0SG
recibieron una beca predoctoral de CONACyT (248106 y 248123). MHC recibié una beca de Movilidad
ECOES-Santander.
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