INTRODUCCION

Los musculos estriados pélvicos y perineales participan en conductas reproductivas
y no reproductivas en diversas hembras de mamiferos. En la mujer, las modificaciones
histoldgicas y funcionales de estos musculos, derivadas de la experiencia reproductiva, se
asocian con el desarrollo de incontinencia urinaria por esfuerzo. En la coneja doméstica,
modelo de estudio utilizado por nuestro grupo de investigacion, dos de los principales
musculos estriados involucrados en la continencia urinaria, la copula y el parto son los
musculo pubococcigeo (mPc) y musculo bulboesponjoso (mBe; Cruz y col. 2002,
Martinez-Gomez y col. 2011). En esta especie se ha reportado que la experiencia
reproductiva de cuatro partos (multiparidad) disminuye la fuerza de contraccion del mPc y
mBe (Fajardo y col. 2009). Recientemente, en este mismo modelo hemos encontrado
diferencias en el area transversal de la fibra y en el nimero de nucleos periféricos que
ocurre selectivamente en el mPc de las conejas multiparas (LOpez-Garcia 2010).
Probablemente la experiencia reproductiva induce adaptaciones diferenciales en ambos
musculos por la ruptura de las fibras musculares y estos cambios se reflejen en el aumento

del enzima B-glucuronidasa y cambios en el dominio mionuclear (DMN).



2. ANTECEDENTES
2.1. Anatomia y musculatura estriada pélvica y perineal

La reproduccion de las hembras de mamiferos tiene como sustrato anatdmico las areas
pélvica y perineal. Un componente importante de estas es la musculatura estriada. En
mujeres, se ha destacado la importancia del complejo muscular o “diafragma pélvico” en la
respuesta sexual y el parto (Barber 2005; Ashton-Miller y DelLancey 2009), asi como en la
continencia urinaria. La musculatura estriada pélvica y la perineal estdn directamente
involucradas en el proceso de miccién, un proceso fisioldgico que consta de dos eventos
coordinados: el almacenamiento y la expulsion de la orina de la vejiga a través de la uretra.
En estos eventos ocurre la actividad neuromuscular, incluyendo la actividad del masculo
liso de la vejiga y el esfinter externo de la uretra del conducto urinario inferior (Peschers y
col. 2001). EIl piso pélvico estd formado por un conjunto de musculos que sustentan la
porcion abdominal inferior y sirven de apoyo a la vejiga, el Utero y una porcion del
intestino (Pefia y col. 2007). Es fundamental que esta musculatura mantenga una buena
funcién, ya que la debilidad del piso pélvico puede causar incontinencia urinaria de

esfuerzo, prolapsos rectales y vaginales, asi como disfunciones sexuales (Pefia y col. 2007).

El piso pélvico esta situado en el fondo de la cavidad abdominal y constituye una
plataforma de apoyo para las visceras abdominales y pélvicas (Barber 2005). Los musculos
del piso pélvico forman una membrana que se extiende de la cavidad pélvica. Sus fibras
tienes forma de “U” que rodean el hiato elevador, proveen soporte a los 6rganos pélvicos y
abdominales. En la mujer los musculos del levator ani consiste de cinco partes: el
pubovaginal, el puboperineal, porcion puboanal, el cual forma el complejo pubovisceral y
el masculo puborectalis e ileococcigeo. Esas partes del levator ani forman tres diferentes
regiones del piso pélvico. (Ashton-Miller y DelLancey 2009). El piso pélvico esta
compuesto por dos capas musculares: la superficial y profunda. La capa superficial es
relevante para la funcion de esfinter anal. La capa profunda del piso pélvico esta formada
por el musculo pubococcigeo (mPc), ileococigeo y puborrectalis, los cuales forman el
complejo muscular elevador del ano (levator ani, Varuna y Ravinder 2008). Algunos

musculos del levator ani, como el mPc proporcionan soporte a la vejiga y la uretra. El
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musculo bulboesponjoso (mBe) que es uno de los muasculos perineales brinda soporte a la
vagina distal donde su fisiologia es importante en procesos reproductivos y no
reproductivos (Barber 2005). La relacion funcional y anatdmica de ambos musculos
contribuyen al cerrado uretral durante la continencia (Ashton-Miller y DelLancey 2007).

Conceptualmente el mecanismo de la continencia urinaria puede ser a traves de dos
componentes. La primera estructura soporta al aparato urinario y estd compuesta de
musculatura estriada y tejido conectivo. La segunda estructura es neuromuscular dada
principalmente por el nervio pudendo (NP) y por el mecanismo del exfinter externo de la
uretra (EEU). En el parto se ha reportado cono un factor de riesgo para padecer
incontinencia urinaria probablemente al dafio de alguno de estos componentes. El dafio a la
musculatura del piso pélvico principalmente a la porcién pubovisceral del levator ani se

asocia principalmente con el parto (Gill y col. 2010).

Durante el parto los masculos del piso pélvico sufren cambios notables para
permitir el paso del feto del interior al exterior del cuerpo de la madre. Todas las mujeres
sufren estiramiento de los masculos del piso pélvico durante el parto pero poco se sabe de
las lesiones que ocurren. Las caracteristicas especificas de la lesion durante el parto
influyen sobre el desarrollo de incontinencia urinaria en una fase mas tarde de la vida
(Asthon-Miller y DeLancey 2009). Mediante el uso de un modelo geométrico, estos autores
proponen como el estiramiento excesivo de las fibras musculares de los musculos del piso
pélvico ocasiona un dafio a esta musculatura, afectando principalmente a los musculos

pubococcigeo e ileococcigeo (Ashton-Miller y DeLancey 2009).

La incontinencia urinaria, fecal y prolapsos de érganos viscerales son un problema
de salud publica (Cheng y col. 2004). La musculatura estriada del levator ani forma un
importante elemento de la estructura de soporte de la pelvis, participan en procesos de
miccion y defecacion, esta musculatura previenen prolapsos pélvicos durante el aumento de
la presion abdominal y movimientos asociados con las actividades diarias (Lien y col.
2004). Un factor de riesgo en la mujer es la multiparidad que se encuentra asociada con
algunas disfunciones fisioldgicas de la musculatura pélvica. Aparte de esta estimacidn poco
se conoce de la relacion entre estructura del levator ani (morfologia e integridad funcional)

y la relacion eventual relacionada con los sintomas esto a través del dafio a los musculos del
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levator ani pueden conducir a una funcion pobre y secundario pueden llevar a sintomas
tales como incontinencia urinaria, prolapsos e incontinencia fecal. Aunque existen escasos

datos al respecto (Cortes y col. 2005, Jundt y col. 2005).

En la coneja doméstica, el aparato urogenital inferior se caracteriza, como en la
mayoria de las hembras de mamiferos, porque la uretra desemboca en la vagina pélvica, asi,
la ultima porcidn del aparato urogenital funciona como vagina y uretra (Rodriguez-Antolin
y col. 2012). Rodeando a este aparato se encuentra musculatura estriada bien desarrollada
como en la mujer (Martinez-Gomez y col. 1997, Cruz y col. 2002, Martinez-Gémez y col.
2011), dos de los principales musculos estriados involucrados en la continencia de la orina,
la copula y el parto son el mPc y mBe (Cruz y col. 2002, Martinez-Gémez col. 2009),
similar a lo que sucede en la mujer y diferente a la rata hembra. La coneja juega un papel
importante en el estudio de la reproduccién en mamiferos (Martinez-Gémez y col. 1997).
En esta especie, el mPc se origina en la espina ciatica del isquion donde la mayoria de sus
fibras se insertan sin apariencia tendinosa en la vértebra coccigea 6. El resto de las fibras se
insertan mediante un tendon en las vértebras coccigeas 7 y 8 (Martinez-Gémez y col. 1997,
Cruz y col. 2002). EI mBe se encuentra situado justo debajo del constrictor vestibular, esta
constituido por dos pares de musculos gque convergen con el muasculo isquiocavernoso
(mls) para unirse con el tendon de la linea media ventral de la vagina (Martinez-Gémez y
col. 1997, Cruz y col. 2002; fig. 1).
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Figura 1. Anatomia de la musculatura estriada del area pélvica y perineal de la coneja
domestica. La localizacion de los musculos mBe, mPc y mls, (Modificado de Martinez-
Gomez y col. 1997).

La actividad de los musculos pélvicos y perineales de la mujer y la coneja muestran
algunas similitudes. Por ejemplo el mPc se activa durante la fase de almacenamiento siendo
un componente importante en el mecanismo de la continencia urinaria (Alves y col. 2011).
El mBe y el Ism se activan durante la fase de vaciado de la vejiga facilitando el proceso de
miccion (Shafik y col. 2008). En mujeres y conejas se ha reportado que el parto provoca
dafio a la musculatura estriada del piso pélvico e inervacién, causando una descoordinacién
en la actividad de la musculatura pélvica y perineal, modificando el patron de miccion y
causando incontinencia urinaria postparto (Deindl y col. 1998; Haylen 2009; Martinez-
Gomez y col. 2011).



2.2. Efectos del parto sobre la fisiologia de la musculatura pélvica y perineal

Los cambios estructurales y funcionales de la musculatura estriada pélvica y
perineal se han asociado con prolapsos viscerales, incontinencia urinaria y fecal. A pesar
de ello, no se ha establecido la relacién entre factores de riesgo como la gestacion, el parto
y los niveles hormonales, con alteraciones anatdmicas en la musculatura estriada pélvica y
perineal. La lesion de la musculatura perineal puede ser ocasionada por diversas causas
como el embarazo, tanto por el peso del Gtero y el efecto relajador de algunas hormonas
pueden debilitar el piso pélvico. El parto también provoca lesiones musculo-aponeur6ticas
y neuroldgicas perineales durante el periodo de expulsién del producto. Ademas, los
esfuerzos realizados durante la expulsion actdan directamente sobre la musculatura del piso
pélvico (Pefia y col. 2007). La musculatura del piso pélvico es una de las méas afectadas por
el parto (Lukacs y col. 2006). Esto se ha documentado con biopsias del complejo muscular
del ano (que incluye al muasculo pubococcigeo) de mujeres con un parto mediante la
expresion de la IGF-1 (Cortes y col. 2005). Los datos obtenidos por nuestro grupo de
investigacién, han demostrado que en la coneja la multiparidad (cuatro partos) reduce el
area transversal de las fibras rapidas y lentas del mPc y mBe, también se ha reportado que
disminuye la fuerza de contraccion en ambos musculos. (Fajardo y col. 2008) encontraron
que la contractilidad de las fibras que componen a los mPc y mBe, se ve disminuida al
modificar la proporcion de fibras rapidas, intermedia y lentas en hembras multiparas la
proporcién de los tres tipos de fibras en el grupo experimental (multiparas) es menor,
independientemente de la region del muasculo analizada (de insercién, media y de origen),
lo que da como resultado un cambio en la respuesta de la fuerza de contraccién ejercida

ante un estimulo de contraccidn simple y otro tetanico.

En la coneja virgen, la actividad de los musculos mPc y mBe muestra una
coordinacion temporal durante ese proceso. EI mPc se activa durante la fase de
almacenamiento, mientras que el mBe y el mlis lo hace durante la fase de expulsion
(Corona-Quintanilla y col. 2009). Este patron de actividad junto con algunos parametros
urodindmicos esta alterado en hembras multiparas, lo que indica que la multiparidad causa
una modificacion de la funcidon urodindmica. Esta modificacion provoca una actividad

reducida y no coordinada de los mPc, mBe e mls durante la miccion (Martinez-Gomez y
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col. 2011). EI mPc participa durante la fase de almacenamiento y los musculos mBe e
isquiocavernoso (mls), durante la fase de expulsion de la orina (Corona-Quintanilla y col.
2009). Recientemente, en este mismo modelo hemos encontrado cambios en la sensibilidad
estrogenica de ambos musculos, diferencias en el area transversal de la fibra y en el nimero
de mionucleos periféricos, que ocurren selectivamente en el mPc de las conejas multiparas
(Lopez-Garcia 2010). Este ultimo resultado es caracteristico de algunas etapas del proceso
de regeneracion muscular (Charge y Rudnicki 2004).

2.3. Musculatura estriada y cambios histoldgicos

La musculatura estriada en los mamiferos representa uno de los tejidos méas grandes
del cuerpo y representa cerca del 40% de la masa corporal. EI musculo esquelético esta
compuesto por miofibras que tienen forma alargada. La principal funcién del musculo es
generar fuerza longitudinal, esto esta establecido por su intrincada morfologia la cual
consiste de paquetes densos de miofibras las cuales generan fuerza, debido a su contraccion
(Jens Stern-S y col. 2007). Las miofibras son las unidades basicas del musculo esquelético,
estan rodeadas individualmente por una capa de tejido conectivo, agrupadas en paquetes o
fasciculos para formar el musculo estriado. Cada fibra esta rodeada por una extensa red de
capilares que la proveen de oxigeno y nutrientes que requiere el musculo esquelético
(Peachv y col. 1983). Una sola motoneurona estd conectada con un grupo de fibras
musculares de un musculo en especifico. Las miofibras maduras expresan moléculas
especificas para su funcion, asi como diferentes isoformas de las cadenas pesadas de
miosina y enzimas metabdlicas (Chargé y Rudnicki 2004). Las células que componen al
musculo esquelético expresan proteinas contractiles actina y miosina. Ademas, contienen
varios nucleos en contraste con otro tipo de células que tienen un solo nucleo. El nicleo se
localiza debajo de la membrana plasmatica (sarcolema). Los procesos celulares de
plasticidad muscular involucran alteraciones cualitativas y cuantitativas en las fibras

musculares y se asocian con su morfologia (Fluck y Hoppeler 2003).

Las principales funciones de la musculatura estriada en los mamiferos son la

locomocion, la postura y la respiracion (Chargé y Rudnicki 2004). ElI masculo esquelético
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es estable con pequefios cambios en el nidmero de nucleos, debido a dafios minimos
causados con el dia a dia los cuales incluyen desgaste y ruptura de las miofibras. En los
constituyentes de las fibras musculares multinucleadas solo hay cambios minimos. Por un
lado, el masculo esquelético es sensible al dafio después de un trauma directo, (actividad
fisica intensa, laceraciones) o resultado de causas indirectas como disfunciones

neuroldgicas o defectos genéticos innatos (Chargé y Rudnicki 2004).

El mdsculo estriado tiene la capacidad de repararse repetidamente debido a la
presencia de células satélite (Nagata y col. 2006). Estas células son precursores musculares
que forman una pequefia poblacion localizada debajo de la l1dmina basal de cada miofibra
(Mauro 1961). Las células satélites se activan como un mecanismo en respuesta al dafio
muscular o en respuesta al ejercicio (Kadi y col. 2005). Las células satélites son una
poblacion de células miogénicas mononucleadas indiferenciadas encontradas en musculo
esquelético de mamiferos, aves, reptiles y anfibios. Constituyen cerca del 1.5% del total de
los nucleos del musculo esquelético esto depende de la edad y del tipo de fibra (Jens Stern-
Sy col. 2007).

Una importante propiedad del musculo estriado es la capacidad de adaptarse como
respuesta a la alteracion de la actividad muscular, esos ajustes a demandas mecanicas y/o
metabdlicas modifican la expresion de genes que pueden llevar a la perdida (atrofia) o a la
ganancia (hipertrofia) de la masa muscular (Favier y col. 2007). La atrofia muscular es un
cambio que ocurre en los masculos de individuos adultos como resultado de la condicién de
deshuso (ejemplo, inmovilizacién, denervacion, suspension de miembros). El evento inicial
de atrofia muscular es caracterizado por un decremento en el contenido de proteina y
disminucion del didmetro de las fibras musculares fuerza de contraccion y resistencia a la
fatiga. Esto ha sido ampliamente estudiado en modelos animales, que la disminucion de la
actividad muscular promueve la degradacion de proteinas y usualmente complementado
con una disminucion en la tasa en la sintesis de proteinas en efecto resulta en atrofia
muscular (Goldspink 1991).

La hipertrofia de las fibras musculares debido a la ablacion de musculos sinérgicos

(Snow 1990; Rosenblantt y col 1994), estiramiento (Winchester y Gonyea 1992) o ejercicio
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(Cabric y James 1983; Darr y Schultz 1987) promueven un incremento en el nimero de
mionucleos de las fibras musculares, el aumento en la cantidad de mionucleos se relaciona
con un mayor requerimiento en la sintesis de proteinas disponibles necesarias para la
reparacion o regeneracion de las fibras musculares (Smith y col. 2001). Los miondcleos que
no son funcionales o dafiados pueden ser ineficientes conduciendo al requerimiento de mas
mionucleos para mantener las propiedades funcionales de las fibras musculares (Brooks y
col. 2009). Por lo cual, el contenido de ADN el cual es un determinante critico de la sintesis
de proteina para proporciéon de la cantidad de ADN necesario para la transcripcion de
genes, que puede ser incrementado, por la activacion de células satélite, o disminuido,
mediante mecanismos relacionados con apoptosis. Dependiendo de la actividad muscular y
procesos fisioldgicos, ademas de algunos factores de transcripcion son sensibles la
demanda funcional y pueden controlar la expresion especifica de proteinas musculares para

promover o reprimir el crecimiento de la fibra muscular (Favier y col. 2007).

El nimero de miondcleos es determinante en la sintesis de proteinas, para proveer la
cantidad de ADN necesario para la transcripcion de genes. La relacién entre tamafio de la
miofibra y el nimero de mionucleos se relaciona con el concepto de dominio mionuclear.
El dominio mionuclear es el volumen de citoplasma controlado por un mionucleo, es decir
las proteinas requeridas para un determinado volumen citoplasmatico, son sintetizadas por
un mionucleo. En estudios del dominio mionuclear (DMN) hechos en humanos por (Kadi y
col. 2005 y Petrella y col. 2006) se ha reportado que el tamafio de dominio mionuclear es
constante hasta las 2000 pm? de volumen citoplasmético por nicleo, por lo que un
incremento en éste modifica el DMN y no se mantiene constante a menos que entre en un

proceso de hipertrofia para adquirir mas mionucleos (Kadi y col. 2005).

La actividad repetida de ejercicios de resistencia produce un crecimiento
compensatorio (hipertrofia) del musculo estriado, caracterizado por un aumento en el area
transversal de la fibra muscular asi como en el volumen total del masculo (Drummond y
col. 2008). La atrofia muscular lleva a una reduccion del area transversal de la fibra (CSA
por sus siglas en inglés) asi como una reduccion de la tensién debida a estimulos tetanicos
y/o simple (Diffe y col. 1991, Fitts y col. 1986). La atrofia de la musculatura estriada es un

cambio que ocurre en los musculos de un individuo adulto como resultado de condiciones
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de desuso (inmovilizacion, denervacion, edad y algunas enfermedades) y se refleja en la
disminucion del contenido de proteinas, didmetro de la fibra fuerza de contraccion y
resistencia a la fatiga (Jackman y Kandarian 2003).

2.3 Dafio muscular degeneracién/regeneracion

Las fibras que componen a la musculatura estriada son susceptibles a sufrir dafio
debido a traumas, calor o frio excesivo, toxinas, isquemia, enfermedades musculares
(distrofia), inflamacion y contraccién muscular (Carlson y Faulkner 1983). En cada caso el
dafo resulta en necrosis de algunas o todas las fibras de determinado musculo. Dentro de
una fibra dafiada la lesion puede ser focal e involucrar a algunos sarcomeros en serie 0 en
paralelo o puede involucrar a todos los sarcomeros (Friden y col. 1983). En este Gltimo
caso, toda la fibra tiende a la necrosis. La necrosis de las fibras musculares conducen a la
disolucién de la membrana plasmaética, activacion de algunas enzimas dependientes de
calcio que producen desintegracién de la miofibra y otros componentes celulares, la entrada
de proteinas y activacion del complemento induciendo la quimiotaxis de células
inflamatorias inicialmente neutréfilos sequido de macréfagos de los cuales estos Gltimos
existe dos poblaciones unos proinflamatorios y otros antiinflamatorios estos ultimos,
parecen servir como un estimulo para la actividad regenerativa. La adaptacién muscular
incluye procesos degenerativos y regenerativos (Matano y col.1994). El proceso de la
degeneracion y regeneracién parece seguir una via comdn, independientemente de los
factores responsables del dafio de la fibra muscular (Carlson y Faulkner 1983). La
regeneracion muscular se caracteriza por una fase degenerativa y otra regenerativa. La fase
degenerativa inicia con cambios en la permeabilidad de la membrana, involucra la
disolucién de la membrana plasmatica, activacion de proteasas dependientes de calcio,
como las calpainas, que llevan a una rapida desintegracion de las miofibrillas y otros
componentes celulares (Tidball y col. 1999, Tidball 2008). La entrada de proteinas
plasméaticas y activacion del complemento induce el reclutamiento de leucocitos,
incremento de enzimas como el creatinina cinasa y el B-glucuronidasa entre otros. Ademas,
de promover el reclutamiento y la activacion de monocitos/macrofagos. El dafio muscular
induce cambios evidentes en las fibras musculares y matriz extracelular (Karalaki y col.

2009).
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2.4 Dafio muscular y enzimas lisosomales

El dafio muscular comprende la disrupcion de la matriz extracelular, lamina basal,
sarcoplasma, asi como dafio a las miofibras, a las proteinas de contraccion y del
citoesqueleto (Newham y col. 1983). El dafio la lamina basal y sarcoplasma puede
confirmarse con el aumento de creatinina cinasa en suero sanguineo, asi como una
respuesta inflamatoria (Cannon y col. 1989, Round y col. 1987), el dafio a las fibras
musculares generalmente conduce a una pérdida de la fuerza de contraccion (Carklson y col
1992). El dafio muscular expresa por si mismo cambios en las propiedades mecanicas del
musculo. Algunos parametros que son considerados como degenerativos (Variacion en el
tamano de la fibra muscular, atrofia, nicleos centrales en la fibra, degeneracion de la fibra
muscular, fibrosis en el perimisio y endomisio y hematomas, Pap y col. 2009). Asi como el

incremento de algunos marcadores moleculares como son las enzimas lisosomales.

Los componentes de la matriz extracelular son degradados por metaloproteinas y
enzimas lisosomales (Bayle y Light, 1989; Alexander y Werb, 1991). Por ejemplo, los
macrofagos secretan enzimas que participan en la degradacion de la matriz extracelular del
musculo es degradada por algunas de ellas como la B-glucuronidasa la cual se conoce que
lisan los proteoglicanos esta es liberada de los lisosomas bajo condiciones de post mortem
muscular. Los lisosomas son organelos intracelulares cubiertos por una sola capa de
membrana proteo-lipidica. Debido a la actividad especifica de ATP-dependiente de la
bomba de protones mantienen su ph Interno entre 5.0 y 5.5. Los lisosomas exhiben la
actividad de numerosas enzimas hidroliticas incluyendo la arisilsulfatasa la cual rompe
lipidos sulfatados y otros sulfoconjugados, N-acetil-Beta-D-glucosaminidasa rompen
azucares (N-acetilglucosamina) de las glicoproteinas y glicolipidos y la B-glucuronidasa
degrada glucosaminoglicanos. Este ultimo es considerado como marcador molecular

cualitativo de dafio muscular (Salminen y Kihlstrom 1985, Koskined y col. 2001).
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2.5 Regeneracion musculatura estriada

La complejidad del proceso de regeneracion muscular y la subsecuente formacion
de nuevas miofibras, ha sido explorada cuidadosamente por muchos afios (Charge y
Rudnicki, 2004). La musculatura estriada estd compuesta por fibras, que son un sinsitio
derivado de la fusion de mioblastos (Huard y Shen 2008). El proceso por el cual ocurre la
regeneracion y adaptacion se le atribuye a las células satélites las cuales residen en el
musculo esquelético (Hawke y Garry 2001). Desde la primera descripcion por Mauro, las
células satélites han sido identificadas in situ por sus caracteristicas morfolédgicas debido a
su distinta localizacion dentro de la lamina basal que rodea a la miofibra yuxtapuesta entre
la membrana plasmatica de la fibra muscular y la membrana basal (Charge 2004). La
regeneracion muscular es un proceso complejo compuesto por tres estadios degeneracion
de las miofibras, inflamacion y regeneracion de la miofibra (Tidball 2005, Carlson y
Conboy 2007) respectivamente. Este ultimo estadio, involucra la activacion de las células
satélite, que estdn en estado quiescente a través de los procesos de proliferacion y
diferenciacion, estos procesos participan en la reconstruccion de tejido dafiado (Poel y col.
2011).

Las células satélites son precursoras de miofibras musculares, su activacion y
subsecuente proliferacion da lugar a células hijas que pueden someterse a los diferentes
destinos 1) generar nuevas miofibras musculares, 2) proveer de miondcleos adicionales y 3)
regresar a un estado quiescente manteniendo el pool de células satélite (Kadi y col 2004).
En respuesta al ejercicio o dafio a las miofibra se ha demostrado que las células satélites
pueden generar nuevas miofibras o proveer nuevos mionucleos a la miofibras musculares
(Allen y col. 1999). La activacion de las células satélite implica una regulacion molecular
coordinada de una serie de proteinas de transcripcion que participan en la entrada al ciclo
celular, proliferacion y diferenciacion (Parise y col. 2006). Cada etapa de esta regeneracion
se caracteriza por diferentes marcadores moleculares (Harridge 2007). Se han identificado
algunos marcadores moleculares de células satélites. Entre ellos estan los factores de
transcripcion Pax3 y Pax7 (Seale y Rudnicki 2000), el receptor c-met, para el factor de
crecimiento de hepatocitos (Cornelison y Wold 1997) y el factor nuclear miocitico MNF

(Hawke y Garry 2001). Estos han sido demostrados claramente que la activacion,
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proliferacion y diferenciacion de las células satélite después de un lesion estan controlados
por miembros de la familia de factores reguladores miogénicos (MRF), en una forma
similar a las células precursores del musculo durante el desarrollo embrionario. La
activacion de las células satélites primero expresan Myf5 y/o MyoD y finalmente
miogenina y MRF4 en la proliferacion de mioblastos hasta miotubos multinucleados (Smith
y col. 1994). Este aumento en el nimero de miondcleos se relaciona con un cambio en el

dominio mionuclear (Hawke y Garry 2001).
2.6 Dominio mionuclear

El masculo esquelético esta formada por paquetes de fibras musculares, las cuales
son una estructura multinucleada derivadas en la ontogénesis por la fusion de mioblastos
“células progenitoras musculares” formando un sinsitio continuo. Las fibras musculares son
multinucleadas. En el tejido muscular también podemos encontrar ndcleos de fibroblastos,
células endoteliales y de las células precursoras (células satélite). Los ndcleos de las fibras
son denominados miondcleos, estos son post-mitéticos y no pueden dividirse. Bajo
condiciones biologicas normales el tejido muscular es extremadamente estable con pocos

cambios en el nimero mionucleos (Decary y col. 1997; Schmalbruch y Lewis 2000).

La musculatura estriada es un tejido dindmico que continuamente se adapta a las
demandas, respondiendo de una manera funcional y/o estructural. Existen reportes donde se
ha demostrado que el desuso o sobreuso de la musculatura esquelética cambia y estos
cambios son en el nimero de mionucleos, el tamafio del area trasversal de la fibra y
alteraciones en el las tasas de transcripcion, traduccion y de proted6lisis (Shenkman y col.
2010). La cantidad de mionucleos es muy importante, ya que determina el contenido de
ADN para la transcripcion de genes (Allen y col. 1999). La interaccion entre el tamafio de
la fibra y el nimero mionucleos fue tomada como base en el concepto de dominio
mionuclear (DMN) propuesto por Cheek y col. y Pavlath. EI misculo esquelético es capaz
de crecer significativamente durante periodos donde hay una sobre estimulaciéon (Otto y
Patel 2010). El dominio mionuclear es el volumen citoplasmatico de la fibra muscular que
regula la expresion de los genes de un nucleo (Pavlath y col. 1989). El término DMN es

bastante conveniente para describir los mecanismos de plasticidad de la musculatura
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estriada, aunque es nominal y la distribucion de proteinas en el interior de la fibra muscular
depende de muchos pardmetros variables. El incremento del tamafio de la fibra ocurre a
través de algunos mecanismos que incluyen el incremento de la transcripcion de genes los
cuales aumentan la tasa de sintesis de proteinas, las sefiales que inician esos cambios
intracelulares no estan bien definidos pero se cree que incluyen alteraciones en los
mecanismos celulares, asi como la liberacion local y sistémica de factores de crecimiento.
El estimulo de sobrecarga da como resultado el aumento del nimero de mionicleos dentro
de una sola fibra, donde los diferentes mionucleos producen sus propios productos (Hall y
Ralston 1989; Pavlath y col. 1989) Demostraron con sus experimentos que los productos de
algunos mionucleos en el musculo esquelético proteinas asociadas con el Golgi y proteinas
contréctiles permanecen localizadas cerca de sus nucleos de origen (Rosenblantt y Parry
1992).

El concepto original de DMN sugiere que el volumen citoplasmatico por mionucleo
es regulado por el DMN. Cambios en el DMN pueden influir eficientemente en la
transcripcion con efecto a la baja, efectos sobre la sintesis de proteinas y contenido. El
musculo esquelético es un tejido muy heterogéneo que puede alterar su funcién morfologia
y caracteristicas metabdlicas en respuesta en la cantidad y/o patrones de actividad
neuromuscular ejemplo, activacion o sobrecarga cambios cronicos en los niveles de la
actividad neuromuscular. Resulta en ambos cambios cualitativos y cuantitativos en el
metabolismo de proteinas y expresion de genes (Allen y col. 1999). Cuando un musculo es
sometido a un incremento de esfuerzo mecéanico, por ejercicio regular o por sobrecarga
funcional da como resultado un incremento en la masa muscular, tamafio de la fibra y el
numero de miondcleos (Roy y col. 1985, 1991). Los cambios en el DMN pueden influir en
la transcripcion con efecto a la baja o al alta, efectos sobre la sintesis de proteinas y
contenido. La activacion o sobrecarga cambios cronicos en los niveles de la actividad
neuromuscular resulta en cambios cualitativos y cuantitativos en el metabolismo de
proteinas y expresion de genes (Allen y col. 1999). El tamafio del DMN aparentemente es
diferente entre los tipos de fibra donde se ve incrementado en las fibras del tipo I a l1A al
11B/X. Por ejemplo en el masculo gastrocnemio de la rata el DMN es mas grande en el tipo

I1A que en el tipo | fue debido a un bajo nimero de mionicleo y no en las fibras de gran
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tamarfo del tipo 1A en contraste en el tipo I1B/X tuvieron un mayor tamafio en el area
transversal de la fibra (Van der Meer vy col. 2011). Estas diferencias podrian estar
relacionadas con la alta capacidad oxidativa del tipo I y 1A que las del tipo 11B/X debido a
que el tamafio del dominio mionuclear se relaciona con la capacidad oxidativa de las fibras

(Jaspers y col. 2006 y Tseng Yy col. 1994).
3. JUSTIFICACION

Los musculos estriados pélvicos y perineales son determinantes para la fisiologia de la
miccion. En la mujer, las modificaciones histoldgicas y funcionales de éstos derivadas de la
experiencia reproductiva se asocian con el desarrollo de incontinencia urinaria por esfuerzo.
Los procesos celulares que subyacen a esas modificaciones son desconocidos. Al respecto,
el estudio de procesos como el dafio y la regeneracion muscular resultaria util. En cuanto al
proceso de regeneracion de musculos estriados asociados con el aparato urogenital inferior
femenino, no existe en humanos ni en modelos animales, evidencia experimental que
describa esos procesos. Datos preliminares obtenidos por nuestro grupo de investigacion
(Lépez-Garcia en proceso) sugieren una regeneracion diferencial entre un masculo pélvico
(el pubococcigeo, mPc) y uno perineal (bulboesponjoso, mBe) de conejas con cuatro
partos. Considerando que los cambios histoldgicos que siguen a una lesion son criticos para
la regeneracion muscular, el presente proyecto pretende evaluar el dafio muscular y su
relacién con el dominio mionuclear en un musculo pélvico (el pubococcigeo) y otro

perineal (el bulboesponjoso) de conejas primiparas.
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4. HIPOTESIS

La primiparidad promueve el aumento de indicadores histologicos y bioquimicos

relacionados con el dafio muscular en el pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja

doméstica.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Cuantificar los indicadores histoldgicos y bioguimicos relacionados con dafio

muscular en los muasculos pubococcigeo y bulboesponjoso en la coneja.

5.2 Objetivos especificos

En los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja.

v

AN NN

Cuantificar la actividad del enzima B-glucuronidasa.
Cuantificar el nimero de miondcleos periféricos.
Cuantificar el area transversal de la fibra.

Calcular el numero de miondcleos por mm de fibra.

Calcular el dominio mionuclear.
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6. METODOLOGIA

6.1. Animales

Se utilizaron conejas (Oryctolagus cuniculus) de la raza chinchilla de 7 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 nuliparas de 7
meses (C, n=6) y los experimentales por conejas primiparas (P3, n=6) y (P20 n=6) que
fueron sacrificadas 3 dias y veinte dias después del parto, respectivamente. La primera
copual de las conejas primiparas ocurrié a los seis meses de edad. Las crias del grupo
primipara 3 y 20 dias, fueron sacrificadas 24 h después del parto, a una edad aproximada de
7 meses. Las conejas de todos los grupos fueron sacrificadas mediante la administracion de
una sobredosis de pentobarbital sddico (60 mg / Kg de peso, i.p.). Este protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta de la

Universidad Autdbnoma de Tlaxcala.

6.2. Diseccidn y técnica histoldgica de los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso

El animal se colocé en posicidn supina dorsal y se hizo una incisién 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 se ligé venas y arterias que irrigan el plexo
venoso para evitar hemorragias severas hasta disecar los musculos pubococcigeo (mPc) y
bulboesponjoso (mBe). Como ambos son bilaterales, se utilizé uno para histologia y otro
para determinacion de la enzima lisosomal B-glucoronidasa. Los tejidos destinados para
histologia se colocaron en un porta muestras de plastico. La fijacion de tejidos se hizo por
inmersion en solucién de Bouin-Duboscq (acido picrico 0.39 %, formalina 26.66%, acido
acetico 6.66%, etanol 80%) durante 24 h. Posteriormente, los musculos se deshidrataron
con alcohol etilico de concentraciones ascendentes (80, 96 y 100%) y fueron aclarados en

xileno. Completada la deshidratacion, el tejido se incluy6 en paraplast X-tra (sigma).
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6.4. Cuantificacion del enzima g-glucuronidasa

El enzima B-glucuronidasa es una enzima lisosomal que se activa en respuesta a la
ruptura muscular y es considerada como un indicador cuantitativo del dafio muscular. Los
musculos estriados destinados a este andlisis 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 homogenizd en una solucion
tamponada que contenia 50 mM tris y 20% glicerol adicionada con inhibidores de proteasas
(2.5 mg/ml de aprotinina y 2.5 mg/ml de leupeptina) y 1ImM PMSF. Los homogenados
fueron centrifugados durante 30 min a 15,000 rpm a 4°C. Se recuperdé el sobrenadante para
cuantificar la actividad del enzima p-glucoronidasa con el protocolo 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 incubé 5 min a 37 °C.
Después se afiadié 150ul de sustrato (5 mM p-nitrofenil-B-glucuronico) y se incubd
durante 18h a 37°C. Al finalizar la incubacion anterior, se afiadieron 500 pl de solucion
amortiguadora de glicina (pH 10) y los tubos fueron centrifugados a 3000g por 10 miny a
4° C. La concentracion de la muestra fue cuantificada a 420nm, usado como estandar el p-

nitrofenol.
Tincion con hematoxilina-eosina (HE)

Se analizaron cortes de 7 um de grosor obtenidos en un microtomo Leica (RM2135) de la
region media de cada musculo. Los cortes fueron desparafinados sumergiéndolos
serialmente en xileno y alcohol etilico de concentraciones descendentes (100, 96, 80 y 70
%) y agua. Después de la desparafinacion, los cortes fueron sumergidos en hematoxilina de
Harris durante 30 min. Posteriormente se sumergieron en agua corriente, alcohol acido
(alcohol absoluto y &cido acético, 1:1), agua destilada, etanol amoniacal (alcohol absoluto y
amoniaco, 1:1) y agua destilada. Los cortes fueron tefiidos con eosina durante 10 min,
lavados con agua destilada y sumergidos serialmente en etanol 96 %, etanol 100 %, etanol-
xileno (1:1) y xileno. Finalmente, las preparaciones fueron cubiertas con Cytoseal-60

(Richard-Allan Scientific), observadas con el objetivo 40X en un microscopio de luz visible
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(Nikon ECLIPSE E600) y fotografiadas con una camara OLYMPUS a una resolucion de

5.1 megapixeles.

6.3. Analisis histoldgico

El analisis histoldgico (conteo de los nicleos y medicion del area de las fibras

musculares) se realiz6 utilizando una cuadricula de 6 x 4 cuadrantes, misma que fue

colocada sobre

ubicada cada

la fotografia del monitor. EI conteo se llevd a cabo en la fibra

cinco cuadrantes por

campo (magnificacion 40X). El analisis

cuantitativo se realizd utilizado el programa AxioVision Rel. 4.3. Se analizaron cuatro

fibras de cuatro campos por musculo para cada una de las conejas (16 fibras por coneja,

ver fig. 1).
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Fig. 1. Sistema de conteo de nucleos y areas tefiidos con (H-E). Muestra

cuadricula utilizada para el conteo (6x4 cuadrantes).
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6.5. Numero de nucleos por mm de fibra y dominio mionuclear

El dominio mionuclear se calculé utilizando el algoritmo reportado por
Schmalbruch y Hellhammer (1977) y utilizado en otros trabajos (Hikida et al, 1997;
Schmalbruch y Lewis, 2000). Para calcular el nimero de nucleos en un segmento de 1 mm

de longitud de fibra muscular (X) se utiliz6 la siguiente formula,
X=(NL)/( +1),

Donde (N) es el nimero de nucleos por fibra contados en un corte transversal, (L) es
la longitud deseada del segmento de fibra, (d) el grosor del corte transversal (7um), y (1) la
longitud promedio de un ndcleo de la fibra muscular (i). En nuestro analisis "L" se fijo en 1
mm, y "d" en (7um). La "I" se determind en 13.87um para el mPc y 15.22um para el mBe
(L6pez-Garcia en proceso).

El dominio mionuclear () se calculé mediante la siguiente formula,
Y =(CL)/ X

en donde C es el area transversal de la fibra muscular, L, la longitud deseada del segmento
de fibra (Lmm) y X el nimero de mionucleos por segmento de fibra.

6.6 Analisis estadistico

Los datos de las variables histologicas asi como los de la actividad del enzima (-
glucuronidasa fueron analizados mediante un analisis de varianza de una via para
determinar diferencias estadisticas entre los distintos grupos (P<0.05). Para identificar las
diferencias estadisticas (P<0.05) entre grupos se utilizd una prueba post hoc de Newman-
Keuls. Con tal fin se utilizé el programa informatico Prism 5 (GraphPad) para el sistema

operativo de Windows.
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7. RESULTADOS

7.1. Actividad del g-glucuronidasa en el mPc

La actividad del enzima B-glucuronidasa en el musculo pubococcigeo fue similar
(P=0.44) entre las conejas nuliparas (17.1 + 3.3 mM p-nitrofenol-h™*-Kg de proteina™) y las
primiparas de los grupos P3 (14.3 + 1.3 mM p-nitrofenol-h™-Kg de proteina™) y P20 (18.4
+ 1.6 mM p-nitrofenol-h™-Kg de proteina™; Fig.2).
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Figura 2. Actividad del enzima B-glucuronidasa en la porcion medial del musculo
pubococcigeo de conejas nuliparas (N) y primiparas sacrificadas el dia 3 (P3) y 20 (P20)
postparto. Los valores representan la media + el error estdndar de 6 individuos por grupo en
los que la actividad enzimatica fue cuantificada en dos experimentos independientes y por
duplicado. Para determinar diferencias significativas (P<0.05) entre grupos se utilizd un
ANOVA de una via para grupos independientes, seguido de una prueba post hoc de

Newman-Keuls.
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7.2. Actividad del g-glucuronidasa en el mBe

La actividad del enzima B-glucuronidasa cuantificado en la porcion medial del mBe
fue diferente (P<0.0001) entre las conejas nuliparas y las primiparas sacrificadas en los dias
3y 20 posparto (Fig. 3). En comparacion con la actividad enziméatica del mBe del grupo de
nuliparas (24.1 + 2 mM p-nitrofenol-h™-Kg de proteina™), la del grupo P3 incrementd casi
el doble (45.3 + 1.5 mM p-nitrofenol-h™-Kg de proteina™; P<0.05), mientras que la del
grupo P20 fue similar (27 + 0.8 mM p-nitrofenol-h™-Kg de proteina™®; P>0.05). La

actividad enzimatica del grupo P3 fue mayor que la del P20.
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Figura 3. Actividad del enzima B-glucuronidasa en la porcion medial del musculo
bulboesponjoso de conejas nuliparas (N) y primiparas sacrificadas el dia 3 (P3) y 20 (P20)
postparto. Los valores representan la media + el error estdndar de 6 individuos por grupo en
los que la actividad enzimatica fue cuantificada en dos experimentos independientes y por
duplicado. Para determinar diferencias significativas (P<0.05) entre grupos se utilizd un
ANOVA de una via para grupos independientes, seguido de una prueba post hoc de

Newman-Keuls.
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7.3. Analisis histoldgico del musculo pubococcigeo

La primiparidad modifico el tamafio y la forma de las fibras estriadas del mPc
(Fig.4). Las fibras musculares pertenecientes a las conejas sacrificadas 3 y 20 dias después
del parto el grupo fueron de apariencia redonda y algunas de ellas tenian nucleos
centralizados (Fig. 4). En algunos de los campos analizados se observaron células

polimorfonucleares.

Nuliparas

Figura 4. Cortes transversales del mPc tefiidos con H-E. Conejas nuliparas, primiparas de
tres (P3) y 20 dias postparto (P20). Barra, 50 pm.

Area transversal de la fibra

La figura 5a muestra que el area transversal de las fibras del mPc de las conejas
nuliparas (2000 + 155 um?) fue similar que las de los musculos de las conejas primiparas
sacrificadas en los dias 3 (1728 + 77 um?) y 20 posparto (1939 + 170 um?). El histograma
de areas evidencio que la primiparidad (grupos P3 y P20) increment6 el porcentaje de fibras
con 4reas menores que 1000 um? a la vez que disminuy® el de fibras con areas mayores que
3000 pm? (Fig.5b).
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Figura 5. Area transversal de las fibras musculares del mPc de conejas nuliparas (N) y
primiparas sacrificadas al dia 3 (P3) y 20 (P20) postparto. a) Los valores representan la
media = el error estdndar de seis individuos por grupo. Para determinar diferencias
significativas (P<0.05) entre grupos se utiliz6 un ANOVA de una via para grupos
independientes, seguido de una prueba post hoc Newman-Keuls. b) Los datos representan
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la frecuencia absoluta expresada como porcentaje (%) de fibras incluidas en cada intervalo.

El total de fibras analizadas por grupo fue de 96.

Numero de nucleos por fibra

El nimero de nucleos perifericos por fibra del mPc, analizados en una seccién
transversal, fue diferente (P=0.0007) entre los grupos analizados (Fig.6), siendo mayor
(P<0.05) el de las conejas primiparas sacrificadas en el dia 3 (3.1 £0.2) y 20 (3.5+0.2)
posparto que el de las nuliparas (2.4 £ 0.2). No hubo diferencia entre los grupos de conejas
primiparas. Un efecto similar se encontrd al analizar el namero de nucleos por mm de fibra
muscular (Fig. 7), en donde se observé un incremento (P=0.0007) del 32% y 50% en los

grupos P3 (150 + 8) y P20 (169 + 9) en comparacién con el grupo control (113 £ 7).

Nucleos/fibra
N

P20

Figura 6. Numero de nucleos periféricos por fibra del misculo pubococcigeo de conejas
nuliparas (N) y primiparas sacrificadas al dia 3 (P3) y 20 (P20) posparto. Los valores
representan la media * el error estandar de seis individuos por grupo. Para determinar
diferencias significativas (P<0.05) entre grupos se utiliz6 un ANOVA de una via para
grupos independientes, seguido de una prueba post hoc Newman-Keuls (**P<0.001 y
***P<0.0001).
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Figura 7. Namero de ndcleos en un mm de fibra. Nucleos periféricos por mm de fibras
en el masculo pubococcigeo de conejas nuliparas (N) y primiparas sacrificadas al dia 3
(P3) y 20 (P20) postparto. Los valores representan la media + el error estandar (n=6). Para
determinar diferencias significativas (P<0.05) entre grupos se utiliz6 un ANOVA de una
via para grupos independientes, seguido de una prueba post hoc Newman-Keuls
(**P<0.001 y ***P<0.0001).

Dominio mionuclear del mPc

La primiparidad modificé (P = 0.0004) el dominio mionuclear (MND) de las fibras
del masculo pubococcigeo (Fig. 8). En comparacion con el MND de las conejas nuliparas
(17331 + 1010 pm?® / ndcleo), el de las conejas primiparas sacrificadas el dia 3 posparto
(10631 + 928 um® / ndcleo) fue menor (P < 0.0001) y lo mismo se encontré para el MND
de las sacrificadas veinte dias posparto (11286 + 1027 um3 / nlcleo; P< 0.001).
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Figura 8. Dominio mionuclear de las fibras del musculo pubococcigeo de conejas nuliparas
(N) y primiparas sacrificadas al dia 3 (P3) y 20 (P20) posparto. Los valores representan la
media + el error estandar. (n=6). Para determinar diferencias significativas (P<0.05) entre
grupos, se utiliz6 un ANOVA de una via para grupos independientes, seguido de una
prueba post hoc Newman-Keuls (***P<0.0001 y **P<0.001).

Anélisis histologico del masculo bulboesponjoso

Cualitativativamente se aprecié que la primiparidad no modifica el tamafio ni la
forma de las fibras estriadas del mBe. Sin embargo en el mBe se observa un aumento el

numero de nucleos en las fibras del mBe de primiparas (Fig. 9).

Nuliparas
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Figura 9. Cortes transversales del mBe tefiidos con H-E. Conejas nuliparas, primiparas de
tres (P3) y 20 dias postparto (P20). Barra, 50 pm.

Area transversal de las fibras del mBe de conejas primiparas

La figura 10 muestra que el &rea transversal de las fibras del musculo
bulboesponsjoso de las conejas nuliparas (837 + 118 um?) fue similar (P = 0.6) que las de
los mUsculos de las conejas primiparas sacrificadas en los dias 3 (895 + 64 pm?) y 20
posparto (774 + 68 um?). El histograma de areas no mostr6 cambios en cuanto a la

proporcion de fibras entre los distintos grupos experimentales (Fig.11).
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Figura 10. Area transversal de las fibras musculares del mBe de conejas nuliparas (N) y
primiparas sacrificadas al dia 3 (P3) y 20 (P20) postparto. Los valores representan la media
+ el error estandar (n=6). Para determinar diferencias significativas (P<0.05) entre grupos
se utiliz6 un ANOVA de una via para grupos independientes, seguido de una prueba post

hoc Newman-Keuls.
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Fig. 11. Histograma. En el mBe de conejas nuliparas (barras blancas) y primiparas
sacrificadas al dia 3 (barras grises) y 20 postparto (barras negras) respectivamente.
Distribuidas en rangos de 250 um?. Los datos expresan la frecuencia absoluta expresada

como porcentaje de fibras contenidas en cada intervalo.

Numero de nucleos de las fibras del mBe de conejas primiparas

El nimero de nacleos periféricos por fibra del musculo bulboesponjoso, analizados
en una seccion transversal, fue diferente (P=0.01) entre los grupos analizados (Fig.12),
siendo mayor (P<0.05) el de las conejas primiparas sacrificadas en el dia 20 (2 £ 0.1) que
las nuliparas (1.5 = 0.1). No hubo diferencia entre los grupos de conejas primiparas P3 (1.8
+ 0.1) y P20, ni entre el P3 y las nuliparas. Un efecto similar se encontro al analizar el
namero de nucleos por mm de fibra muscular (Fig. 13), en donde se observé un incremento
(P=0.01) del 14% y 28% en los grupos P3 (80 + 3) y P20 (90 £ 5) en comparacion con el
grupo control (69 £ 4).
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Figura 12. Namero de nucleos periféricos por fibra del masculo bulboesponjoso de conejas
nuliparas (N) y primiparas sacrificadas al dia 3 (P3) y 20 (P20) posparto Los valores
representan la media + el error estandar (n=6). Para determinar diferencias significativas
(P<0.05) entre grupos se utiliz6 un ANOVA de una via para grupos independientes,

seguido de una prueba post hoc Newman-Keuls. (**P<0.001)
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Figura 13. NUmero de nucleos por mm fibra del musculo bulboesponjoso de conejas
nuliparas (N) y primiparas sacrificadas al dia 3 (P3) y 20 (P20) posparto Los valores
representan la media + el error estandar (n=6). Para determinar diferencias significativas
(P<0.05) entre grupos se utilizo un ANOVA de una via para grupos independientes,

seguido de una prueba post hoc Newman-Keuls. (**P<0.001)
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Dominio mionuclear

La primiparidad no modifico (P = 0.067) el dominio mionuclear (MND) de las
fibras del masculo bulboesponjoso (Fig. 14). El valor promedio de esta variable fue similar
entre las conejas nuliparas (12058 + 1481 um?® / n(icleo), y primiparas sacrificadas los dias
3 (11268 + 751 um®/ nticleo) y 20 posparto (8627 + 451 um® / ndcleo; P< 0.001).
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Figura 14. Dominio mionuclear de las fibras del mdsculo bulboesponjoso de conejas
nuliparas (N) y primiparas sacrificadas al dia 3 (P3) y 20 (P20) posparto. Los valores
representan la media + el error estdndar. (n=6). Para determinar diferencias significativas
(P<0.05) entre grupos, se utilizo un ANOVA de una via para grupos independientes,

seguido de una prueba post hoc Newman-Keuls.
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8. DISCUSION

En la coneja, la primiparidad modificé la histologia de los musculos pubococcigeo y
bulboesponjoso. En el primero fue evidente la presencia de células polimorfonucleares,
ndcleos centrales en las fibras, un incremento del ndmero de ndcleos periféricos y una
reduccion del dominio mionuclear. En el bulboesponjoso se observo un incremento en el
numero de ndcleos cuando las conejas fueron sacrificadas el dia 20 posparto pero no antes.
Con la finalidad de evaluar la relacion entre estos cambios y el dafio muscular se evaluo la
actividad del enzima lisosomal B-glucuronidasa en extractos de la porcion medial de ambos
masculos. Los resultados obtenidos mostraron quela multiparidad no modificé tal actividad
enzimética en el pubococciego pero si en el bulboesponjoso. En este Gltimo el efecto es
transitorio ya que se encontr6 incrementado en el dia 3 posparto pero después volvio a los
niveles basales en el dia 20 posparto. En general estos resultados apoyan la hipétesis de que
la primiparidad dafia la musculatura estriada asociada con el aparato urogenital de la
coneja, y que este dafio tiene un origen y/o una cinética de desarrollo diferente en el

musculo pubococcigeo (pélvico) y en el bulboesponjoso (perineal).

8.1. Efecto de la primiparidad sobre las caracteristicas histologicas del mPcy el mBe

El musculo estriado desempefia una amplia gama de actividades siendo un tejido
muy heterogéneo y con capacidad de adaptarse a los estimulos que se le presenten. Sin
embargo es susceptible al dafio el cual induce cambios evidentes en las fibras musculares y
matriz extracelular (Karalaki y col. 2009). Armstrong y col. (1983) reportaron que solo un
estimulo de ejercicio intenso o repetido induce cambios histoldgicos evidentes en las fibras
musculares, seguido del proceso de regeneracion. Algunos cambios se observan en la
permeabilidad de la membrana, aumento en el nimero de nucleos, variacion del area
transversal de las fibras (Pap y col. 2009). La fibrosis, la variacion de diametro y los
nucleos centralizados son signos caracteristicos de dafio muscular (Dubowitz 1985).

La degeneracion de la fibra inicia con cambios en la permeabilidad de la membrana
(Tidball col. 1999). La fase inicial del dafio es usualmente es acompafiada por la infiltracion
de células inflamatoria, las primeras células inflamatorias en invadir en sitio del dafio son

los neutrdfilos (McClung y col 2007). Alcanzando su pico maximo a las 6 horas de iniciado
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el dafio muscular, cerca de las 48 horas después del dafio, las células que predominan son
los macréfagos (Carlson y Faulker 1983). Los resultados de esta tesis mostraron que que
en las fibras del mPc de los grupos de (P3) y (P20) dias postparto, se observo infiltracion de
nucleos en el tejido conectivo, mayor cantidad de nucleos periféricos en la parte central del
corte, fibras mas alargadas, ndcleos centrales escasos, respecto al grupo control. Estudios
previos reportan que los macrofagos se acumulan en el sitio del dafio, son responsables de
la fagocitosis del debris celular. En las fibras musculares del mBe del grupo (P20) veinte
dias postparto se observé un aumento significativo en el nimero de nucleos respecto al
grupo control. ElI aumento de nucleos podria corresponder a las células satélites
principalmente, ya que se consideran el principal recurso para la regeneracion muscular
(Kadi y col. 2004). El resultado de la activacion de las células satélite promueve la
adquisicion de nuevos mionucleos durante la fase de reparacion de las fibras musculares y
regeneracion (Smith y col. 2001). La infiltracion de nucleos en el tejido conectivo y en la
periferia fuera de las miofibras observadas en el mPc sugiere la infiltracion de células
inflamatorias, ya que la regeneracion de la musculatura estriada inicia con una fase
degenerativa inicialmente con la infiltracion de células inflamatorias (neutrofilos y
macrofagos), éstos ultimos respectivamente, se encargan de fagocitar los restos celulares y
preparar el sitio dafiado para la fase de regeneracion muscular (Tidball 1995). Se ha
reportado que existen dos subpoblaciones de macréfagos unos pro-inflamatorios que se
caracterizan por expresar el receptor de superficie, (CD68) y otros anti-inflamatorios que se
caracterizan por expresar el receptor de superficie (CD163, Brunelli y Rovere-Querini
2008). Los primeros respectivamente promueven la fagocitosis. Estudios previos, han
demostrado que los macrofagos CD163, liberan factores de crecimiento que incrementan la
proliferacion de precursores miogenicos, de crecimiento y diferenciacién (Sonnet y cols.
2006, Cantini 1995).

La regeneracion esta caracterizada por la activacion de las células satélite, iniciando
su diferenciacion, proliferacion y fusiéon. Los nicleos de estas células diferenciadas se
incorporan dentro de las fibras observandose en el centro de la fibra, después del dafio y
reparacion del musculo estriado actuando como nuevos nucleos pos-mitéticos, los cuales

migran hacia la periferia de la fibra muscular (Zammit y col. 2006). En el presente trabajo
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se encontro que en las fibras del mPc de conejas primiparas de tres y veinte dias postparto
hubo un incremento significativo en el nimero de nicleos comparado con el grupo control.
Al dias tres y veinte dias posparto se incrementd un 28.8% y 45.6% respectivamente, el
numero de nucleos en comparacion con el grupo control. Asi como un incremento del
12.2% y 30.9% en el ndmero de nucleos de las fibras musculares del mBe al dia 3 y 20
postparto respectivamente resultando en un incremento significativo solo al dias veinte
postparto respecto al grupo control. Se ha reportado que el nimero de nucleos incrementa
rapidamente durante el crecimiento posnatal y con el esfuerzo mecanico (Zhang y col.
2010). El aumento del numero de ndcleos es un indicador de regeneracion muscular (Allen
y col 1999; Charge y Rudnicki 2004). En las fibras musculares de mPc se observo
cualitativamente un incremento en el numero de ndcleos en el tejido conectivo y algunos
nucleos centrales en conejas primiparas de 20 dias postparto (datos no mostrados). Por lo
que se pudiera sugerir que el mPc entra en un proceso regenerativo ocasionado por la
primiparidad. EI aumento del nimero de nucleos periféricos pueden ser atribuidos al
proceso de dafio y regeneracion muscular asi como la fibrosis, la variacién de didmetro y

los nucleos centralizados son signos caracteristicos de dafio muscular (Dubowitz 1985).

La regeneracion esta caracterizada por la activacion de las células satélite, las
cuales son una poblacion de células que estan en estado quiescente y se activan en respuesta
al proceso de regeneracion muscular (Nagata y col. 2006). Estas células son precursores
musculares que se localizan debajo de la lamina basal de cada miofibra (Mauro 1961).
Estas células se diferencias para fusionarse con las fibras dafiadas y asi promover la
regeneracion muscular (Snow 1977). El incremento de nuevos mionucleos aumentan el
ADN disponible que ayudaria en los proceso de regeneracion de las fibras, maduracién y
posiblemente en procesos de adaptacion (Smith y col. 2000). Existen reportes donde se ha
demostrado que el desuso o sobreuso de la musculatura esquelética se asocia a cambios
histoldgicos y estos cambios son en el niumero de mionucleos, el tamafio del area trasversal
de la fibra y alteraciones en el las tasas de transcripcion, traduccion y de protedlisis
(Shenkman y col. 2010). Algunas adaptaciones de la musculatura estriada ocurren como
resultado de las modificaciones de la ultraestructura de las miofibras (Brown y col. 1997;
Yu y col. 2002, 2004). Asi como cambios ambientales del tejido (Conboy y col. 2005;
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cutlip y col. 2006b y Malm 2001). No obstante, la primiparidad no modifico el area

transversal de las fibras del mPc ni del mBe.

El &rea transversal de las fibras del mPc y mBe de conejas primiparas tres y veinte
dias postparto fue similar con respecto al grupo control. Esta informacion nos lleva a
suponer que los cambios relacionados con el nimero de nucleos aun no estan reflejados en
la sintesis proteica, y por tanto, en la modificacion del area transversal de la fibra. Es
probable que la alteracién de esta variable requiera mas de veinte dias para observarse. Al
respecto es necesario probar esta hipétesis. Estos resultados nos llevaron a analizar cambios
en el DMN de las fibras del mPc y del mBe para intentar establecer una relacién entre el
area transversal y el nimero de miénucleos de las fibras musculares de ambos (Teixeira y
Duarte 2011).

La interaccion entre el tamafio de la fibra y el nimero miondcleos fue tomada como
base en el concepto de dominio mionuclear (DMN) propuesto por (Cheek y col. 1985). El
dominio mionuclear es el volumen citoplasmatico de la fibra muscular que regula la
expresion de los genes de un nucleo (Pavlath y col. 1989). Asi, el dominio mionuclear es
bastante conveniente para describir los mecanismos de plasticidad de la musculatura
estriada, aunque es nominal y la distribucién de proteinas en el interior de la fibra muscular
depende de muchos parametros variables. Allen y col. Han ofrecido una hipdtesis de
dominio mionuclear el cual en teoria este permanece constante y los cambios de tamafio de
las fibras musculares y nimero de nucleos solo cambian en procesos como la atrofia e
hipertrofia (Allen y col. 1999). Un aumento en el nimero de miondcleos en las fibras
musculares fue reportado durante un programa rutinario de ejercicio, e hipertrofia durante
la diseccion de musculos sinérgicos, (Oishi y col. 2008, Kadi y Thornell 2000, lowe y
Always 1999, Mitchell y Pavlath 1999).

Los datos presentados en esta tesis mostraron que la primiparidad reduce el dominio
mionuclear de las fibras del mPc en conejas sacrificadas los dias 3 y 20 postparto. La
informacidn anterior permite suponer que la actividad de este muasculo durante el parto, o
aun durante la gestacion, esta relacionada con este efecto. El incremento del niUmero de

nacleos en el mBe de conejas primiparas veinte dias postparto fue significativo respecto al
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grupo control y primiparas de tres dias postparto. Sin embargo, el DMN se mantuvo
constante respecto al grupo control. En este musculo, la falta de cambio en el dominio
mionuclear puede estar relacionada con el cambio en la composicion del tipo de fibra
(Brooks y col. 2009). Esto podria ser debido a que pueda tener diferentes tipos de fibra, ya
que se ha reportado que las fibras del tipo | tienen mas mionucleos por unidades de area
(Edgerton y Roy 1991). Conduciendo a un dominio mionuclear reducido (Tsetg y col.
1994; Allen y col. 1995; Hikida y col 1997). Las fibras lentas tienen una tasa alta de
sintesis de proteinas (Booth y Thomason 1991), y una alta capacidad oxidativa (que
requieren grandes cantidades de sintesis de proteinas Roy y col. 1999). Las fibras con baja
capacidad oxidativa tienen relativamente dominios mionucleares grandes (Burleigh 1997;
Tseng y col. 1994).

8.2. Paridad y la concentracion del enzima B-glucuronidasa

El parto es un factor de riesgo que se encuentra asociado con dafio a las fibras
musculares ocasionando algunas disfunciones fisiolégicas de la musculatura pélvica.
Aunque existen escasos datos al respecto (Cortes y col. 2005, Jundt y col. 2005), el dafio
muscular induce cambios evidentes en las fibras musculares y matriz extracelular (Karalaki
y col. 2009). Un indicador de dafio es el aumento de algunas enzimas como la creatinina
cinasa, la B-glucuronidasa, ambas asociadas con la lisis de la membrana celular y un
subsecuente infiltracion de leucocitos (neutrofilos y macrofagos) al sitio dafiado estos
ultimos respectivamente liberan enzimas lisosomales que se encargan de la degradacion de
algunos componentes celulares (Tidball y col. 1999). ElI aumento en la concentracién del
enzima B-glucuronidasa han sido reportados como un marcador de dafio muscular (Pacor y
col. 2005). Y esto coincide con los resultados encontrados en este trabajo para el musculo
bulboesponjoso de conejas primiparas de 3 dias postparto donde se encontré una
concentracion elevada del enzima [-glucuronidasa comparado con el grupo control, lo cual
ha sido reportado como un indicador cuantitativo de dafio muscular (Salminen y Kihlstrom
1985, Koskined y col. 2001). Sin embargo, en el mPc no se encontraron diferencias en la
concentracion del enzima [-glucuronidasa, es posible que los estrogenos eviten o

minimicen el dafio a las fibras musculares.
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Estudios en animales han demostrado que existen diferencias de géneros en
respuesta a protocolos de ejercicio o dafio muscular, esos cambios han sido atribuidos a los
efectos de los estrogenos sobre la musculatura estriada, estas diferencias se han observado
en individuos con manipulacion hormonal ejemplo ovariectomia, suplementacion de
estrogenos revelando que los estrogenos atendan la infiltracion de leucocitos asi como la
actividad del enzima lisosomal B-glucuronidasa seguida después del dafio muscular (Enns y
Tiidus 2007). Los estrogenos también se sabe que inhiben la inflamacion y aceleran la
recuperacion en algunos tejidos incluyendo el higado y el sistema nervioso. La evidencia
sugiere que los estrogenos juegan un papel importante en la activacion de las células
satélite, por ejemplo Roth y col. reporto un incremento en el nimero de células satélite
activas en el musculo Vastus lateralis de mujeres comparado con el de hombres seguido de

nueve semanas de entrenamiento (Roth y col. 1999).

Ademas, datos obtenidos en nuestro grupo de investigacion se ha encontrado que los
estrdégenos (E2) alcanzan un pico maximo al dia 30 de gestacion, asi como una aumento en
la expresion subtipos de receptores a estrogenos a y p en el mPc de conejas multiparas
(L6pez Garcia 2010). Los estrogenos tienen la capacidad de regular algunos procesos como
el aumento de masa y la regeneracion muscular (Levin 2001). Se ha reportado que las
ceélulas satélite del cerdo expresan receptores a estrogenos o y p los cual sugiere que los
estrdgenos juegan un papel importante en la activacién de las células satélite (Kalbe y col.
2007). En la regeneracion muscular, las células satélites se activan y proliferan para formar
mioblastos, que se diferencian para formar nuevas miofibrillas (Cooper y col. 2006). La
dicotomia encontrada en estos musculos pudiera ser explicada debido a su localizacién
anatomia, asi como su diferente participacién en el funcionamiento de la continencia

urinaria y ademas, la diferencia a la sensibilidad a hormonas esteroideas.
Consideraciones finales

En hembras de mamiferos la reproduccion incluye eventos como: la cépula
gestacion, parto y lactancia, promovidos por la interaccion de diversos sustratos dentro de
los cuales tenemos a la musculatura estriada. Datos obtenidos por nuestro grupo de

investigacion, han demostrado que en la coneja multipara disminuye la fuerza de
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contraccion en el mPc y el mBe, dando como resultado un cambio en la respuesta de la
fuerza de contraccion ejercida ante un estimulo de contraccion simple y otro teténico
(Fajardo y col. 2008). La apropiada contraccion y relajacion los musculos del piso pélvico
resulta en un funcionamiento 6ptimo, soporte y funcion del levator ani, la contractilidad de
los musculos pélvicos juegan un importante papel en el mantenimiento de la continencia
urinaria y previenen prolapsos de érganos pélvicos (Stensma y col. 2010). Los resultados
presentados en esta tesis permiten proponer que los efectos de la multiparidad estan
directamente relacionados con la primiparidad. El dafio muscular caracterizado mediante
marcadores histolégicos y bioguimicos puede ser acumulativo en las conejas multiparas
que tienen 4 partos, alterando también los respectivos procesos de regeneracion. Esta
plasticidad muscular estaria directamente relacionada con la modificacion de las
propiedades contractiles y la actividad del mPc y del mBe durante la miccion de conejas

multiparas (Fajardo y col. 2008; Martinez-Gémez y col. 2011).
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9. CONCLUSIONES

En la coneja la primiparidad incremento los indicadores histoldgicos y bioguimicos en los

musculos pubococcigeo y bulboesponjoso.

La primiparidad aument6 los indicadores histologicos en los musculos pubococcigeo y
bulboesponjoso en los cuales hubo incremento en el nimero de nucleos, reflejdndose en la

reduccion del dominio mionuclear en el pubococcigeo, no asi en el bulboesponjoso.

La primiparidad aument6 la actividad del enzima B-glucuronidasa tres dias postparto en el
bulboesponjoso lo cual sugiere que el dafio ocurre durante el parto. En el pubococcigeo no
hubo incremento de la actividad del enzima B-glucuronidasa, esto nos lleva a proponer que
el dafio ocurre durante la gestacion ya que la evidencia histolégica sugiere un proceso de

regeneracion.

Estos resultados cuantifican la magnitud del dafio del musculo pélvico el pubococcigeo y
perineal el bulboesponjoso debido a la primiparidad.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados presentados en este trabajo evidenciaron que la primiparidad
promueve el aumento del enzima [B-glucuronidasa en el mBe y no en el mPc. Ademas, se
observaron maodificaciones histoldgicas relacionadas con la reduccion del DMN que
pudieran estar relacionadas con un proceso de regeneracion del mPc pero no del mBe. El
numero mayor de nucleos periféricos y centrales en la fibra muscular, se debe al proceso de
dafio y regeneracion muscular, el cual se lleva a cabo por la activacion de las células
satélite. EI uso de marcadores moleculares aportaria datos acerca de los procesos de
regeneracion de los mPc y mBe, dentro de los cuales se han identificado algunos, entre
ellos estan los factores de transcripcion Pax3 y Pax7, el receptor c-met, para el factor de
crecimiento de hepatocitos y el factor nuclear miocitico MNF. Considerando que la
regeneracion de la musculatura estriada inicia con una fase degenerativa inicialmente con la
infiltracion de células inflamatorias (neutréfilos y macrofagos), éstos dltimos
respectivamente, se encargan de fagocitar los restos celulares y preparar el sitio dafiado
para la fase de regeneracion muscular. Por lo cual, sugerimos que el uso de marcadores
moleculares para identificar macrofagos seria de mucho interés. Considerando lo anterior,
seria factible evaluar la expresion diferencial de marcadores moleculares asociados con
la lesion y regeneracion de musculos pélvicos (mPc) y perineales (mBe) en conejas
virgenes y multiparas. Esta aproximacion aportaria informacion relevante acerca del grado
de dafio y regeneracion de musculos estriados involucrados en el almacenamiento y
expulsion de orina. El dafio y/o regeneracion de tales muasculos podria(n) estar
relacionado(s) con los cambios observados en actividad electromiografica de estos
musculos durante la miccién en conejas multiparas. De manera general, los resultados
de este proyecto contribuirian al conocimiento de los procesos celulares de otras

patologias relacionadas con la degeneracion muscular.
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12. GLOSARIO DE TERMINOS

ADN Acido desoxirribonucleico

CSA Area transversal de la fibra muscular

DMN Dominio mionuclear, volumen citoplasmatico que es controlado por un solo ndcleo
EEU Esfinter externo de la uretra

H-E Hematoxilina y eosina

Pax3 Proteina perteneciente a la familia de factores de transcripcion Paired box (Pax). Esta
proteina esta involucrada en la activacion desarrollo y regeneracion de la musculatura
estriada. Se expresa en el desarrollo embrionario y es esencial para la migraciéon de los

somitas

Pax7 Proteina perteneciente a la familia de factores de transcripcion Paired box (Pax). Esta
proteina esta involucrada en la activacion desarrollo y regeneracién de la musculatura

estriada. Se expresa en células satélite en estado quiescente.

MyoD Proteinas pertenecientes a la familia de proteinas conocidas como factores
reguladores miogénicos (MRFs). Se presentan en el proceso de diferenciacion miogénica y

es un marcador temprano de la miogénesis. Se expresa en células satélites activas.

Myf5 Proteina perteneciente a la familia de proteinas conocida como factores reguladores

miogenicos (MRFs). Tiene una funcion importante durante la diferenciacién muscular.
mPc Musculo pubococcigeo

mBe Musculo bulboesponjoso

mls Musculo isquiocavernoso

NP Nervio pudendo

Levator ani Grupo de musculos que esta formado por cinco partes: el pubovaginal, el

puboperineal, porcion puboanal, el cual forma el complejo pubovisceral y el musculo
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puborectalis e ileococigeo. Esas partes del levator ani forman tres diferentes regiones del

piso pélvico.
IGF-1 Factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1
Ip Intraperitoneal

IU incontinencia urinaria

54



14. PUBLICACIONES

Algunos resultados mostrados en esta tesis fueron organizados para su presentacion en

congresos nacionales.
Congresos

Sanchez Garcia Octavio, Kenia Lopez Garcia, Margarita Martinez Gomez y Francisco
Castelan. Evaluacion del dafio muscular y su relacion con la infiltracion de macréfagos y
regeneracion de los masculos bulboesponjoso y pubococcigeo de conejas primiparas y
multiparas. En el XVI Curso Internacional Bases Bioldgicas de la Conducta. Tlaxcala,
Tlax. Octubre de 2010.

Garcia Villamar V, Carrasco Ruiz MA, Lépez Garcia K, Ramirez corona E, Sanchez
Garcia O, Cuevas E, Martinez Gomez M, Casteldn F. Efecto de la ovariectomia y la
administracion de benzoato de estradiol sobre la sensibilidad estrogénica e histologia de la
musculatura estriada pélvica y perineal de la coneja. LIV Congreso Nacional de Ciencias

fisioldgicas. Ledn Guanajuato, México, 2011.

Sanchez Garcia Octavio, Kenia Lopez Garcia, Laura G. Hernandez Aragon, Margarita
Martinez Gomez y Francisco Castelan. Efecto del parto sobre marcadores de dafio y
regeneracion del masculo pubococcigeo y bulboesponjoso en la coneja doméstica. XXXVII
Reunién Nacional del AIBIR. Pachuca Hidalgo, 2012.

Maribel Huerta Cervantes, Octavio Sanchez Garcia, Jos¢é Ramoén Eguibar Cuenca, Ida
Soto Rodriguez, Estela Cuevas Romero, Margarita Martinez-Gomez, Jorge Rodriguez
Antolin y Francisco Castelan. Efecto de la gestacion y el parto sobre el marcaje anti 3-
nitrotirosina en los masculos pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja. XXXVII
Reunion Nacional del AIBIR. Pachuca Hidalgo, 2012.

Hernandez Aragon LG, Xelhuantzi N, Sdnchez Garcia O, Ortega A, Martinez Goméz M, y
Castelan F. Efecto de la gestacion y el periodo posparto sobre la morfologia de los ganglios
paravaginales del plexo pélvico de la coneja. XXXVII Reunion Nacional del AIBIR.
Pachuca Hidalgo, 2012.

55



