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RESUMEN

Los musculos estriados del piso pélvico participan de manera importante en la reproduccion
y la miccién. El debilitamiento de musculos del piso pélvico esta relacionado con la
aparicion de incontinencia urinaria de esfuerzo (IUE) en la mujer. En nuestro grupo de
trabajo hemos reportado la expresion de receptores de estrégenos (RE), particularmente los
subtipos nucleares, en un musculo pélvico como el pubococcigeo (mPc) y otro perineal
como el bulboesponjoso (mBe). Sin embargo, la comprension de los efectos estrogénicos
sobre ambos musculos requiere evaluar la expresion del receptor de estrogenos acoplado a
proteinas G (GPR30). En el presente trabajo se determind la expresion del GPR30 en el
mPc y el mBe y su relacion con los niveles séricos de estradiol. Con tal fin se utilizaron
conejas domesticas de la raza chinchilla de 6 meses de edad (Oryctolagus cuniculus), que
fueron divididas en los grupos control (C), ovariectomizado (OVX), y ovariectomizado
tratado con benzoato de estradiol (OVX+BE). Se prepararon extractos de proteinas totales a
partir de musculos congelados, y se cuantificd la expresion relativa de GPR30 mediante
inmunodeteccion en fase sélida. Los niveles séricos de estradiol disminuyeron en el grupo
OVX y se incrementaron en el grupo OVX+BE. Nuestros resultados demostraron la
expresion del GPR30 en los muasculos Pcm y Bsm. Sin embargo, esta expresion no fue
significativamente diferente entre los grupos experimentales. Estos hallazgos sugieren no
existe una relacion positiva entre los niveles séricos de estradiol y la expresion de GPR30
en los musculos del piso pélvico de la coneja.
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1. INTRODUCCION

Los masculos esqueléticos pélvicos y perineales juegan un rol significativo en la fisiologia
del aparato urogenital inferior (AUI) en donde cumplen funciones reproductivas y
excretoras.

Las alteraciones morfométricas y funcionales en estos musculos se han relacionado con la
aparicion de disfunciones ginecol6gicas y urinarias en mujeres. La variacion en la
expresion de los receptores de estrogenos (RE) en el AUI se ha asociado con algunas
disfunciones pélvicas. La terapia de reemplazo de estrégenos se prescribe cominmente para
el tratamiento de patologias como la incontinencia urinaria de esfuerzo (IUE); sin embargo,
su eficacia es cuestionable. El efecto de la administracion de estrogenos en los muasculos
esqueléticos pélvicos y perineales ha sido discutido anteriormente, aunque hace falta
esclarecer aspectos relacionados con la expresion de receptores de estrogenos (RE).

En la coneja doméstica, el masculo pubococcigeo (Pcm, un musculo pélvico) y el
bulboesponjoso (Bsm, un musculo perineal) muestran diferencias con respecto a la
composicion del tipo de fibra, durante la actividad refleja, la miccion y las respuestas de
reparacion/dafio muscular.

En trabajos anteriores, nuestro grupo de investigacion ha propuesto que algunas de estas
caracteristicas podrian estar relacionadas con la expresion de RE, particularmente los
subtipos alfa y beta.

En este contexto es importante identificar la expresion del RE acoplado a proteinas
heterotriméricas ligadas a GTP (proteinas G; GPR30), a la vez que determinar su relacion

con los niveles séricos de estradiol.
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1.1 Incontinencia urinaria
La incontinencia urinaria (IU) se ha definido por la Sociedad Internacional de la

Continencia (ICS) como la afeccion de la pérdida involuntaria de orina (Abrams y cols.
2002). Las estimaciones acerca de la prevalencia de la U varian notablemente, pero aunque
no es parte normal del proceso de envejecimiento hay una relacion entre la edad avanzada y
el desarrollo de esta patologia (Hannestad y cols. 2000). Otro factor importante que se ha
relacionado con la IU es el embarazo, donde se ha visto que hay una prevalencia de
incontinencia urinaria de esfuerzo durante el tercer trimestre (Whitford y cols. 2007). En
Mexico la prevalencia promedio de IU es de 46.5%, habiendo una incidencia del 30.2% en
mujeres de 20-29 afos, 55.9% en mujeres de 40-59 afios, e incrementandose en mujeres en
un rango de edad de 70-79 afios con una prevalencia del 71.4%, Fig. 1. (Velazquez y cols.
2007).

Porcentaje
1

20

2n.2a 2n.2Q 4AN.4Q ARN.RQ ANLAQ 7N.7Q
Fig. 1. Prevalencia de incontinencia urinaria relacionada con la edad.

(Modificado de Veldzquez 2007).

La ICS clasifica la IU en las siguientes categorias: de esfuerzo (IUE), de urgencia (IUU) y
mixta (IUM) (Abrams y cols. 2002).

1.1.2 Incontinencia urinaria de esfuerzo
Se define como la salida involuntaria de orina que ocurre como resultado de un aumento de

la presion abdominal sobre la vejiga que sobrepasa la contraccion de cierre de la uretra y se
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asocia con esfuerzo fisico en actividades como toser, reir o hacer ejercicio. (Abrams y cols.

2002). En México existe una prevalencia del 54.2% en un poblacién de 20-89 afios, siendo

este tipo més frecuente que la IUU y la IUM. Fig. 2. (Velazquez y cols. 2007).

1.1.3 Incontinencia urinaria de urgencia
Es la pérdida involuntaria de orina acompanada o inmediatamente precedida de “urgencia”.

Por “urgencia” se entiende cuando la paciente se queja de la aparicion stibita de un deseo

miccional claro e intenso, dificil de demorar (Abrams y cols. 2002).

1.1.4 Incontinencia urinaria mixta
Es la percepcion de pérdida involuntaria de orina asociada tanto a

esfuerzo (Abrams y cols. 2002).

urgencia como al

Incontinencia urinana

Grupos De esfuerzo De urgencia Mixta Total

de edad

(afos) n % n % n % n %
20-29 25 J6.8 22 323 21 30.9 68 100.0
30-39 57 54.8 a3 nr 14 135 104 100.0
40-49 58 56.9 16 157 28 274 102 100.0
50-59 46 68.7 8 11.9 13 19.4 67 100.0
60-69 1 50.0 B 273 5 27 22 100.0
70-79 2 40.0 1 20.0 2 40.0 5 100.0
80-89 2 6.7 1 333 0 0.0 3 100.0
Total 20 54.2 &7 234 83 224 an 100.0

Fig. 2. Prevalencia de los tipos de incontinencia urinaria relacionados con la edad

1.2 Factores de la incontinencia urinaria en la mujer

. (Velazquez 2007).

La IU es considerada una patologia multifactorial, y aunque se han realizado diversos

estudios que abordan las posibles causas para su desarrollo, la mayoria de estos son

transversales o de casos-controles por lo tanto, hay limitaciones a la hora de establecer

conclusiones acerca de sus causas (Hunskaar y cols. 2000).
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Sin embargo se han descrito algunos factores que por diversos mecanismos, predisponen a
la aparicion de la IU y en algunos casos, la agravan. Entre ellos destacan: diabetes,
obesidad, embarazo, parto, menopausia y envejecimiento, discapacidades cognitivas y/o

funcionales, entre otros (Hunskaar y cols. 2000).

De esa forma la alteracion de uno o varios de los factores mencionados anteriormente,
condicionan la aparicion de los diferentes tipos de incontinencia. En este apartado solo se

abordaran tres de los mdaltiples factores de la 1U.

1.2.1 Embarazo
Un estudio encontrd que la prevalencia de IUE que en mujeres gestantes aumento a 70.5%

respecto al 29.5% en mujeres nuliparas con dicha patologia. Se observé que la IUE
aumenta con el nimero de embarazos en donde se reportd una incidencia del 47.8% con

uno a tres embarazos versus 84.6% con siete 0 mas embarazos. Fig. 3. (Velazquez y cols.

2007).
100 —

g 478
) 84.6
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7 52.2

34.8
7 154
0

0 1a3 4a6 7 0 mas

D
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Porcentaje
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o

1

n
o
1

Numero de embarazos

- Con incontinencia [:] Sin incontinencia

Fig. 3. Prevalencia de IUE de acuerdo con el nimero de embarazos (Veldzquez 2007).

A pesar de que se ha establecido una relacion entre la paridad y la incidencia de 1U, hay
una controversia acerca de cuales son los mecanismos anatémicos y/o funcionales que

favorecen su desarrollo.
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Esta claro que el paso de la cabeza fetal a traves del canal del parto supone un traumatismo
directo para los musculos especificamente los masculos del elevador del ano ya que estan
sujetos a los valores mas grandes de estiramiento y tension (Parente y cols. 2008) y el tejido
conectivo del suelo de la pelvis y por lo tanto, éstos se pueden debilitar. La inervacion de la
musculatura también puede dafiarse con consecuencias a largo plazo, pues se ha observado
que los nervios que inervan al esfinter anal sufren una tensién 15% mayor al umbral normal
(Lien y cols. 2005).

Sin embargo otros autores apuntan que la 1U no solo es provocada por el embarazo, sino
que los cambios que se ocasionan en los tejidos por variaciones las concentraciones

hormonales (Hvidman y cols. 2002)

1.2.2 Parto
El papel del parto como factor predisponente a incontinencia urinaria ha sido apoyado por

varios estudios que demostrado una asociacién entre IU y parto.

Estas disfunciones son la consecuencia directa de tres hechos: a) un piso pélvico
excesivamente relajado, secundario a la distension de musculos y fascias que se producen
durante el parto vaginal (Parente y cols. 2008); b) secundarios a las lesiones directas
(desgarros, episiotomia) sobre las paredes vaginales y que pueden afectar al soporte y a la
posicién de la vejiga, el recto y el Utero o lesiones del esfinter anal (Boyles y cols. 2009), y
c) una lesion directa de los nervios por compresion o elongacién excesiva y prolongada de
éstos, lo cual impedira que el musculo estriado (pubococcigeo y esfinteres) pueda
contraerse de forma voluntaria o refleja (Lien y cols. 2005).

Finalmente otros autores apuntan que una incidencia de IU durante el embarazo conlleva a

un riego mayor de sintomas a larga duracion (Burgio y cols. 2003; Viktrup y cols. 2006)

1.2.3 Menopausia
Los cambios atréficos debido al cambio de un estado premenopausico a postmenopausico

incrementan la susceptibilidad para las infecciones del tracto urinario (TUI) y pueden
provocar sintomas urinarios tales como el aumento de la frecuencia, la urgencia miccional e

incluso la 1U (Hunskaar y cols. 2000). La atrofia de estos tejidos puede ser revertida con
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estrégenos puesto que se ha confirmado que TUI femenino actua como un drgano diana
para acciones estrogénicas (Blakema y cols. 2000).

Ademas, se ha comprobado que el tratamiento de reemplazo hormonal con estrogenos
reduce la IU en algunos casos. Por ello, parece razonable proponer que la pérdida
estrogenica contribuye al problema (Hunskaar y cols. 2000).

Estudios demuestran que un tratamiento local de estr6genos puede mejorar la IU. Sin
embargo, hay poca evidencia acerca del periodo posterior al tratamiento con estrogenos y
los efectos a largo plazo de esta terapia. Por el contrario, la terapia sistémica de reemplazo
hormonal con estrogenos equinos conjugados puede empeorar la incontinencia (Cody y
cols 2012), por lo tanto se ha sugerido que los estrégenos no se deben considerar parte del

tratamiento de rutina para mujeres con IUE.

1.3. Anatomia y fisiologia basica del tracto inferior bajo
Para la comprension del mecanismo de continencia urinaria es preciso un recordatorio

anatomico de las estructuras mas importantes implicadas en el mismo.

1.3.1 Vejiga
La vejiga es un érgano muscular hueco donde se colecta la orina proveniente de los uréteres

de forma regular y ritmica, tiene la capacidad de relajarse y dilatarse para acumular un
volumen de orina de entre 300 y 500 mililitros. Sus paredes tienen la capacidad de
distenderse y contraerse para provocar su vaciamiento a través de la uretra. En general, la
vejiga mantiene su forma esférica cuando esté llena que serd mas o menos dilatada segun el

estado de replecion vesical, y al estar vacia asemeja un tetraedro. (Tresguerres 2005).

1.3.2 Uretra
La uretra es una estructura tubular compleja que se extiende por debajo de la vejiga, pasa

por el espacio de Retzius, atraviesa la membrana perineal y llega hasta el meato externo.
Tiene una longitud total aproximada de 3-4 cm. Esta constituida por diferentes elementos
musculares que permiten su funcion de llenado y vaciado. EI masculo liso de la uretra es

continuacion con el trigono y el detrusor. La funcion de este musculo liso es la de mantener
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el tono de la uretra, por lo que la mantiene cerrada durante la fase de llenado. (Tresguerres
2005).

1.3.3 Fascia endopélvica
La uretra se mantiene en su posicion gracias a su apoyo sobre la pared anterior de la vagina

y la tension ejercida por los ligamentos pubouretrales que son a su vez, condensaciones de
la fascia endopélvica y estan fijados al arco tendinoso de dicha fascia. Los ligamentos
pubouretrales van desde la cara interna de la sinfisis pubica hasta la parte media de la
uretra. Los ligamentos uretropelvianos sin embargo, son el principal soporte del cuello
vesical y uretra proximal. Estos ligamentos son también condensaciones de la fascia
endopelvica y al igual que los ligamentos pubouretrales estan sujetos al arco tendinoso de
fascia endopélvica. Dicho arco emite fibras que se desdoblan y pasan por debajo de la
uretra, formando una capa suburetral a modo de hamaca. La fascia suburetral adquiere un

grosor especial creando un verdadero suelo bajo ésta. (Tresguerres 2005).

1.3.4 Soporte muscular del piso pélvico
Los musculos elevadores del ano y el coccigeo, que estan sujetos a la cara interna de la

pelvis menor, forman el suelo muscular de la pelvis. Con sus correspondientes musculos
del lado opuesto forman el diafragma pélvico. EI musculo elevador del ano esta compuesto
por dos grandes musculos, de medial a lateral: el musculo pubococcigeo y el iliococcigeo.
El masculo pubococcigeo, la parte medial mas gruesa del elevador del ano surge de la parte
posterior del pubis y la parte anterior del arco tendinoso y llega hasta la parte posterior del
recto y el coccix. El borde interno forma el margen del hiato urogenital, a través del cual
pasan la uretra, la vagina y el ano. Se han definido varias subdivisiones del musculo en la
porcion medial del pubococcigeo que serian los que se unirian al masculo de la uretra, la
vagina, el ano y el recto: el pubouretral, el pubovaginal, el puboanal y el puborrectal, o
colectivamente como los puboviscerales. La parte méas delgada y lateral del elevador del
ano es el muasculo iliococcigeo, que va del arco tendineo del elevador del ano hasta la
espina isquiatica. En la parte posterior se une a los dos Gltimos segmentos del coccix. Las

fibras de ambos lados también se fusionan para formar un rafe y contribuyen al ligamento
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anococcigeo. Este rafe medial entre el ano y el coxis es la llamada lamina del elevador y es
sobre la que yacen los 6rganos de la pelvis. Estd formado por la fusion del iliococcigeo y
las fibras posteriores de ambos musculos pubococcigeos. EI musculo coccigeo se extiende
desde la espina isquiatica hasta el cdccix y la parte mas inferior del sacro y forma la parte

posterior del diafragma pélvico. Fig. 4. (Tresguerres 2005).

Uretra

Vagina

M. Tansverso
Profundo de Periné

‘ Prof

Fig. 4. Musculos del piso pélvico (Incontinencia urinaria en el adulto mayor, guia de
consulta, 2010).

1.4. Fisiologia de la miccion
La miccion se divide en dos fases. Fase de llenado: el esfinter interno y el externo estan en

contraccion para evitar que se produzcan escapes de orina, mientras la vejiga se distiende
con la entrada de orina por los uréteres, dependiendo de la distension de la vejiga o del
volumen alcanzado Debido a la capacidad de la corteza cerebral de controlar la necesidad
de miccionar, al final de la fase de llenado, a pesar de que aparezcan deseos de miccionar,
el masculo detrusor sigue relajado y el esfinter uretral cerrado, hasta que se encuentre el
lugar adecuado para la miccién. Todo ello esta mediado por los nervios hipogastricos,
pélvicos y pudendos. Fase de vaciado o miccion: Se abre el esfinter interno, se relaja el
esfinter uretral externo (voluntario), el suelo pélvico pierde tono y, al caer la presion

intrauretral, se contrae el detrusor y se inicia la miccion. Fig. 5. (Tresguerres 2005).
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Area motora del Detrusor

Accide walumara

Fig. 5. Fisiologia de la miccion (Incontinencia urinaria en el adulto mayor, guia de
consulta, 2010).

1.5 Tratamientos para 1U
El tratamiento de la incontinencia urinaria depende del tipo de incontinencia, la gravedad y

la causa de fondo. Probablemente se necesite una combinacién de tratamientos.
Al principio se sugieren tratamientos menos invasivos y continda con otras opciones solo si

estas técnicas fallan.

1.5.1 Técnicas conductuales
Para la IU de urgencia, de esfuerzo o mixta. Ejercicios musculares para reforzar el suelo

pélvico (ejercicios Kegel). Son recomendables para IU de esfuerzo, mixta y de urgencia.
Especialmente recomendados tras el parto. Consiste en tres series de 8 a 12 contracciones
lentas y sostenidas durante seis a ocho segundos cada una, tres a cuatro veces por semana al
menos durante 15 a 20 semanas. Ejercicio fisico, sobre todo para reforzar la musculatura

abdominal. (Scharoder y cols. 2010).

1.5.2 Opciones quirurgicas
Son limitadas y conllevan una morbilidad significativa. La cirugia se considera el
tratamiento adecuado en las pacientes en las que el tratamiento conservador ha fracasado o
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en aquellas con IUE moderada-intensa. Su proposito es incrementar la resistencia uretral
para evitar el escape de orina por la uretra durante los aumentos de la presion
intraabdominal, preservando el vaciamiento vesical completo a baja presion. Existen
alrededor de 200 procedimientos quirdrgicos diferentes para tratar la IUE, pero, pueden
agruparse en tres tipos basicos: colposuspensiones, cabestrillos uretrales e inyectables

uretrales. (Scharoder y cols. 2010).

1.5.3 Tratamiento farmacoldgico
Los medicamentos que suelen utilizarse para tratar la incontinencia comprenden Fig. 6.

(Scharoder y cols. 2010):

> Anticolinérgicos. Estos medicamentos pueden calmar la vejiga hiperactiva y ser

atiles para la incontinencia imperiosa.

» Alfabloqueantes. En los hombres con incontinencia imperiosa o por rebosamiento,
estos medicamentos relajan los musculos del cuello de la vejiga y las fibras

musculares de la prostata, mientras facilitan el vaciamiento de la vejiga.

> Estrdgeno topico. Con respecto a las mujeres, aplicar estrogeno topico de dosis baja
en presentaciones de crema, anillo o parche vaginal puede ayudar a tonificar y a
rejuvenecer los tejidos de la uretra y la zona vaginal. Para la incontinencia urinaria,
no se recomienda el estrégeno sistémico (tomar la hormona en pildoras), ya que

incluso podria empeorar el cuadro.

Medicamento GCC |GR
* Duloxating 1 B
+ [mipramina 3 MR
+* Clenbuterol 3 C
* Metoxarmina 2 NR
+ Midodrina 2 C
+ Efedrina 3 MR
* Morefedrina (fenilpropanclamina) 3 NR
+ Estrdgenos 2 MR

GR = grado de recomendacion; NA = ninguna recomendacion posible.

Fig. 6. Medicamentos utilizados para el tratamiento de la IUE (Scharoder y cols., 2010).
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1.6 Musculos estriados peélvicos y perineales
Los musculos estriados pélvicos y los perineales estan asociados con el AUI de machos y

hembras de distintas especies de mamiferos (Thor y DeGroat 2007). Los que estan dentro
de la cavidad pélvica son conocidos como musculos pélvicos y constituyen junto con
algunos huesos (el ileo, el isquion, el pubis y el sacro) y ligamentos el llamado suelo

pélvico.

En la especie humana, el complejo muscular levator ani, formado por los musculos
iliococcigeo, pubococcigeo y puborrectal, contribuye de manera importante en el sostén de
las visceras supradyacentes al suelo pélvico (Ashton-Miller y DelLancey 2007). Los
musculos perineales se localizan fuera la cavidad pélvica y, algunos cumplen funciones
esfintéricas como el rabdoesfinter uretral y el esfinter anal, dada su estrecha localizacién
anatémica con las cavidades de que derivan estos nombres (Thor y DeGroat 2007). Otros
musculos perineales como el isquiocavernoso y el bulboesponjoso también contribuyen a

sostener visceras pélvicas.

La actividad de los masculos pélvicos y perineales es un componente relevante para el
reflejo de miccion y para algunos reflejos reproductivos como el reflejo vaginocaveroso
(Martinez y cols. 2012). En la mujer, la posicion anatémica de ambos grupos de musculos
los hace vulnerables a rupturas de miofibras y denervaciones debido a la fuerza de
distension a la que son sometidos durante el parto (Ashton-Miller y DelLancey 2007).
Como consecuencia del parto también ocurren alteraciones en el tejido conectivo (p.gj.
fascias y ligamentos) localizado alrededor del aparato urogenital inferior y los masculos

pélvicos y perineales.

1.6.1 La rata como modelo de estudio
La rata es una especie muy utilizada para evaluar la contribucion de los estrégenos sobre la

organizacion del tejido conectivo, la inervacion y la actividad refleja de masculos
pertenecientes al piso pélvico. Los efectos sobre la morfometria muscular han sido
analizados recientemente y se ha encontrado que son sexualmente dimorficos (Lara y cols.
2011). En la rata hembra el area transversal de las fibras (CSA) del musculo pubococcigeo

aumenta 2 semanas después de la ovariectomia, efecto que es revertido después de 4
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semanas de administrar estradiol (Lara y cols. 2011). Nuestro grupo de investigacion ha
demostrado la expresion de los subtipos alfa y beta del receptor de estrégenos (RE) en los
musculos pubococcigeo e iliococcigeo de la rata hembra (Carrasco y cols. 2018
(aceptado)). Por otra parte, se ha reportado que la expresion de Glut4, un efector
relacionado con la expresion de RE en musculos esqueléticos, estd asociada con altos
niveles de estradiol en el masculo pubococcigeo pero no en el iliococcigeo (Carrasco y
cols. 2018 (aceptado)). En la rata hembra algunos musculos perineales son vestigiales lo
que dificulta la realizacion de experimentos similares a los realizados en el musculo

pubococcigeo.

1.6.2 La coneja como modelo de estudio
En la coneja doméstica (Oryctolagus cuniculus), dos de los mausculos estriados

involucrados en la fisiologia de la miccién y la reproduccion son el bulboesponjoso vy el
pubococcigeo. El primero participa en la expulsion orina mientras que el segundo lo hace
en la continencia de orina (Corona y cols. 2009). A pesar de las diferencias en la
organizacion del TUI entre la mujer y la coneja, y entre la musculatura pélvica y perineal
de una especie bipeda y otra cuadrupeda, la similitud entre la actividad refleja de masculos
pélvicos, perineales y visceras pélvicas ha permitido modelar en la coneja algunos procesos

involucrados en la fisiopatologia de disfunciones del piso pélvico (Martinez y cols. 2012).

Los musculos bulboesponjoso y pubococcigeo de la coneja expresan el RE-alfa y el RE-
beta en las miofibras y el tejido conectivo (Lopez y cols. 2013). Interesantemente, la
multiparidad incrementa la proporcion de miondcleos inmunorreactivos anti-RE alfa y beta
en ambos musculos (Lopez y cols. 2013). La expresion de REs en el musculo
pubococcigeo, pero no en el bulboesponjoso, también estd asociada con los niveles de
estradiol sérico en conejas con ovariectomia crénica (5 meses) tratadas o no con benzoato
de estradiol (Carrasco y cols. 2015). Estos hallazgos han llevado a proponer que el masculo
pubococcigeo podria exhibir una mayor sensibilidad estrogénica. Debido a la relevancia de
las acciones estrogénicas, a través de la interaccion con REs, para la regeneracién muscular,
en un estudio posterior se evalu6 dinamica de regeneracion en los masculos pubococcigeo

y bulboesponjoso de conejas multiparas (Lopez y cols. 2016).
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1.7 Estrogenos
Estudios realizados proponen que los cambios hormonales tienen un efecto sobre la

capacidad del musculo esquelético para regular su plasticidad y su masa (McClung y cols.
2006).

Se ha observado que la musculatura estriada es un 6rgano diana de las hormonas gonadales
(Brown 2008). Los estrogenos, son hormonas esteroides que controlan una gran variedad de
procesos fisioldgicos entre los que se encuentran los reproductivos y los no reproductivos
(Lee y McEwen, 2001). Las principales hormonas estrogénicas que sintetiza el organismo
son: el estradiol, la estrona y el estriol. El sitio principal de biosintesis de los estrégenos es
la célula de la granulosa del ovario y la placenta a partir de colesterol y andrégenos como
intermediarios, aunque también se producen en pequefias cantidades en los testiculos,

glandulas suprarrenales y tejidos periféricos. (Leblanc y cols. 2017).

Se sugiere que los estrogenos aumentan la fuerza del masculo esquelético, las variaciones
en la fuerza muscular voluntaria se ha observado durante el ciclo menstrual humano
(Glenmark y cols. 2004).

Con la pérdida de E2, a través de la eliminacion de tejido ovérico, la capacidad de
generacion de fuerza de los musculos de los miembros posteriores en ratones disminuye
(Moran y cols. 2006). Después de la sustitucion con E2, este decremento en la fuerza se
recupera totalmente, mostrando que el E2 es una hormona que afecta la funcion del
musculo esquelético y la calidad (Moran y cols. 2007). EI musculo estriado es capaz de

sintetizar E2 mediante aromatizacion interna (Larionov y cols. 2003).

1.8 Receptores de estrogenos
El muasculo esquelético es un tejido sensible a esteroides sexuales, ya que expresa

receptores para androgenos y estrogenos (Glenmark 2004).

La mayor parte de los efectos de los estrogenos descritos anteriormente estan mediados por
los receptores de estrogenos intracelulares (RE). Estos pertenecen a una superfamilia de

receptores intracelulares con estructura y funcionamiento similares, son factores de
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transcripcion, funcionalmente activos tras unirse su ligando y que producen efectos
genomicos a largo plazo (Prossnitz y cols 2008).

Hasta este momento se conocen dos clases de receptores que actlan a través de los
estrogenos, estos dos receptores hormonales intracelulares y un receptor acoplado a
proteina G que se localiza en el reticulo endoplasmico, el termino RE se utiliza Gnicamente
para los receptores nucleares, mientras que para el receptor acoplado a proteina G se utiliza
el termino GPR30 o GPER (Leblanc y cols. 2017).

1.8.1 Receptores de estrogenos clasicos
Se sabe que existen dos RE intracelulares, que estan representados por genes individuales y

localizados en regiones cromosémicas distintas, estos son: el receptor de estrogenos alfa

(RE-0) y el receptor de estrogenos beta (RE-B).

Ambos son miembros de la superfamilia de receptores nucleares que son factores de
transcripcion activados por ligando (Matthews y Gustafsson 2003). Estos receptores pueden
encontrarse en los tejidos sensibles a estrdgenos de manera simultanea. Aunque
comunmente se distribuyen de manera desigual entre los érganos y tejidos. Por un lado, el
RE-a se encuentra predominantemente en la glandula mamaria, el utero, las células de la
teca del ovario, el hueso, el sistema reproductivo masculino, el higado y el tejido adiposo,
mientras que, el ER-B se encuentra en la mayoria de los casos en la vejiga, células de la
granulosa del ovario, colon, tejido adiposo y sistema inmune. Ambos receptores son

prevalentes en el tejido cerebral neuronal y no neuronal (Leblanc y cols. 2017).

Los receptores de estrogenos después de la activacion mediante la unién con su ligando
comunmente estradiol (E2) pueden cambiar la sefializacion celular a través de tres posibles
interacciones de las que son capaces: 1. la capacidad como factor de transcripcion
dependiente del ligando, 2. la influencia directa sobre las proteinas diana citosolicas, 3. los

mecanismos de anclaje a través de otros factores de transcripcion ademas de si mismo.
(Fig. 7).

24



Testosteron o, OH

CH

Estrogen |

[Aromatase Receptors |

A

Fig. 7. Sefalizacion celular de los RE’s clasicos (Leblanc y cols., 2017).

1.8.2 Receptor de estrégenos acoplado a proteina G
Tradicionalmente, se pensaba que los estrGgenos actuaban a través de RE nucleares

clasicos, RE-o y RE-B. Sin embargo, se observo que algunos estrogenos inducian efectos
bioldgicos solo minutos después de su aplicacion. Este efecto rapido, "no genémico” de los
estrogenos estd mediado por un receptor anclado a la membrana Ilamado receptor 1 de
estrdgenos acoplado a la proteina G (GPR30) (Rodenas y cols. 2017). EI GPR30, fue
identificado a principios de la década de 2000 por laboratorios independientes y ahora esta
incluido en la nomenclatura oficial de GPCR y fue designado estrogeno acoplado a proteina

G (GPER) por la Unién Internacional de Farmacologia en 2007.

Las respuestas rapidas al estr6geno son importantes para una serie de funciones celulares y
se han implicado en la regulacion de la sefalizacion de la insulina, la vasodilatacion, la
regulacion de la presion arterial y la sefializacion neuronal (Barton 2012). Por lo tanto,
GPER30 se identifico como el receptor que media los efectos no gendmicos de los
estrégenos a través de la movilizacion de calcio intracelular y la sintesis de
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. Ademas, los mecanismos de sefializacion de GPER1

incluyen la activacion rapida de proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK),
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MAPK 1 regulado extracelularmente (ERK-1), ERK-2 y fosfatidilinositol 3-quinasa, asi

como cAMP y calcio citosdlicos incrementados (Rodenas y cols. 2017) (Fig. 8).

Fig. 8. Vias de sefializacion celular activadas por los RE’s clésicos (1) y el receptor acoplado a proteina
G (2), expresion de genes celulares mediante la unién de dimeros de RE en la regién promotora (3),
interaccion de RE con otros de factores de transcripcién (TF) (4),regulacién de la fosforilacién del

factor de transcripcion (5) (Barton 2012).

1.8.3 GPR30 y musculo esquelético
La accién de GPER se manifiesta en tejidos metabdlicamente activos como el pancreas, el

tejido adiposo, el higado y el musculo esquelético. Los estudios celulares y en animales han
establecido que GPER estd involucrado en la regulacién del peso corporal, el
comportamiento de alimentacion, la inflamacion, asi como la homeostasis de la glucosa y

los lipidos (Sharma y Prossnitz 2017).

Los estudios sobre el envejecimiento del muasculo esquelético en las mujeres es importante
ya que, al presentar sarcopenia severa, hay menos fuerza y potencia muscular asi como un
riesgo mayor de discapacidad, se ha observado una correlacion entre la fuerza muscular y
los niveles de estrogenos circulantes (Cauley y cols. 1989). Por lo tanto sugieren un vinculo
entre la sarcopenia, la debilidad del mdsculo esquelético y la pérdida de estrdgenos.
Aunque estudios en animales muestran que el reemplazo de E; mejora la funcién del

musculo esquelético en ratas ovariectomizados (OVX), los ensayos clinicos de
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hormonoterapia basada en estrogenos en mujeres posmenopausicas han sido contradictorios
con respecto a la funcion fisica (Wang y cols, 2016).

El GPR30 es un RE recientemente reconocido expresado en diversos tejidos, incluido el
musculo esquelético. Ademas, en ratones hembra C57BL / 6, la expresion de GPR30 es
varias veces mayor en musculo esquelético y cerebro en comparacion con otros tejidos. Sin
embargo, sus funciones en el musculo esquelético y su capacidad de respuesta a los
cambios en los estrdgenos circulantes no estan claras. Dado que la activacion de GPR30
protege el musculo cardiaco de las tensiones que incluyen la pérdida de estrogenos en
modelos animales hipotetizamos que la activacion de GPR30 por su agonista selectivo G1

tiene efectos protectores en el musculo esquelético de las viejas ratas (Wang y cols. 2016).
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2. ANTECEDENTES

Los musculos estriados del piso pélvico cumplen funciones relevantes para la excrecion y
reproduccion. El debilitamiento de estos, frecuentemente asociado con la distension a la
que se someten durante el parto, es un factor de riesgo importante para el desarrollo de

distintas patologias uroginecologicas (Martinez-Gomez y cols, 2012).

Estudios revelan que la presion en el tracto urinario bajo, ejercida por el feto durante el
trabajo de parto causa dafio muscular y nervioso a las estructuras pélvicas asi como perdida
de tejido conectivo. La falta de recuperacidn de este proceso causa trastornos musculares y

de miccion permanentes el en suelo pélvico (Abdool y cols, 2009).

Durante un estudio que aborda la relacion que existe entre el parto vaginal y la
incontinencia urinaria, se encontrd que las mujeres desarrollan incontinencia urinaria de
esfuerzo (IUE) después del primer parto, esto debido a anomalias en los musculos del

elevador del ano (DeLancey y cols, 2003).

El debilitamiento del piso pélvico puede aparecer a cualquier edad, sin embargo con el paso
de los afios y la caida estrogénica durante la menopausia o tras el embarazo y el parto, se
provoca sintomas como dolor pélvico, incontinencia urinaria de esfuerzo, de urgencia y
mixta. Cabe destacar que estas patologias no siempre estan relacionadas con la edad o la

menopausia (Estudillo y cols, 2004).

Si bien es cierto que los problemas del tracto urinario no son una consecuencia directa del
déficit hormonal, el tracto urinario inferior y el aparato genital femenino tienen un origen
embrioldgico comdn lo que hace que ambas estructuras sean sensibles a la accion de las

hormonas, particularmente de los estrdgenos (Fritel y cols 2012).

La incertidumbre sobre los mecanismos relacionados con su activacién contribuye a la
controversia alrededor del uso de estrdgenos en el tratamiento de la IUE (Cody y cols
2012). Estudios demuestran que un tratamiento local de estrogenos puede mejorar la 1U.
Sin embargo, hay poca evidencia acerca del periodo posterior al tratamiento con estrogenos

y los efectos a largo plazo de esta terapia. Por el contrario, la terapia sistémica de
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reemplazo hormonal con estrégenos equinos conjugados puede empeorar la incontinencia
(Cody y cols 2012).

Se sabe que los esteroides cumplen un rol importante en la fisiologia normal y en el
tratamiento de patologias, en algunos musculos de las extremidades se conocen a detalle las
acciones estrogénicas, entre ellas las relevantes para el metabolismo, la contractilidad y la

regeneracion muscular (Enns y cols 2010)

Si bien se conoce que algunos masculos pélvicos expresan diversos subtipos del receptor de
estrogenos (RE), dichos receptores se han descrito como factores que median efectos a
largo plazo en tejidos regulados hormonalmente, aunque la evidencia sugiere que los
receptores de esteroides clasicos son capaces de mediar muchos de estos eventos, ahora se
sabe que los esteroides también median eventos de sefalizacion réapida asociados con el
GPR30 (Prossnitz y cols 2008).

Un estudio demuestra que la activacion de GPR30 mitiga los efectos adversos de la pérdida
de estrogenos sobre la capacidad de ejercicio y la funcion contractil del musculo

esquelético en ratas envejecidas (Wang y cols 2016).

La coneja doméstica es un modelo animal en donde se ha caracterizado la musculatura
pélvica y perineal (Martinez-Gomez y cols 1997). Los musculos del piso pelvico se
encuentra bien desarrollado y son accesibles para manipulacién y registro
electromiografico. El pubococcigeo (Pcm) y el bulboesponjoso (Bsm) muestran diferencias
con respecto a la composicion del tipo de fibra (Lopez-Garcia y cols 2014), durante la
actividad reflejo de la miccién (Corona-Quintanilla y cols 2009) y las respuestas de
reparacion muscular / dafio en conejos hembras (Lépez-Garcia y cols 2014).

Las caracteristicas morfométricas de las fibras y la expresion de ER en estos musculos se
ven afectadas diferencialmente por la multiparidad, lo que sugiere una sensibilidad de

estrogeno diferente (Lopez-Garcia y cols 2013).
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3. JUSTIEICACION

Actualmente se conoce la participacion que tiene los estrégenos en diferentes funciones del
musculo estriado como el metabolismo, la mecénica contréctil y la regeneracion muscular.
La mayoria de esta informacion proviene de estudios realizados en masculos de las
extremidades; sin embargo se conoce poco acerca de los efectos estrogenicos ejercidos
sobre musculos estriados del &rea pélvica que cumplen funciones en procesos de excrecion

y reproduccion.

Aunado al importante rol que juegan los estrogenos en la regulacion de la fisiologia normal
se han ocupado frecuentemente terapias de reemplazo hormonal basada en estrégenos para
el tratamiento de patologias como la IUE. Esta situacion resulta controversial dado que no
existen casos de estudio que hayan abordado los mecanismos que la sustenten, por otro
lado, hay estudios que muestran un relacion entre dicha terapia y la aparicion de ciertos

tipos de cancer o el agravamiento de la IUE.

Es posible que algunos musculos del piso pélvico respondan a la administracion de
estrégenos pero también puede suceder que otros no lo hagan o que respondan a otras

hormonas 0 a otro tipo de receptores estrogénicos.

Si bien se han descrito y caracterizado a profundidad los receptores de estrégenos nucleares
del tipo alfa y beta como factores que median efectos a largo plazo en tejidos regulados
hormonalmente, actualmente se sabe conoce la existencia del GPR30 que también podria

intervenir en las acciones que los estrgenos ejercen sobre musculo del piso pélvico.

Ciertamente la evidencia sugiere que los receptores de esteroides clasicos son capaces de
mediar muchos de estos eventos. No obstante la identificacion y caracterizacion de los
receptores no clasicos involucrados en estas respuestas son fundamentales para nuestro
entendimiento de estas rutas complejas, ademas de la generacion de conocimiento que

contribuya a la elaboracién de hipotesis méas precisas.
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4 HIPOTESIS

Los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de la coneja expresan el GPR30 en una
relacion dependiente de la concentracién sérica de estradiol.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar la expresion del receptor GPR30 en los musculos del piso pélvico en conejas
control (C), ovarectomizadas (OVX) y ovarectomizadas tratadas con benzoato de estradiol
(OVX + BE).

5.2 Objetivos Especificos

En conejas control (C), ovarectomizadas (OVX) y ovarectomizadas tratadas con benzoato
de estradiol (OVX + BE):

Conocer la concentracion sérica de estradiol.

Cuantificar la expresion de GPR30 en los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso.

Identificar la localizacién del recepto GPR30 en los musculos pubococcigeo y

bulboesponjoso.

Determinar la relacion de los niveles séricos de estradiol con la expresién del receptor de

estrégenos GPR30 en los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso.
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6. METODOLOGIA

6.1 Animales

Se utilizaron conejas de la raza Chinchilla (Oryctolagus cuniculus) de aproximadamente 8
meses de edad. Las conejas fueron mantenidas en el bioterio del Centro Tlaxcala de
Biologia de la Conducta de la Universidad Autdnoma de Tlaxcala. Fueron alojadas en
jaulas individuales de acero inoxidable (50 x 60 x 40 c¢cm) en condiciones ambientales
habituales (16 h / 8 h de luz y oscuridad; T= 22 + 2°C) y se alimentaron con pellets
(Conejina, Purina) y agua ad libitum. Las intervenciones experimentales que recibieron
estas conejas fueron autorizadas por la Comision de Etica del Centro Tlaxcala de Biologia

de la Conducta de la Universidad Autonoma de Tlaxcala.

6.2 Grupos experimentales

Se utilizaron 18 conejas que fueron divididas en un grupo control (C, n = 6), un grupo de
conejas ovariectomizadas (OVX, n = 6) y otro de conejas OV X tratadas con benzoato de
estradiol durante (OVX+BE, n = 6). Para realizar la ovariectomia bilateral, las conejas
fueron anestesiadas por via intramuscular con una combinacion de ketamina (0.2 ml/Kg) y
xilazina (0.15 ml/Kg). Para extraer los ovarios se realizaron incisiones bilaterales que se
suturaron con hilo de seda. Un mes después de la cirugia, las conejas pertenecientes al
grupo OV X+BE fueron implantadas con una céapsula de Silastic conteniendo ~8 mg de BE
Las conejas del grupo OVX fueron sacrificadas un mes después de la cirugia; las del grupo
OVX+BE, 15 dias después de recibir el implante con BE; y las del grupo C cuando
alcanzaron los 7 meses de edad. Las conejas fueron sacrificadas mediante la administracion

de una sobredosis de pentobarbital sédico (100 mg / Kg de peso, i.p, Pfizer).

6.3 Cuantificacion de estradiol sérico
Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncion cardiaca al momento de sacrificar a

cada individuo. El suero se separ6 por centrifugacion (10 min a 1000 rpm) y se almaceno a

-80 °C hasta su cuantificacion, por duplicado, utilizando un kit de ELISA (Cayman). Para
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esta cuantificacion se partié de extractos totales de esteroides preparados siguiendo el

protocolo descrito por (Lopez-Garcia y cols, 2013).

6.4 Procesamiento histolégico de los masculos pubococcigeo y bulboesponjoso

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sddico (100 mg/ Kg,
ip.), posteriormente se hizo 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 y bulboesponjoso. Los tejidos se
colocaron en un porta muestras de plastico. La fijacion de tejidos se hizo por inmersion en
solucion de Bouin-Duboscq (acido picrico 0.39 %, formalina 26.66%, acido acético 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 deshidratacién, el tejido se incluyo en paraplast X-tra (Sigma).

6.5 Cortes histoldgicos
De cada musculo se obtuvieron cortes de 7um de grosor de la region media utilizando un
microtomo Leica (RM2135). Los cortes fueron desparafinados sumergiéndolos serialmente

en xileno y alcohol etilico de concentraciones descendentes (100, 96, 80 y 70 %) y agua.

6.6 Inmunohistoquimica
Una laminilla de la regién media del masculo/coneja fueron utilizadas para realizar la

técnica de inmunohistoquimica que se realizd en base al método avidina-biotina-
peroxidasa-HRP (ABC), donde los cortes, ya hidratados, se incubaron en una solucion
buffer de citratos (pH= 6) durante una noche. Posteriormente, los cortes se incubaron con el
primer anticuerpo anti-G-protein coupled receptor 30 (abcam, ab39742; homologia del
antigeno esperado en conejo con el GPR30 humano, 87%) hecho en conejo diluido 1:100 y

1:200 para ambos musculos mPc y mBe respectivamente en una cdmara himeda a 4°C

34



durante una noche. Seguido de ello, los cortes se incubaron con un anticuerpo secundario
Goat anti-rabbit biotinilado (1:200; Santa Cruz. Biotechnology) durante dos horas a
temperatura ambiente. Después, los cortes se lavaron con una solucion buffer de fosfatos
(PBS; pH=7.2) y se incubaron con el ABC durante 1 h. Para luego realizar el revelado en
una solucion de diaminobenzidina (DAB) al 5% y H,0, al 5% en PBS hasta obtener el
marcaje de las células. Finalmente, se utilizd la tincion de hematoxilina de Mayer para
contrastar el marcaje de receptores inmunoreactivos, se deshidrataron los cortes en
alcoholes de concentraciones ascendentes y se cubrieron con Cytoseal TM 60 y un

cubreobjetos.

6.7 Expresion del GPR30
Los musculos congelados se cortaron por la mitad y fueron tratados con un

homogeneizador electronico en buffer de lisis, inhibidores de proteasas, (PMSF) 1mM y
ditiotreitol (DTT) 1mM. Los homegenados se centrifugaron a 13400 rpm por media hora a
4°C, se recupero el sobrenadante y se determiné la concentracion de proteinas por el
método de Bradford. La separacion electroforética de proteinas se realizo utilizando geles
de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) las muestras seran aplicadas en
el gel, utilizando 100 y 75 pg de proteinas de extractos totales de mPc y mBe
respectivamente. Posteriormente se separardn mediante una corriente de 100 volts con el
sistema Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad). Las proteinas seran transferidas a una
membrana de nitrocelulosa usando el sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad), aplicando
una corriente de 100 volts por 60 minutos a 4°C. Después de la transferencia las
membranas se tifieron con rojo de ponceau para visualizar las bandas de proteinas. Las
membranas se bloguearon con una solucion de 7% de leche y en PBS-T (Na;HPO4 80 mM,
NaH,PO4 20 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 al 0,1%, pH 7,5) durante 60 min a temperatura
ambiente, para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos. Las membranas se incubaran
durante 16-18 hr a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente (anti-G-protein coupled
receptor 30: cat.ab39742, abcam) diluido en 1% de leche y TPBS. Después seran incubadas
durante 2 hr con el anticuerpo secundario correspondiente (Goat Anti-rabbit 1gG-HRP,
Santa Cruz Biotechnology) 1:2000, diluido en 1% de leche y TPBS Las bandas

inmunorreactivas se revelaran utilizando un kit de quimioluminiscencia (SuperSignal West
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Pico, Pierce). Se midié la expresion de GPR30 por densitometria contra la membrana
tefiida con rojo de ponceau con el programa ImageJ version 1.50i. Los resultados obtenidos
serén expresados como densidad Optica.

6.8 Analisis estadistico
El anélisis de resultados para los niveles de estradiol sérico y western blot se realizara

mediante un analisis de varianza de una via. Para identificar las diferencias estadisticas
(P<0.05) entre los grupos una prueba post-hoc de Tukey-Kramer y Neuman
respectivamente. Se utilizara el programa de andlisis estadistico Prism 5 para Windows
(GraphPad).
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L. RESULTADOS

7.1 Concentracion sérica de estradiol

La concentracion sérica de estradiol fue significativamente diferente entre los grupos C,
OVX, y OVX+BE (Fig. 9). La prueba post-hoc indicé que esta concentracion fue
significativamente menor en el grupo OVX que en el C (P<0.0138). En cambio, la
concentracion del grupo OVX+BE fue significativamente mayor que la de los grupos C y
OVX (P<0.0001 en cada caso).
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Fig. 9. Niveles de estradiol sérico en suero (pg/mL) en animales control (C), ovarectomizados (OVX) y
tratados con benzoato de estradiol (OVX+BE). Los datos muestran la media + error estandar. La

comparacion entre grupos se realiz6 usando un ANOVA de una via con una post-hoc de Tukey.
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7.2 Expresion de GPR30 en los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso
La presencia de una banda de aproximadamente 50 kDa detectada en extractos de proteinas

totales de los mPc y mBe demostraron la expresion del GPR30 (Fig. 10 A, B).

La expresion relativa del GPR30 no fue significativamente diferente entre los grupos C,
OVX, y OVX+BE (F=0.5745, P=0.5778; Fig. 11 A, B, C). Para el mBe, la expresion
relativa del GPR30 tampoco fue diferente entre estos grupos (F=0.6872, P=0.5217; Fig. 12
A, B, C).
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Figura 10. Inmunoblot representativo de la expresion de GPR30 de los musculos mPc, mBe y cerebro
(A) en animales control. Se normalizo contra rojo de Ponceau (mPc: 100ug de proteina), (mBe: 75ug

de proteina).
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Fig. 11. Inmunoblot representativo de la expresién de GPR30 en el mPc y cuantificacion de la
expresion relativa entre los diferentes grupos experimentales (A-C) (mPc: 100ug de proteina).
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Fig. 12. Inmunoblot representativo de la expresion de GPR30 en el mBe y cuantificacion de la
expresion relativa entre los diferentes grupos experimentales (A-C) (mBe: 75ug de proteina).
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7.3 Localizacion del GPR30 en los masculos pubococcigeo y bulboesponjoso
Para el mPc, la expresion del GPR30 se observo en algunos mionucleos, aparentes células
polimorfonucleares y capilares sanguineos (Fig.13 A). Para el mBe se observo una
distribucion similar (Fig. 13 D). Ni la ovariectomia ni el tratamiento con BE parecieron
alterar esta distribucion en el mPc (Fig.13 B,C) y el mBe (Fig.13 E,F).
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Fig. 13. Localizacién de GPR30 en musculos pubococcigeo (A-C) y bulboesponjoso (D-F) en conejas
control (C), ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizados con benzoato de estradiol (OVX+BE). Cortes
transversales de 7um de espesor, contratefiidos con Hematoxilina.
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8 DISCUSION

Los hallazgos de esta tesis demuestran que el mPc y el mBe expresan el GPR30. La
distribucion del GPR30 se observdO en miofibras (solo miondcleos), células
polimormonucleares, y capilares sanguineos. Ademas, nuestros hallazgos sugieren que no
existe una relacién entre los niveles séricos de estradiol y la expresion del GPR30 en ambos

musculos.

8.1 Niveles de estradiol sérico

Las fluctuaciones hormonales femeninas en periodos de cambio como la pubertad,
embarazo 0 menopausia se han asociado con patologias del AUl (Akiwa y cols. 2003).
Estudios realizados en conejas OVX demuestran una disminucion del 50% en los
estrogenos circulantes, mientras que, el tratamiento con estradiol resulta en un incremento
de cinco veces (Akiwa y cols. 2003). En la rata se ha observado que hay una disminucion
de un 63% posterior a la OVX (Kim y col. 2004). Asi mismo cuatro semanas después de la
ovariectomia, Shinoda y cols. (2002) reportan que la concentracién sérica de E2 disminuye
en un 27%. Mientras que en el raton, Moran y cols. (2007) muestra que hay una
disminucion del 50% en los niveles séricos de E2 60 dias después de la ovariectomia. De
acuerdo con los datos publicados por otros autores, nuestros resultados coinciden en que
hay una disminucion de los estrogenos circulantes 1 mes después de la OVX. Estos
hallazgos apoyan la hipétesis de que en la coneja existe una importante aromatizacion
extragondal, ya que los niveles de estradiol entre conejas controles y ovariectomizadas no
es significativamente diferente después de 5 meses de la ovariectomia bilateral (Carrasco-
Ruiz y col. 2015). Ciertamente, este proceso podria ser difernte entre especies ya que en
ratas ovariectomizadas la concentracion de estradiol incrementa pero no alcanza el nivel de
la de ratas control (Zhao y cols. 2006).

En el grupo OVX+BE hay un aumento de aproximadamente tres veces en la concentracion
de estradiol sérico con respecto al grupo control, mientras que con respecto al grupo OVX
el aumento es de aproximadamente cuatro veces mas, por lo tanto el tratamiento con BE
elude los efectos promovidos por la OVX. Como se ha reportado en la coneja Nueva

Zelanda donde al utilizar una dosis de 250 mg de E, se observa un aumento de 11 veces
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respecto al grupo sham en esta misma especie a diferentes tiempos después de la OVX y
con una semana con reemplazo de 1 mg/kg de E, se observé un aumento 5 veces con
respecto al grupo control (Aikawa y cols. 2003). En la rata se ha observado un incremento
del doble en la concentracion sérica de E2 después de 60 dias de tratamiento utilizando una
capsula de 1.5 mg de E;, con una liberacion de 0.025 mg/dia (Shinoda y cols. 2002). En el
raton 30 dias después del tratamiento con una capsula de 18 mg de E; los niveles séricos

aumentan al doble.

8.2 Expresion del GPR30 en los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso

En el musculo esquelético Wang y cols. (2016) reportan la expresion de GPR30 en el
musculo soleo de ratas viejas en ensayos de inmunotransferencia con una sola banda
correspondiente en ~50kDa, por otra parte la activacion de GPR30 por su agonista selectivo
G1 restaura la capacidad de ejercicio y fuerza muscular en los musculos soleo y
gastrocnemio en ratas brown norway OVX. Baltgalvis y col. (2010) demostraron que la
expresion del gen Gpx3 y RE-a son sensibles a los estrdgenos circulantes en el masculo
esquelético y es mas abundante RE-o que GPR.

A pesar de las escasas observaciones que otros autores han hecho acerca de la expresion del
GPR30 en musculos esqueléticos (Baltgalvis y cols. 2010; Wang y cols. 2016), la
participacion del mPc en el almacenamiento y la del mBe en la expulsion de orina permiten
especular que la activacion del GPR30 en cada uno de ellos influiria diferencialmente en la
miccidn. En este contexto es interesante considerar que la expresion del GPR30 en los
vasos de las fibras musculares ha llevado a proponer que podria actuar como regulador del
tono vascular (cita). Dada la diferente composiciéon del tipo de miofibras para el mPc
(oxidativas) y el mBe (glucoliticas), es posible especular que la funcion del GPR30 en cada

uno alteraria su contractilidad.

Una de las acciones estrogénicas mejor caracterizadas en el muasculo esquelético es la que
modula eventos participantes en la degeneracion y regeneracion muscular (Enn y Tiidus
2010). Es bien conocido que la activacion de REs conduce al reclutamiento de neutrdfilos y
macrofagos proinflamatorios en musculos de las extremidades en ratas ovariectomizadas

tratadas con benzoato de estradiol (Enns y Tiidus 2010). Esta invasién de células PMN es
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necesaria para el inicio de la fase de regeneracion muscular que involucra la activacion y
diferenciacion de células satélite (Enns y Tiidus 2010), también dependiente de acciones
estrogénicas. Ciertamente, la estrategia utilizada para disecar la participacion de acciones
estrogenicas en la invasion de células PMN estuvo basada en la administracion de
IC1182780, un bloqueador selectivo de RE alfa y beta (Enns y Tiidus 2008). Sin embargo
este compuesto actla como agonista del GPR30. Nuestros hallazgos fortalecen la necesidad
de considerar la participacion del GPR30 en la respuesta inflamatoria de masculos de las
extremidades y, particularmente, de los del piso pélvico. De manera interesante, la
multiparidad afecta diferencialmente el dafio que sufren los mPc y mBe en la coneja

(L6pez-Garcia y cols. 2016).

En apoyo del argumento anterior, y en el contexto inflamatorio, la activacién selectiva del
GPR30 inhibe la expresion de citocinas inflamatorias como el IFN-gmma, el factor de
crecimiento tumoral tipo alfa (TNF-alfa), IL17 y CCL4 en un modelo animal de esclerosis
multiple (Blasko y col. 2009). En cultivos de neutrofilos, la activacion del GPER30
extiende la vida media y promueve la activacion de neutrofilos (Rodenas y col. 2017). Por
otro lado, la activacion de GPR30 tiene un efecto antioxidante en corazén de raton (Wang y
col. 2018). Entre los mecanismos propuestos para discutir el efecto antioxidante de la
activacion del GPER30 en musculo esquelético destaca la modulacion de la expresion de
proteinas de choqué térmico (HSPs) (Wang y col. 2016). De tal manera que futuros
experimentos disefiados para elucidar la participacion del GPR30 deberian considerar un
modelo de lesion muscular y la subsecuente evaluacion de algunos de estos marcadores.

Por otro lado no hay datos que muestren si hay una mayor o menor afinidad de los
estrogenos por GPR30 o los RE del subtipo o y B, por lo tanto se tendrian que realizar
estudios utilizado antagonistas selectivos para lo RE y con efecto agonista para GPR30
como el ICI o fulvestrant (Barton 2015). O bien agonistas selectivos a GPR30 como G1,
aunque la administracion subcutanea podria afectar al musculo esquelético a través de sus

efectos sistémicos en todo el cuerpo (Wang y cols. 2016).
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8.3 Localizacion de GPR30 en los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso

El GPR30 es un nuevo receptor que se ha descrito que media efectos proliferativos
inducidos por el estrégeno y algunos de sus agonistas como el tamoxifeno o fulvestrant en
carcinomas de mama primarios, en un analisis inmunohistoquimico se observo la presencia
de GPR30 en dos patrones distintos, predominante nuclear (53.9%) y/o predominante
citoplasmatico (19.3%) en células de tejido mamario (Samartzis y cols. 2014).

Méndez y cols. (2013) reportaron la presencia de GPR30 mediante inmunorreactividad con
microscopia confocal en el citoplasma del epitelio en de la superficie ovarica en mujeres
postmenopausicas.

Por otro lado en ratas macho y hembra adultas se han reportado altos niveles de
inmunorreactividad de GPR30 en cuerpos celulares y fibras del sistema nervioso central en
el cerebro anterior, nicleos especificos del cerebro y en neuronas de Purkinje del cerebelo,
en este mismo estudio se detectd la presencia de GPR30 en tejidos periféricos como: en la
zona glomerulosa de la cortesa en la médula suprarrenal, en células de musculo liso de

pelvis renal y en células de la teca del ovario (Hazell y cols. 2009).

Pang y cols. (2005) reportan la presencia de GPR30 como una proteina capaz de responder
a estrogenos localizada con uniones de alta afinidad y baja capacidad, localizado en

membrana plasmatica y en el reticulo endoplasmatico.en células de cancer de mama.

Nuestros resultados extienden esta informacion a masculos esqueléticos del piso pélvico de
la coneja; particularmente al mPc y al mBe. Complementariamente, estos hallazgos
complementan la caracterizacion de RE en ambos musculos del piso pélvico, estableciendo
asi la necesidad de considerar a los subtipos alfa y beta (Lopez-Garcia y cols. 2013;
Carrasco-Ruiz y cols. 2015) y al GPR30 como blancos farmacol6gicos de las acciones
estrogénicas.
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8.4 Aporte biomedico

Nosotros utilizamos a la coneja OV X como modelo de estudio para simular las condiciones
de una mujer postmenopausica y de esta forma conocer los efectos en la disminucion de los
estrégenos sobre un masculo pélvico como el mPc y uno perineal como el mBe. En mujeres
postmenopausicas se ha correlacionado la aparicion IUE debido a la disminucion de los
niveles séricos de E,. En la coneja domestica, se ha reportado que los masculos mPc y mBe
son importantes para la copula, el parto (Cruz y cols. 2002) y la miccion (Corona y cols.
2009) estos musculos son sensibles a estrogenos y es posible que la disminucion en los
niveles séricos de E, influya en esta patologia nosotros determinamos la expresion del
receptor de estrogenos GPR30 para saber el rol que juega en estos musculos cuando son
blancos para terapias de reemplazo hormonal (TRH).

Dada la controversia alrededor del uso de estrdégenos en el tratamiento de la IUE (Cody y
cols 2012). Y la asociacion de la TRH con la aparicion de algunos tipos de cancer y
enfermedades cardiovasculares (Wang y cols. 2016), con la expresion y localizacion de
GPR30 en tejidos cancerigenos, seria importante esclarecer el papel que juega dicho

receptor al ser modulado por estrogenos.
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9. CONCLUSIONES

1. El mPc y el mBe expresan el GPR30.

2. La distribucion del GPR30 se observd en miofibras (solo mionucleos), células
polimormonucleares, y capilares sanguineos.

3. No existe una relacion entre los niveles séricos de estradiol y la expresion del GPR30 en
ambos musculos.
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10. PERSPECTIVAS

El debilitamiento de musculos del piso pélvico es una de las causas de disfunciones del piso
pélvico como la incontinencia fecal, el prolapso de érganos pélvicos, y la incontinencia
urinaria de esfuerzo (IUE). Estas disfunciones son muy prevalentes en mujeres durante la
gestacion y el postparto, y representan un problema de salud que deteriora importantemente
la calidad de vida. La terapia de reemplazo hormonal es un tratamiento conservador para el
manejo de la IUE, aunque es muy controversial en la actualidad. Uno de los factores que
podria contribuir a esclarecer la idoneidad de este tratamiento implica caracterizar la
contribucion de los distintos REs en procesos fisioldgicos involucrados en la fisiopatologia
de la IUE. Este trabajo abre la puerta a identificar la contribucién del GPER30 en aspectos
relacionados con la respuesta inflamatoria de los masculos bulboesponjoso y pubococcigeo

en la coneja doméstica.

Si la expresion del GPR30 esta relacionada con la respuesta inflamatoria muscular, y la
experiencia reproductiva induce una respuesta inflamatoria particular en los masculos mPc
y mBe de la coneja, entonces la participacion del GPER en la respuesta inflamatoria da

cada musculo es diferente en conejas gestantes y primiparas.

1. Identificar la relacion entre la expresion del GPER30 y la respuesta inflamatoria en
los musculos bulboesponjoso y pubococcigeo de conejas nuliparas, gestantes y
primiparas.

2. Determinar el papel de la activacién del GPER30 en la respuesta inflamatoria en los
musculos bulboesponjoso y pubococcigeo de conejas nuliparas, gestantes vy

primiparas.
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