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RESUMEN

Los musculos del piso pélvico forman un complejo funcional importante ya que contribuyen a
la continencia urinaria y urinaria, asi como al soporte de los 6rganos pélvicos. También son
relevantes para las funciones reproductivas, tanto en machos como en hembras. El desarrollo
de estos musculos del piso pélvico se lleva a cabo durante la gestacion. Cualquier cambio o
factor que este en contacto con la madre durante la gestacion se va a ver reflejado en el
desarrollo de la cria, ello puede aplicar incluso para la musculatura estriada, a esto se le
conoce como la “teoria de Barker”, “Programacion fetal”, actualmente llamada “Hipotesis de
los origenes de la salud y la enfermedad”. Existen pocos estudios que administran agua
azucarada durante la etapa de gestacion y lactancia, asi mismo que relacionen trastornos
metabolicos en la edad adulta. En nuestro laboratorio de Nutricion y metabolismo se ha
demostrado que la alta ingesta de carbohidratos durante la etapa prenatal y perinatal
condiciona a la descendencia a padecer trastornos metabdlicos que se potencian al consumir
agua azucarada en la vida adulta, demostrando que la ingesta de agua con azucar tiene efectos
en la organizacion morfoldgica y eléctrica del muasculo pubococcigeo (Xicoténcatl 2015),
dicho musculo forma parte del piso pélvico y muestra participacion durante el reflejo
uretrogenital, el cual ha sido descrito como el paso de liquido a través de la uretra y es un simil
al proceso de miccion y eyaculacion. Por lo anterior este estudio esta enfocado en describir las
caracteristicas morfoldgicas en relacion al consumo de agua azucarada ahora del musculo
iliococcigeo, dicho masculo se localiza adyacente al pubococcigeo, y ambos forman parte del
piso pélvico en la rata macho. De acuerdo a los registros electromiograficos realizados durante
el reflejo uretrogenital se ha visto que estos musculos tienen diferentes fases de activacién, por
lo que es necesario caracterizar desde la morfologia del musculo iliococcigeo. Para ello se
utilizaron doce ratas hembras adultas de la cepa Wistar de tres meses de edad, con un peso de
entre 230-260 g, las cuales se mantuvieron en condiciones de bioterio, con un fotoperiodo de
12/12 horas, con ciclo luz-oscuridad invertido y temperatura de 20£2 °C, con alimento (Chow
5001 Purina®) y agua ad libitum. Estas hembras fueron apareadas formando dos grupos: el
grupo control (C) y el grupo experimental que consumi¢ sacarosa al 5% (S); de estas hembras

se obtuvieron las crias macho con las que formamos los grupos a partir del destete



(n=6/grupo). El grupo proveniente de madre simple y que en la vida adulta siguio
consumiendo agua simple (CC), el grupo proveniente de madre simple y que en la vida adulta
consumio sacarosa al 5% (CS), el grupo proveniente de madre sacarosa y que en la vida adulta
consumio agua simple (SC), y el grupo proveniente de madre sacarosa y que en la vida adulta
consumio sacarosa al 5% (SS). A la edad de 17 semanas se sacrificaron los animales y se
obtuvieron los masculos iliococcigeos, se midieron y posteriormente fueron extraidos, pesados
y congelados a -80°C. Los cortes se realizaron en un criostato y fueron tefiidos usando la
tincién de Hematoxilina-Eosina para la medicion cuantitativa de las fibras musculares y la
tincion Tricromica de Masson para la cuantificacion de colageno. Los datos fueron analizados
mediante una ANOVA de dos vias y la post hoc Bonferroni. El peso y el ancho del musculo
iliococcigeo de los tres grupos experimentales no se vieron modificados por la ingesta de agua
azucarada desde la gestacion hasta la vida adulta en comparacién con el grupo control; sin
embargo, se generd una disminucion en el largo del masculo en los grupos provenientes de
madres que consumieron agua azucarada durante la gestaciéon. En el area transversal de las
fibras musculares de los tres grupos experimentales no se encontraron diferencias
significativas respecto al grupo control, sin embargo se observo una tendencia a aumentar el
area transversal en el grupo que consumi6 sacarosa durante toda su vida. En la cuantificacion
de la expresion de colageno no se encontraron diferencias significativas en los diferentes
grupos experimentales respecto al grupo control, sin embargo se ve un aumento en los grupos
a los que se les invirti6 la dieta posnatal. En conclusion aunque no se encontraron diferencias
significativas tanto en el peso y el ancho del mdsculo, pero si una disminucion en el largo del
musculo se sugiere que el cambio en la nutricion durante la etapa de gestacion es significativo
para generar el buen desarrollo del musculo. En cuanto al tamafio del area transversal de las
fibras se ve aumentada en el grupo que consume azlcar durante toda la vida lo que indica que
el consumo de agua azucarada desde la gestacion predispone a la progenie a presentar cambios
morfoldgicos a nivel muscular comprometiendo funciones fisiolégicamente importantes tanto

reproductivas como no reproductivas en la vida adulta.
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1. INTRODUCCION
1.1 NUTRICION Y MALNUTRICION

La nutricion se refiere al equilibrio entre el consumo de alimento y el gasto energético que un
organismo requiere para realizar sus funciones vitales como el crecimiento, desarrollo,

reproduccion, y mantenimiento de las funciones vitales del organismo (Lozano y cols, 2016).

Asimismo la alimentacion es el proceso de eleccion e ingesta de los alimentos, es un acto
consciente, voluntario y sometido a diferentes factores como bioldgicos, psicologicos, sociales
y ambientales, los cuales en combinacion mantienen una adecuada nutricion, si esta adecuada
0 buena nutricion que envuelve una correcta cantidad, calidad y balance de nutrientes
obtenidos de la comida (Castrogiovanni y cols. 2014) se ve modificada hacia alguna
desviacién patoldgica se le considera como malnutricién que se define como un desequilibrio
nutricional por una deficiencia, insuficiencia o por un exceso de alimentos sin tener alguna

enfermedad subyacente (Lozano y cols. 2016).

Durante la gestacion existen diferentes factores externos e internos que pueden modificar la
informacion del material genético, estos se conocen como factores epigenéticos. Se ha descrito
que estos factores epigenéticos pueden modular la funcién de varios tejidos con actividad
metabolica posnatal, asimismo existen diversos factores que influyen en la etapa posnatal que
al juntarse con los que se expuso durante la gestacion podrian tener un efecto potenciador en la

vida adulta (Boney y cols. 2005).

Los estilos de vida actual asi como los patrones alimenticios que incluyen la frecuencia y la
cantidad de nutrientes ingeridos representan un factor de riesgo potencial para el desarrollo de
enfermedades no transmisibles (McCrory y cols. 2016). Estudios en modelos animales
relacionan que el consumo de azucar es asociado con un incremento en la prevalencia de
obesidad (Schmidt y cols. 2014) asi como enfermedades cardiovasculares (Malik y cols. 2010)
trastornos metabdlicos (Miller y cols. 2008) higado graso no alcoholico (Alwahsh y cols.
2016) y una disminucion en la cognicion (Soares y cols. 2013). La adicion de azlcar a

comidas y bebidas agrega calorias sin ningin beneficio, asi muchas observaciones
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epidemioldgicas y clinicas indican que un exceso en la ingesta de glucosa y fructosa exacerba
complicaciones metabdlicas en diferentes tejidos debido al incremento en la ingesta de
calorias. El endulzante mas cominmente utilizado es la sacarosa formada por 50% de fructosa
y 50% de glucosa. La glucosa y la fructosa son absorbidas en el intestino delgado, pero la
capacidad de absorcion para la fructosa es mas baja a comparacion de la molécula de glucosa
(Truswell y cols. 1988). Después de la absorcion, el metabolismo de los dos monosacaridos
sigue diferentes vias, la glucosa que puede ser utilizada directamente por las células para la
obtencion de energia en diferentes oOrganos, mientras que la molécula de fructosa es
metabolizada principalmente en el higado dando como resultado productos finales del
metabolismo celular que han sido relacionados en patologias diversas como enfermedades
neurodegenerativas, aterosclerosis y enfermedades cronicas inflamatorias (YYamagishi y cols.
2007) particularmente en el desarrollo de diabetes, resistencia a la insulina dando como
resultado el desarrollo de enfermedades metabolicas. (Yamagishi y cols. 2016) Algunos de los
principales drganos afectados por el exceso en la ingesta de bebidas azucaradas son el higado,

el rifidn y el musculo esquelético.

1.2 MUSCULO ESQUELETICO

El musculo esquelético representa el tejido mas grande en el cuerpo constituyendo del 40 al
45% del peso total, compuesto por células musculares, nervios y vasos sanguineos asi como
tejido conectivo (Garrett y Best 1994). Este complejo de componentes es necesario para
producir conjuntamente movimiento y locomocion asimismo dar soporte al proceso de
regeneracion, proceso que ocurre después de una lesion. EI masculo esquelético esta formado
por el epimisio, una capa de tejido conectivo irregular y colagenoso que se encuentra en la
parte méas externa del musculo rodeandolo por completo, sin embargo, esta membrana se
continua dentro de la fibra del musculo esquelético en numerosas invaginaciones denominadas
tubulos T (Tubulos transversales) que se entremezclan con las miofibrillas, en su interior se
encuentra el perimisio formado por un tejido conjuntivo menos denso y coldgenoso y organiza
en haces o fasciculos las fibras musculares o miofibrillas las cuales forman el elemento

estructural del musculo esquelético. Cada una de estas fibras musculares o miofibrillas estan
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rodeadas por el sarcolema endomisio compuesto de fibras reticulares y una lamina externa
(lamina basal) que rodea cada célula muscular y es la membrana plasmatica que rodea a cada
miofibrilla, cada miofibrilla contiene una multitud de ndcleos derivados de los mioblastos
localizados en la periferia de las miofibrillas estos mioblastos se fusionan para formar largos y
cilindricos miotubos multinucleados que exhiben una nucleacion en posicion central durante la
etapa fetal y que posteriormente tomaran una posicion justo debajo del sarcolema poco antes
del nacimiento. Aunado a ello, existe un tipo de células particulares llamadas células satélites
que se localizan entre la lamina basal y el sarcolema y tienen un papel importante en el

proceso de la regulacion de la regeneracion muscular (Garrett y Best 1994) (Figura 1)

Fibra muscular Lémina basal

CélulasIatélites

Sarcolema

SC quiescentes % Mionucleo
; 5% Expansion
Estimulo fisiologico Ragrasion s (divisién Migracién
quiescentes simétrica) v Fusion
alineacion
o—Lo— H— W —F —
Células satélite » Proliferacion
activadas (Penc? [(:\) Nyt de SC (Pax7 Mioblast
(Pax7 (+) MyfS ' (/) MyfS (+) (Pax? (o1
+/- MyoD (+
R Myvow :-\) WS il WvoD Miocitos (Pax7 [- Miotubos
i {+} Myog (-} ) Myf5 (-) MyoD
(+) Myog [+)

Figura 1. Composicién estructural del musculo esquelético. Imagen tomada y modificada de “Pitx2
in Embryonic and Adult Myogenesis” Hernandez-Torres y cols. 2017

El musculo esquelético es un tejido especializado en la contraccion que permite que los
organismos se muevan, por medio de la contraccion de las células musculares y la disposicion
de los componentes extracelulares del musculo para posibilitar la locomocion. El diametro de
las fibras musculares varia de 10 a 100um, asi mismo la fuerza de contraccion de las fibras
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musculares depende directamente de su didmetro por lo que la fuerza de un musculo completo
depende del numero y grosor de las fibras musculares que lo componen, el color del musculo
esquelético es de color rosa a rojo dependiendo de su vasculatura y la presencia de pigmentos
de mioglobina los cuales son proteinas que transportan oxigeno y se asemejan a la
hemoglobina. De acuerdo a la cantidad de mioglobina, el nimero de mitocondrias, la
extension del reticulo sarcoplasmico, la concentracion de diversas enzimas, las fibras
musculares se clasifican en rojas, blancas o intermedias, asi como también de acuerdo a la
inervacion de cada fibra muscular determina el tipo de fibra. La disposicion paralela de las
miofibrillas explica las estriaciones transversales del bandeo claro y oscuro caracteristico del
musculo esquelético que se observa en los cortes longitudinales. Las bandas oscuras se
conocen como bandas A (anisotropicas) y las bandas claras se conocen como | (isotropicas), el
centro de cada banda A tiene una banda mas clara denominada banda H y a la mitad de esta
banda se encuentra una linea llamada M y una linea Z divide la banda I, una sarcomera esta
limitada por dos lineas Z y se considera como la unidad contractil del masculo esquelético,
(Gartner y Hiatt 2007 pp. 157)

1.3 CONTRACCION MUSCULAR

Las fibras musculares estan compuestas de proteinas miofibrilares contractiles llamadas
miofilamentos. El mecanismo contractil del musculo estriado depende de las proteinas miosina
I1, actina, tropomiosina y troponina, esta Gltima formada por tres subunidades: troponina I,
troponina T y troponina C. El proceso de contraccién muscular se debe al deslizamiento de los
filamentos delgados sobre los filamentos gruesos, en el masculo en reposo la troponina 1y la
tropomiosina se une con los filamentos de actina, y cubren los sitios en donde las cabezas de
miosina se unen con la actina; después de la llegada de un potencial de accion el aumento de
calcio citosolico permite que los iones de Ca®* se unan a la troponina C, esta unién genera el
debilitamiento de la interaccién de troponina | con la actina y expone el sitio de union de la
actina para la miosina permitiendo la formacion de puentes cruzados de miosina y actina. En
el musculo en reposo el ATP se une en el sitio libre de la miosina generando un desacople de
la cabeza de la miosina con el sitio de union de la actina, posteriormente el ATP se hidroliza 'y

se liberar fosfato inorgéanico (P;) generando un cambio de conformacién de la cabeza de
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miosina generando la union de la cabeza de miosina con la actina o puente cruzado de manera
que se genera el deslizamiento de los filamentos delgados sobre los filamentos gruesos y
comprende “el golpe de poder” posteriormente el ATP se une al sitio libre de la cabeza de
miosina lo que genera que la cabeza de miosina se deprenda del filamento de actina, después
el ATP se hidroliza y libera fosfato inorganico (P;) lo que produce el re-levantamiento de las
cabezas de miosina completando asi el ciclo de la contraccion muscular (Barret, Barman,
Boitano, Brooks, 2010 pp. 93) (Figura 2)

|~ 1
_ () i
Configuracion de

rigidez

Hidrdlisis de ATP en
ADP +PI

La cabeza de
miosina se
desacapla
de la actina

Desplazamiento de la
cabeza de miosina y
unign débil a la actina.

El ADP+Fi permanecen
unidaos.

¢ Liberacian del Pi
"Golpe de Fuerza"

Liberacion del ADP, La cabeza de miosina tracciona la actina.

la cabeza de

miosing permanece " K _ .
unida a la acting =all——Deslizamiento del filamento fino sohre el

grueso

Figura 2. Diagrama de fases de la contraccién muscular. El calcio se une a la troponina, genera un
cambio conformacional del complejo troponina-tropomiosina que permite la union afin entre actina y
miosina. El deslizamiento que se requiere de los filamentos delgados sobre los gruesos sera regulado
por la actividad de ATP, siendo necesario tanto para la contraccion como para la relajacion.
(Modificado de Ross, 2007).

1.4 TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES
El masculo estriado esta formado por fibras que varian en cuanto a su actividad ATPasa de la

miosina, velocidad contractil y otras propiedades, existen tres tipos de fibras: Tipo | (SO, por
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oxidacion lenta [slow-oxidative]), tipo IIA (FOG, por oxidacion y glucolisis rapida [fast-

oxidative-glycolytic]), o tipo 1B (FG, por glucolisis rapida [fast-glycolytic]) (Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de fibras musculares tomado de Ganong Fisiologia Médica 2010.

TIPO | TIPO I1A TIPO IIB

Otros nombres Oxidativa lenta (SO) | Oxidativa glucolitica | Glucolitica rapida

rapida (FOG) (FG)
Color Rojo Rojo Blanco
Actividad de la| Lenta Réapida Rapida
ATPasa de miosina
Capacidad del | Moderada Alta Alta
reticulo
sarcopldsmico  para
bombear Ca2+
Diametro Pequefio Grande Grande
Capacidad Moderada Alta Alta
Glucolitica
Capacidad oxidativa | Alta Moderada Baja
Tipo de wunidad | Alta Moderada Baja

motora relacionada

Potencial de membrana =-90mV

1.5 DESARROLLO EMBRIONARIO DEL MUSCULO ESTRIADO

La formacion de fibras musculares es denominada miogénesis, el cual es un proceso de

diferenciacion donde una porcion de células madre provenientes del linaje miogenico

provenientes del mesodermo asi como factores miogénicos como Myf5 y el factor de

diferenciacion MyoD generan la formacion y proliferacion de mioblastos que son los

componentes basicos estructurales tempranos para la formacion del madsculo estriado (Kollias
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y McDermott 2008). La miogénesis se lleva a cabo durante el periodo de gestacion y se divide
en dos partes: la miogénesis primaria y secundaria. La miogénesis primaria se lleva a cabo en
la etapa embrionaria, donde solo se forma un ndmero limitado de fibras musculares, la
miogénesis secundaria se lleva a cabo durante el periodo fetal donde se forma la mayor
cantidad de fibras musculares (Beermann y cols. 1978) por lo tanto la etapa fetal es crucial
para el desarrollo del muasculo esquelético porque no hay un incremento en el niamero de fibras
musculares después del nacimiento (Stickland 1978, Zhu y cols. 2004). (Figura 3) El
crecimiento del musculo esquelético posnatal es dado principalmente por el aumento en el
tamafio de las fibras musculares sin que haya formacion de nuevas fibras (Stickland 1978,
Karunaratne y cols. 2005) En conclusion el desarrollo del mdsculo esquelético durante la etapa
fetal es de gran importancia debido a que se forman el mayor nimero de fibras musculares
durante este periodo y es vulnerable a la mayoria de las perturbaciones incluyendo la

deficiencia de nutrientes (Zhu y cols. 2004).

Las fibras musculares son derivadas de células mesenquimales, las cuales pueden ser dirigidas
a convertirse en un linaje miogénico o también a otro tipo de linaje ya sea para la formacion de
adipocitos o fibroblastos (Bailey y cols. 2001), estos tres tipos celulares producen la estructura
basica del musculo esquelético, los fibroblastos son encargados de la formacion de tejido
conectivo en la membrana basal e intersticial del musculo esquelético (Liu y cols. 2010), un
aumento en la cantidad de tejido conectivo se le denomina fibrosis, la cual lleva a una
disfuncion muscular incluyendo la capacidad oxidativa de las fibras musculares (Lahoute y
cols. 2008). Uno de los factores que modifica la diferenciacién de las células mesenquimales
es la sobre nutricion materna ya que se ha visto que modifica el aumento en la proliferacién de
adipocitos y aumento en la cantidad e infiltracién de colageno en las fibras musculares (Du y
cols. 2010) (Yan y cols. 2011) resultando en una disminucion en la integridad estructural y

capacidad funcional del madsculo esquelético (Beggs y cols. 2004).
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Figura 3. Fases de la formacion del musculo esquelético durante la gestacion en ratén. Imagen
tomada y modificada de Skeletal Muscle Development; Margaret Buckingham y Alicia Mayeuf
(2007).

1.6 ANATOMIA DE LOS MUSCULOS DEL PISO PELVICO

Las cavidades abdominales y pélvicas estan separadas a través del diafragma, anteriormente
por los musculos abdominales y el hueso pélvico, posteriormente por la columna y hacia abajo
por el piso pélvico. Los musculos estriados cierran la cavidad pélvica estos musculos se
denominan musculos del piso pélvico los cuales son encargados del soporte de los 6rganos
pélvicos y participan en funciones tanto reproductivas como no reproductivas. Los érganos
alojados dentro de la cavidad pélvica son parte de distintos sistemas funcionales. Las partes
terminales del sistema urinario corresponden a la uretra y la vejiga, mientras las partes
terminales del sistema digestivo corresponden a el recto y el canal anal, estos 6rganos estan
conectados partes del sistema abdominal y tienen su parte final en el piso pélvico. El espacio
entre los organos pélvicos y la pared del hueso de la pelvis estd compuesto de tejido conectivo
que contiene vasos sanguineos, nervios y linfaticos, asi como también se encuentra el tejido
adiposo. La inervacién en el piso pélvico esta dada por el sistema nervioso central, en el entran
diversas formas de informacion sensitiva, alguna de esta informacion proviene del cerebro
acerca de condiciones de la piel y musculos estrechamente relacionados con los

estereoreceptores y los propioceptores del musculo. Por lo tanto, el piso pélvico no debe de ser
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visto en aislamiento sino como conexion con diferentes sistemas especializados, asi como
también la importancia de las diferentes partes que lo conforman individualmente y su
diferente funcion que realizan en el mantenimiento del equilibrio de un organismo. (Delancey

JOL. The anatomy of the pelvic floor.)

El diafragma pélvico esta formado por los musculos isquiococcigeo (coccigeo) y el elevador
del ano, este Gltimo es un complejo muscular compuesto por diferentes partes simétricas
bilaterales, asimismo existe alin un poco de disputa en la literatura acerca de la organizacién y
nomenclatura de las diferentes partes, sin embargo existe una clasificacion en la cual hay una
division en tres partes del musculo elevador del ano: pubococcigeo, iliococcigeo y puborectal.
(Figura 4) EI pubococcigeo inicia en la superficie interna de la rama pubica superior y esta
insertado dentro de la parte baja sacral y la vértebra coccigea. EI musculo iliococcigeo se
encuentra junto al musculo pubococcigeo y no tiene directamente un origen en el hueso, y se
inicia por una banda facial reforzada que se extiende en forma de un arco, el arco tendinoso
del elevador del ano, que se encuentra por encima de la fascia del musculo obturador interno a
la espina isquial, y se inserta dentro de la parte baja del sacro y la ultima vertebra coccigea. El
musculo puborectal tiene su origen el hueso cerca del musculo pubococcigeo en la superficie
interna del hueso pubico, este musculo se interdigita alrededor del recto y de esta manera

forma el anillo posterior de la pared rectal. (Delancey JOL. The anatomy of the pelvic floor.)

En la rata macho las fibras del musculo iliococcigeo toman su origen en una zona blanda en el
borde ventromedial iliaco posterior al canal o muesca del gluteo en el nivel de acetabulo. Estas
fibras pasan caudalmente y forman dos tendones, los cuales se contintan caudalmente hacia la

terminacion lateral de la parte ventral de la cola. (Poortmans y Wyndaele 1998)

El musculo iliococcigeo y el pubococcigeo tanto en hombres como en ratas machos muestran
varias similitudes. EI musculo elevador del ano en rata muestra una apariencia anatdmica
similar a lo que en hombre se le conoce como el muasculo puborectal. Ambos musculos
bilaterales se encuentran conectados a traves del rafe dorsal y engloban el recto, tanto de lado
dorsal como lateral con una fuerte fijacion muscular al coccix, sin embargo el origen de las

fibras difiere completamente, el muasculo puborectal tiene su insercion en ambos lados de la
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sinfisis del pubis, mientras que el mdsculo elevador del ano en la rata macho se origina del
cuerpo cavernoso de la uretra. (Poortmans y Wyndaele 1998) (Figura 4)

— Musculo bulboesponjoso.

Musculo elevador del ano.

Figura 4. Musculos del piso pélvico en rata macho. Imagen tomada y modificada de M. Levator Ani
in the Rat: Does it Really Lift the Anus? (Poortmans y Wyndaele. 1998).

En humanos el mdsculo elevador del ano es una unidad compleja, que consiste de varios
componentes musculares con diferentes origenes e inserciones y por lo tanto distintas
funciones. EI muasculo pubococcigeo esta compuesto por el masculo puboperineal y puboanal
en hombres (Myers y cols. 2000) y puboperineal, puboanal y pubovaginal en mujeres. El
puborectalis representa las fibras mediales e inferiores del elevador de ano el cual surge de
cada lado del hueso pubico. EI musculo iliococcigeo es la parte delgada y posterior del
elevador del ano y se origina lateralmente a el arco tendinoso del elevador del ano y de la
espina isquial y las fibras musculares provenientes de un lado del lado opuesto del rafe
iliococcigeal y del cdccix (Corton y cols. 2008) (Ashton-Miller y DeLancey 2007) ElI modelo
de investigacion animal mas usado es el modelo en ratas para investigar el prolapso de
organos pélvicos asi como la incontinencia fecal y urinaria. El elevador del ano en ratas su
principal funcion es dar soporte a la cola (Poortmans y Wyndaele 1988) Estudios de

estimulacion eléctrica realizados en humanos por Shafik y El-Sibai (2001) encontraron que la
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contraccion del elevador del ano durante la presion anal y uretral ayudan al proceso de

evacuacion, esta es la diferencia entre la funcion del elevador del ano entre ratas y humanos.

1.7 INERVACION DE LOS MUSCULOS DEL PISO PELVICO

Los musculos del piso pélvico se encuentran inervados por el nervio pélvico y el nervio
pudendo, los cuales tienen componentes sensoriales que juegan un rol importante en la
reproduccion. El nervio pélvico recibe inervacion aferente de la vagina de la piel peri genital,
asi como del cérvix, facilitando la respuesta de lordosis induciendo la receptividad sexual, asi
como también modifica los reflejos espinales y craneales. (Harrington y cols. 1967). El nervio
pudendo recibe informacion sensitiva de la piel peri genital, asi como del clitoris y juega un
rol importante en la regulacion de la receptividad sexual en las ratas hembras (Kow y cols.
1975). Estos dos nervios se distribuyen en la espina dorsal en las vértebras L6 y S1. El
musculo iliococcigeo y el musculo pubococcigeo son inervados por la rama somatomotora del
nervio pélvico que estd compuesta por axones motores aferentes provenientes de los
segmentos espinales L6 y S1 (Manzo y cols. 2000). El nervio pélvico forma una rama
proveniente de L6 y S1, donde los nervios viajan caudalmente aproximadamente 10 mm en
una direccion dorsal a ventral, después ocurre una bifurcacion, en la cual una rama de esta
bifurcacion viaja a través de la linea media del cuerpo dando lugar a la rama viscero-cutanea.
La otra rama es del componente muscular del nervio pélvico la cual es mas compacta y viaja
caudalmente dando una bifurcacion después de los 5 mm, y una rama de esta bifurcacion
muscular inerva el masculo iliococcigeo y mas caudalmente inerva al musculo pubococcigeo.
(Pacheco y cols. 1997; Pacheco y cols. 1989)
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2. ANTECEDENTES

2.1 HIPOTESIS DE LOS ORIGENES DE LA SALUD Y LA ENFERMEDAD

La programacion fetal se define como un proceso de adaptacion en el que la nutricidn y otros
factores ambientales u hormonales modulan el crecimiento y la adaptacion del feto en el Utero
de la madre, induciendo cambios en el metabolismo postnatal (Ramirez y cols. 2012). La
programacion fetal se centra bajo la hipotesis de los origenes de enfermedades metabdlicas
como: la obesidad, sindrome metabdlico, enfermedades cardiovasculares, hipertension arterial
y diabetes mellitus, las cuales aparecen en respuesta a factores maternos y placentarios que se
predisponen durante la vida fetal. (Barker 1992). Las adaptaciones fetales son la causa de
cambios permanentes en la estructura y fisiologia del organismo, que finalmente derivan en el
desarrollo de enfermedades en la vida adulta. El crecimiento y el desarrollo del feto estan
determinados por tres factores: el estado nutricional de la madre, la funcion placentaria y la
capacidad del feto para utilizar los nutrientes; en este Gltimo factor el feto puede cambiar su
metabolismo, por ejemplo, cambiando la oxidacion de la glucosa a la de aminoacidos o
redistribuir el flujo sanguineo para proteger los érganos mas importantes como el cerebro e
incluso puede tener un crecimiento méas lento para disminuir las exigencias del metabolismo
(Ramirez y cols. 2012) (Figura 5). Entre los factores maternos que modulan el crecimiento y
adaptacion del feto en el Utero la nutricion juega un papel importante, ya que modula la
funcion de varios tejidos con actividad metabdlica en la vida posnatal (Boney y cols. 2005).
Estudios realizados en modelos animales han observado que modificaciones en la dieta de
animales prefiadas pueden dar lugar a cambios fisioldgicos o bioquimicos en las crias durante
la vida adulta (Barker y cols. 1993), puesto que durante la gestacion los érganos principales
que reciben una mayor parte de nutrientes dentro del feto son el cerebro, el higado y el
musculo esquelético. En el musculo esquelético al principio de la etapa fetal existe una mayor
expresion de fibras musculares tipo lla, y las fibras de tipo llb se desarrollan en etapas
gestacionales mas tardias asi como la expresién de la funcion metabdlica de las fibras
musculares se establece antes del nacimiento (Tilley y cols. 2007) (Fahey y cols. 2005). Por lo

cual se ha establecido que el musculo esquelético es un objetivo clave para la programacion
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fetal, ya que un cambio en el ambiente intrauterino podria afectar la composicion y funcién del
musculo esquelético en la vida adulta (Malenfant y cols. 2001; Schuker y cols. 2006) (Figura
5).

Obesidad materna
(nutricion obesogénica, diabetesgestacional)

Anormalidades placentarias digupcion en el paso - ' ¢ Otras influencias ambientales por ejemplo,
de nutrientes hacia el feto A estrés, infecdones

Desarrollo de adaptaciones:
Por ejemplo, nimero celular, diferenciacion, expresion de
genes, niveles hormonales, ciclo celular, funcion del SNC,
organogénesis, metabolismo de lipidos
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Figura 5. Programacion fetal y sus consecuencias de un ambiente materno adverso. Imagen
tomada y modificada de Review Article Maternal Obesity and Developmental Programming of
Metabolic Disorders in Offspring: Evidence fromAnimalModels. Modificado de Li y cols. 2011.

Asimismo La proliferacion de células progenitoras miogénicas es altamente sensible a la
cantidad de nutrientes disponibles para su desarrollo, por lo tanto la nutricion materna afecta
drasticamente el desarrollo del masculo esquelético durante la etapa de gestacion (Zhu y cols.
2004; Zhu y cols. 2008; Tong y cols. 2009; Yan y cols. 2010). Consecuentemente comparado

con el cerebro y el corazon, el masculo esquelético tiene una baja prioridad para la reparticion
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de nutrientes lo cual hace que el desarrollo del mdsculo esquelético sea especialmente
vulnerables a las deficiencias nutricionales (Zhu y cols. 2006). El proceso de miogénesis es
regulado por diferentes factores entre ellos la nutricién, y cualquier modificacion en los
patrones alimenticios pudiera desencadenar alteraciones en la morfologia del musculo. (Figura
6)

Miogénesis secundaria

Miogénesis primaria

Adipogénesis

| | | | | | | | | I |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 9,5 meses

Concepcion Nacimiento

Etapa embrionaria Etapa fetal

Figura 6 Desarrollo del musculo esquelético en vaca durante la gestacion. Imagen tomada y
modificada de Du y cols. 2010. Fetal programming of skeletal muscle development in ruminant
animals.

Igualmente se han descritos cambios en el metabolismo de las fibras musculares debidas al
tipo de nutricibn materna durante la gestacion (Vazquez-Mendoza y cols. 2017). Por
consiguiente la nutricion durante la gestacion es de vital importancia para el buen desarrollo

del tejido muscular.

3. JUSTIFICACION

Estudios realizados sobre el alto consumo de carbohidratos asi como una dieta obesogenica en

diferentes etapas del desarrollo han sido relacionados con diferentes modificaciones
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metabdlicas, anatomicas e histoldgicas, en el musculo esquelético, sin embargo estos estudios
han sido realizados en miembros de las extremidades superiores e inferiores asi como
respiratorias dejando de lado la musculatura estriada del area pélvica. La musculatura pélvica
se ha propuesto juega un papel importante en procesos fisiologicos como la continencia
urinaria y fecal asi como en las funciones reproductivas. De igual manera estos estudios han
sido realizados en etapas determinadas del desarrollo y han sido pocos los trabajos en donde se
aborda desde la etapa de gestacion hasta la vida adulta, tomando en cuenta que la etapa de
gestacion es una de las principales ventanas criticas del desarrollo del musculo esquelético y
que cualquier factor incluyendo la nutricion que intervengan durante esta etapa se vera
reflejada en el desarrollo de la descendencia. En la actualidad el abuso en la ingesta de bebidas
azucaradas ha desencadenado una serie de alteraciones metabdlicas afectando la anatomia y
fisiologia de la musculatura estriada. En 2015 Xicoténcatl y cols. administrando agua
azucarada al 5% durante la gestacién y lactancia encontraron cambios histolégicos asi como
una disminucion en el area transversal de las fibras musculares, en los cambios morfométricos
se observd una disminucion en el tamafio y peso del musculo y cambios funcionales en el
musculo pubococcigeo. Entre los cambios funcionales mostrd que el musculo pubococcigeo
participa en el reflejo uretrogenital en la rata macho adulta y que su actividad eléctrica se ve
modificada por el consumo de agua con sacarosa y esto probablemente afecte los mecanismos
que regulan la expulsion seminal. Al momento de registrar el musculo pubococcigeo se
registr6 de manera simultanea al musculo iliococcigeo que también forma parte de los
musculos del piso pélvico y se vio que ambos musculos tienen diferentes fases de activacion
durante el reflejo uretrogenital, por lo que este trabajo estd encaminado a determinar la
morfologia del musculo iliococcigeo ya que actualmente se encuentra poca literatura que haga
referencia a dicho mdsculo, sabiendo que forma parte de estructuras de suma importancia

fisiolégica tanto reproductiva como no reproductiva.
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4. HIPOTESIS
El consumo de agua azucarada prenatal y postnatal disminuye el &rea transversal de las fibras

y aumenta la expresion de colageno en el masculo iliococcigeo de la rata macho.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar cambios en la histologia del musculo iliococcigeo por efecto del consumo de agua

azucarada durante la vida prenatal y posnatal.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A\ 4

Determinar cambios morfoldgicos de las crias al nacimiento.

A\

Registrar el peso diario de los grupos de estudio durante los dos periodos de estudio
(lactancia y pos destete).

Registrar el consumo de agua y alimento diario durante el periodo de estudio.
Cuantificar el peso absoluto del masculo iliococcigeo en los grupos.

Determinar la morfologia gruesa del musculo iliococcigeo de los grupos de estudio.

vV V VYV V

Caracterizar la morfologia del musculo iliococcigeo por medio de la tincion de
Hematoxilina y Eosina.
» Determinar la expresion de colageno dentro del musculo iliococcigeo por medio de la

tincién Tricrémica de Masson.
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6. METODOLOGIA

6.1 ANIMALES

El cuidado y el uso de los animales se llevaron a cabo bajo la Norma Oficial Mexicana en el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio NOM-062-Z0O0-1999.

Se utilizaron doce ratas hembras adultas de la cepa Wistar de tres meses de edad, con un peso
promedio de 230-260g, las cuales se mantuvieron en condiciones de bioterio, con un
fotoperiodo de 12/12 horas, con ciclo luz-oscuridad invertido y temperatura de 20+£2°C, con
alimento (Chow 5001 Purina®) y agua ad libitum, las cuales sirvieron para obtener las crias
macho con las que se formaron el grupo control y experimentales. El dia del apareamiento fue
considerado como el dia O (cero) de la gestacion, y a partir del dia 1 se midi6 el consumo de

agua y alimento diario durante el periodo de gestacion y lactancia.

Al dia siguiente del parto se tomaron las medidas morfométricas de las crias: peso, largo
circunferencia abdominal, circunferencia cefalica, y distancia ano-genital, posteriormente las
camadas se ajustaron de 8-10 crias para estandarizar la demanda alimenticia durante la
lactancia. El destete fue realizado al dia 22 después del nacimiento y se asignaron

aleatoriamente los machos a los diferentes grupos experimentales.

6.2 GRUPOS EXPERIMENTALES
GRUPO CONTROL: PROVENIENTES DE MADRES QUE CONSUMIERON AGUA
SIMPLE

CC: Seis ratas macho descendientes de madres que consumieron agua simple durante la

gestacion y que a partir del destete consumieron agua simple.

CS: Seis ratas macho descendientes de madres que consumieron agua simple durante la

gestacion y que a partir del destete consumieron agua con azucar al 5%.
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GRUPO EXPERIMENTAL: PROVENIENTES DE MADRES QUE CONSUMIERON
AGUA CON AZUCAR AL 5%

SC: Seis ratas macho descendientes de madres que consumieron agua con azUcar al 5%

durante la gestacion y que a partir del destete consumieron agua simple.

SS: Seis ratas macho descendientes de madres que consumieron agua con sacarosa al 5%

durante la gestacion y que a partir del destete consumieron agua con sacarosa al 5%.
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DISENO EXPERIMENTAL
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6.3. DETERMINACION DE LA GANANCIA DE PESO DURANTE LA LACTANCIA

Al dia 22 posnatal se llevé a cabo el destete de las crias y se calcul6 la ganancia de peso del
periodo de lactancia mediante la diferencia de la semana tres posnatal menos el peso al nacer.

6.4 DETERMINACION DE LA GANANCIA DE PESO DURANTE LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS

La ganancia de peso fue calculada tomando el peso de la semana tres (cuando se realizé el
destete y se asignaron a diferentes grupos de estudio) y el peso de la semana 17 mediante la
siguiente formula (peso de la semana final de tratamiento- peso de la semana en que se realizo

el destete).
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6.5 IDENTIFICACION DEL MUSCULO ILIOCOCCIGEO

Se origina en la zona blanda en el borde ventromedial del arco tendinoso del elevador del ano
y se inserta la parte ventral de la cola (parte baja del sacro y ultima vértebra coccigea).

(Imagen 1)

M. pubococcigeo

Imagen 1. Localizacion anatomica del musculo iliococcigeo.

La medicion del musculo iliococcigeo se realiz6 antes de aislar el musculo utilizando un
vernier. El largo se tom6 desde la parte de su origen hasta su insercién en el arco tendinoso del

elevador del ano y posteriormente se midio el ancho con ayuda de un vernier. (Imagen 2)
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Imagen 2. Medicion del largo del musculo iliococcigeo (A, B), medicion del ancho del musculo

lliococcigeo (C).

e Aislamiento del musculo iliococcigeo
Se realizé una incisién longitudinal sobre la linea media de la piel abdominal removiendo el
musculo obturador externo, la sinfisis pubica y el mdsculo obturador interno, conjuntamente
con el recto y el ano, asimismo se disecto primero el musculo pubococcigeo y posteriormente
se tomé como referencia el tendon del musculo iliococcigeo que se encuentra en la insercién
ventral de la cola, una vez localizado se procedio a cortar el tendon y se levant6 hacia la parte

ventral delimitdndose hasta llegar al arco tendinoso del elevador del ano. (Imagen 3)

Imagen 3. Aislamiento del musculo iliococcigeo.
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6.6 ANALISIS HISTOLOGICO DEL MUSCULO ILIOCOCCIGEO

Los musculos se pesaron y se congelaron con isopentano, posteriormente se mantuvieron a -
80°C hasta su montaje en el criostato donde se realizaron secciones transversales seriadas de
8um de grosor, los musculos fueron cortados a en la porcion media transversalmente,
montados en una solucion criopreservadora (Tissue-Tek®, USA) y cortados en criostato (CM-
1100, Leica Biosystems, Germany) a una temperatura de -25°C, se recolectaron en laminillas
donde se tifieron con la tincion de Hematoxilina y Eosina. Los cortes tefiidos con la tincién de
Hematoxilina-Eosina se utilizaron para la medicion de las areas transversales, posteriormente
se procedid a tomar fotos de cada corte en un microscopio optico Zeiss (Axio Imager Al) con
una camara digital acoplada OLYMPUS C-5060 a 10x. Para la reconstruccion de las
microfotografias se utilizé el programa Adobe Photoshop Version 8.0.1. y posteriormente para
el analisis de las fotos se utilizo el programa Axio Vision SE64 Rel. 4.9.1 e Image J. (Figura
6)
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Figura 6. A) Fotomicrografia de un cuadrante seleccionado aleatoriamente con tincién de
Hematoxilina-Eosina (10X) del masculo iliococcigeo. B) Reconstruccion total de un corte del muasculo
iliococcigeo con tincién de Hematoxilina- Eosina (10X).

Para la medicién del area transversal de las fibras musculares, se determinaron areas de

medicion para lo cual se realizé un cuadrante donde se eligieron las areas de interés para tener
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una muestra representativa del muasculo completo, como criterio de inclusion se seleccionaron
las fibras que mantuvieron una morfologia conservada que incluye una membrana plasmatica
bien definida y el ndcleos marcados en la periferia, se midieron 20 fibras musculares por
cuadrante dando un total de 100 fibras por corte, posteriormente las medidas se pasaron a una

base de datos en el programa GraphPad Prism 5 donde se hicieron los andlisis estadisticos.

Figura 7. Reconstruccion de un corte total del masculo iliococcigeo. Se muestran con un punto las
areas que se determinaron para la medicion de las areas transversales.

6.7 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE COLAGENO.

Para la determinacion de la expresion de colageno en las fibras musculares se utilizo la tincion
Tricrébmica de Masson, previamente se realizd el mismo procedimiento anterior de
mantenimiento y cortado de los tejidos asi como la captura y la reconstruccion de fotos de
cada corte; se utiliz6 el programa Image J donde se marcaron los sitios que expresaban
colageno. Posteriormente se hizo una relacion entre el area total del corte y la cantidad de

colageno marcada. Los resultados fueron expresados en porcentaje (Figura 8).
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Figura 8. A) Corte transversal del musculo iliococcigeo tefiido con la tincion Tricromica de
Masson. B) Imagen del mismo corte transversal del musculo iliococcigeo convertida a escala de grises
en el programa Image J, en color rojo se marcan las expresiones de colageno marcadas en color azul
en la figura A.

6.8 ANALISIS ESTADISTICOS

El andlisis morfométrico se llevo a cabo por medio del analizador de imagenes AxioVision.
Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism Versidn 5.00. Para los datos al
nacimiento se utilizd6 una T de Student y se utilizd6 un analisis de varianza bifactorial
(ANOVA), donde se consider6 como primer factor el consumo de agua azucarada (Cy S) y
como segundo factor el tiempo de exposicion (prenatal y postnatal). Unicamente cuando se
encontrd significancia estadistica por el efecto de alguno de los dos factores se realiz6 la
comparacion post hoc con el test de Bonferroni entre los grupos. Las diferencias con valores

de p< 0.05 se consideraron estadisticamente significativas.
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7. RESULTADOS

7.1 MORFOMETRIA

7.1.1 Parametros morfométricos al nacer de las crias utilizadas en el proyecto
El peso al nacer de crias no fue modificado por los tratamientos a los cuales se sometieron sus
madres durante la gestacion. Se realizo el analisis estadistico T-Student donde los pesos fueron
similares tanto en las crias de la madres que consumieron sacarosa al 5% (7.50 £ 0.15 g,
p>0.05) respecto al grupo de crias de las madres control (7.12 + 0.29 g p>0.05) no se
observaron diferencias estadisticamente significativas p=0.3845 (Gréfica 1).

Peso al nacer

Peso (9)

Control Sacarosa
Dieta materna

Gréfica 1. Peso de las crias al nacer. Se muestra la media * e.e de las crias provenientes de madres
control y madres que consumieron sacarosa durante la gestacion. T-Student P=0.3845 t= 0.9095 df=10
(n=6/grupo).

Al nacimiento de las crias se tomaron diferentes mediciones morfoldgicas para comparar si
habia alguna modificacion dada por el efecto del consumo de agua azucarada durante la

gestacion, las medidas que se tomaron fueron las siguientes: longitud al nacer, circunferencia
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cefélica, circunferencia abdominal, distancia ano-genital (Tabla 2). Se realizd andlisis
estadistico T-Student para cada parametro medido, no hubo diferencias estadisticamente

significativas.

Tabla 2. Longitud, circunferencia cefalica, circunferencia abdominal y distancia ano-genital.

Parametros Control Sacarosa 5% P
Longitud (mm) 49.12 + 0.56 50.47 £0.3828 0.0746
Circunferencia 12.03+0.31 12.29 +0.46 0.6564

cefalica (mm)

Circunferencia 14.82 + 0.89 15.44 + 0.42 0.5488

abdominal (mm)

Distancia ano-genital | 3.45+0.15 3.42+0.18 0.9116

(mm)

El andlisis se llevd a cabo por medio del andlisis estadistico T-Student sin mostrar diferencias
significativas.

7.1.2 GANANCIA DE PESO DURANTE LA LACTANCIA

Al dia 21 posnatal se llevé a cabo el destete de las crias y se calculé la ganancia de peso del
periodo de lactancia mediante la diferencia de la semana tres posnatal menos el peso al nacer.
La ganancia de peso de las crias durante la lactancia no se vio afectado por el tratamiento de
la madre durante esta etapa, las crias del grupo control pesaron 31.06 + 2.4 g y las crias del
grupo sacarosa 31.54 £1.78 g (P=0.8787). (Gréfica 2)
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Grafica 2. Ganancia de peso de las crias durante la lactancia. Se muestra la media * e.e. T-Student
P=0.8787 t=0.1566 df=10 (n=6/grupo).

7.3 GANANCIA DE PESO DURANTE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

La ganancia de peso fue calculada de la semana tres (cuando se realiz6 el destete y se
asignaron a diferentes grupos de estudio) a la semana 17 mediante la siguiente férmula
(semana final de tratamiento —semana en que se realizo el destete). Los valores promedio de la
ganancia de peso para el grupo de crias provenientes de madres control y crias control al
destete (CC) fue de 321.80 + 9.13 g, para el grupo de crias provenientes de madres control y
que después del destete consumieron agua con sacarosa al 5% (CS) de 358.62 + 13.01 g, del
grupo de crias provenientes de madres que consumieron agua con sacarosa al 5% y que
posterior al destete consumieron agua simple (SC) de 343.78 + 9.92 g y para el grupo de crias
provenientes de madres que consumieron agua con sacarosa al 5% Yy que posterior al destete
siguieron consumiendo agua con sacarosa al 5% (SS) de 354.99 + 14.73 g. Se muestran
diferencias significativas entre los grupos que consumieron sacarosa post-lactancia *P<0.05,
***p<0.001 ANOVA de dos vias (n=6/grupo) (Dieta materna prenatal F; 12= 3.988
P=0.0596) (Dieta de crias posnatal F,, 1 20= 59.46 P<0.0001) (Interaccion de los dos factores
Fi1, Fa, 1,20=16.95 P=0.0005). (Gréfica 3)
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Gréfica 3. Ganancia de peso al final del tratamiento. Se muestra la media + e.e Diferencia
significativa. ANOVA de dos vias y pos-hoc de Bonferroni ***P<0.001, *P<0.05 (n=6/grupo).

7.4 CONSUMO DE ALIMENTO Y AGUA

El consumo de alimento promedio de los grupos se vio disminuido por aquellos grupos que
consumieron agua con sacarosa en la vida posnatal, los valores promedio fueron los siguientes
Madre Control — Crio Control (CC) fue de 22.17 + 1.46 g, del grupo Madre Control — Crio
Sacarosa (CS) de 18.52 + 0.62 g, para el grupo Madre Sacarosa — Crio Control (SC) de 21.38
+ 2.85 g y del grupo Madre Sacarosa — Crio Sacarosa (SS) de 17.70 + 2.45 g. (Dieta materna
prenatal F; 120= 0.1998, P=0.6597) (Dieta de crias posnatal F, 120 =21.20, P=0.0002)
(Interaccion de los dos factores Fi, Fj, 1 20=0.5033 P=0.4862). Se muestran diferencias
significativas entre los grupos que consumieron sacarosa post-lactancia (CC vs CSy SC vs SS
(Gréfica 4).
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Gréfica 4. Consumo de alimento. Se muestra la media + e.e. Diferencia significativa ANOVA de dos
vias, pos hoc de Bonferroni ** P<0.01 *P < 0.05. CC (Madre Control — Crio Control), CS (Madre
Control — Crio Sacarosa) SC (Madre Sacarosa — Crio Control) y SS (Madre Sacarosa — Crio Sacarosa)
(n=6/grupo).

Con respecto al consumo de agua, hubo un aumento en la ingesta por parte de los grupos que
consumieron agua con sacarosa en la vida posnatal, el grupo Madre Control — Crio Control
(CC) consumié en promedio 46.54+6.71 ml, el grupo Madre Control — Crio Sacarosa (CS)
consumid 86.98+11.74 ml, por otro lado, el grupo Madre Sacarosa — Crio Control (SC)
consumi6 47.09 + 15.29 ml mientras que el grupo Madre Sacarosa — Crio Sacarosa (SS)
consumi6 81.37 + 17.70 ml. Analisis estadistico ANOVA de dos vias con pos-hoc de
Bonferroni. (Dieta materna prenatal Fi, 120= 0.2094, P=0.6522) (Dieta de crias posnatal F;
120=45.91, P=0.6522) (Interaccion de los dos factores F1, Fy, 1, 20=0.3122, P=0.5826) (Gréfica
5)
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Grafica 5. Consumo de agua. Se muestra la media + e.e. Diferencia significativa ***P<0.0001.
ANOVA de dos vias, pos hoc de Bonferroni. CC (Madre Control — Crio Control), CS (Madre Control —

Crio Sacarosa) SC (Madre Sacarosa — Crio Control) y SS (Madre Sacarosa — Crio Sacarosa)
(n=6/grupo).
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7.5 MORFOMETRIA DEL MUSCULO ILIOCOCCIGEO

El peso del musculo iliococcigeo no fue modificado por la dieta materna ni la dieta postnatal
(dieta materna prenatal F ; 1 20 =1.695; p=0.2077; Dieta de crias posnatal F ,, 1 2 = 2.983;
P=0.0995). Tampoco se encontré una interaccion significativa entre los factores (F1 F2 1 20=
0.5240 p=0.4775) (Gréfica 6)

Peso

0.25-
3 Cria control (C)

0.20- B Cria sacarosa (S)

HH

gramos (g)
o o o
o = =
T 9

0.00

Control (C) Sacarosa (S)
Dieta materna

Gréfica 6. Peso del musculo iliococcigeo. Se muestra la media + e.e. No hay diferencia significativa
p>0.05 ANOVA de dos vias, pos hoc de Bonferroni. CC (Madre Control — Crio Control), CS (Madre
Control — Crio Sacarosa) SC (Madre Sacarosa — Crio Control) y SS (Madre Sacarosa — Crio
Sacarosa)(n=6/grupo).

El largo del musculo iliococcigeo mostré diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo con consumo de agua azucarada durante la dieta materna (F 1, 1, 20= 6.892 P=0.0162)
donde hubo una disminucion en el tamafio de los musculos provenientes de madres que
consumieron sacarosa durante la gestacion y lactancia respecto al grupo de crias provenientes
de madres que consumieron agua simple en estos dos periodos. La dieta de crias posnatal (F ,
1, 20= 0.4347, P=0.0162) y la interaccion de ambos factores (F1, F2, 1, 20= 0.2594, P=0.6161)
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(Grafica7).

Largo
251 .
3 Cria control (C)

—~  20- I 1 Cria sacarosa (S
= == - (S)
E
5 15-
°
© .
£ 10
E L

0 T T

Control (C) Sacarosa (S)

Dieta materna

Gréfica 7. Largo del musculo iliococcigeo. Se muestra la media + e.e Se observa una disminucion en
el largo del masculo iliococcigeo en los grupos provenientes de madres que consumieron agua con
sacarosa durante la gestacién y lactancia respecto a los grupos provenientes de madres que
consumieron agua simple. ANOVA de dos vias p<0.01 (n=6/grupo).

El ancho del masculo iliococcigeo no se vio modificado en los grupos provenientes de madres
que consumieron agua con sacarosa durante la vida prenatal y durante la lactancia respecto a
los grupo provenientes de madres que consumieron agua simple (Dieta materna; F 11 2=
3.877, P= 0.0630); (Dieta de crias posnatal F ,, 1, 2= 1.332, P=0.2620) y la interaccion de
ambos factores (F1 F7, 1, 20= 0.4438, P=0.5129) (Gréfica 8).
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Gréfica 8. Ancho del musculo iliococcigeo. Se muestra la media £ e.e No hay diferencia significativa
p>0.05 ANOVA de dos vias, pos hoc de Bonferroni. CC (Madre Control — Crio Control), CS (Madre
Control — Crio Sacarosa) SC (Madre Sacarosa — Crio Control) y SS (Madre Sacarosa — Crio Sacarosa)
(n=6/grupo).

7.6 AREA TRANSVERSAL DE LAS FIBRAS MUSCULARES

No se encontraron diferencias significativas en el area transversa de las fibras del musculo
iliococcigeo en el grupo que consumid agua azucarada al 5% durante el periodo prenatal y
posnatal (dieta materna prenatal F 1 1 0= 3.725, P= 0.0679); (Dieta de crias posnatal F 1 20=
3.442, P=0.0783). Tampoco se encontraron interacciones entre los factores analizados (F;, F»,
1, 20= 0.3388, P=0.5670), sin embargo, cualitativamente existe una tendencia a aumentar el
area transversal de las fibras en los musculos de los individuos de los dos grupos provenientes

de las madres que consumieron agua azucarada durante el periodo prenatal (Grafica 9).
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Gréafica 9.- Area transversal de las fibras musculares. Se muestra la media + e.e. (n=3/grupo)
p>0.05 ANOVA de dos vias pos hoc de Bonferroni. CC (Madre Control — Crio Control), CS (Madre
Control — Crio Sacarosa) SC (Madre Sacarosa — Crio Control) y SS (Madre Sacarosa — Crio Sacarosa)
(n=6/grupo).

En los histogramas de distribucion del éarea transversal de las fibras analizadas, se puede
observar que cada grupo de estudio muestra un incremento en el porcentaje de fibras con
mayor area transversal en el grupo que consumid agua con sacarosa al 5% en la vida posnatal
comparado con el grupo control (Grafica 11). Al realizar el analisis estadistico entre los
diferentes rangos solo sali6 estadisticamente significativo el bin de 3500 entre los crios que
provinieron de las madres que consumieron agua con sacarosa durante la gestacion y la
lactancia (dieta materna prenatal F 1 1 2=0.0454) (Dieta de crias posnatal F 1 20=0.0137) y la
interaccion de los dos factores (F1 F2, 1 20=0.0454) (Grafica 12). Asimismo se realizd un
histograma de frecuencias de distribucion mostrando los cuatro grupos en la misma gréafica
donde se observa en color rojo al grupo que consumio sacarosa durante toda la vida su grafica

se desplaza hacia la derecha hacia valores de rangos mayores. (Gréaficas 10-12).
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Gréficas 10. Gréficas de frecuencia de distribucién del area transversal de las fibras musculares.
CC (Madre Control — Crio Control), CS (Madre Control — Crio Sacarosa) SC (Madre Sacarosa — Crio
Control) y SS (Madre Sacarosa — Crio Sacarosa) (n=6/grupo).
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Gréficas 11. Histogramas de frecuencia de distribucidn. Se muestra la media + e.e ANOVA de dos
vias pos hoc de Bonferroni. CC (Madre Control — Crio Control), CS (Madre Control — Crio Sacarosa)
SC (Madre Sacarosa — Crio Control) y SS (Madre Sacarosa — Crio Sacarosa) (n=6/grupo).
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Histograma de frecuencia de distribucion
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Gréfica 12. Histograma de frecuencias de distribucion del area transversal de las fibras del
musculo iliococcigeo, se muestran los cuatro grupos de estudio. CC (Madre Control — Crio
Control), CS (Madre Control — Crio Sacarosa) SC (Madre Sacarosa — Crio Control) y SS (Madre
Sacarosa — Crio Sacarosa) (n=6/grupo).

7.7 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE COLAGENO

El porcentaje de area muscular ocupada por colageno no se ve modificada la expresion de
colageno en los grupos de estudio (Dieta materna prenatal F 1, 1, 0= 0.2884, P=0.5972; Dieta
de las crias posnatal F ; 1 20= 0.1589 P=0.6944) vy la interaccion de los dos factores (F1. 1. 20,
F2 120=2.532, P=0.1272); Grafica 14), sin embargo se observa que el grupo que consume agua
con sacarosa durante toda la vida tiene un comportamiento similar al grupo control, en
contraste con los grupos a los que se les invierte el tratamiento durante la vida posnatal, los
cuales muestran una tendencia a aumentar la cantidad de colageno presente en el
musculo.(Gréfica 13). Asimismo se muestra una imagen con microfotografias a aumentos de

10x y 40x de los cuatro grupos experimentales con la tincion tricrdbmica de Masson donde se
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observa de color azul la expresion de coladgeno dentro de las fibras musculares, los grupos que
presentan una mayor expresion son los grupos a los que se les invirtié la dieta en la etapa
posnatal (CS, SC), sin embargo el grupo que consumid sacarosa durante toda la vida se

comporta de manera similar al grupo control. (Figura 9)
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Graéfica 13. Porcentaje (%) de area muscular ocupada por coladgeno. Se muestra la media * e.e.
Diferencias significativas. ANOVA de dos vias (n=6/grupo).
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Figura 9. Microfotografias del musculo iliococcigeo tefiidas con la tincion Tricromica de Masson.
Aumentos de 10x la barra equivale a 100um y aumento de 40x la barra equivale a 50pum. En color azul
se muestra la expresion de colageno.
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8. DISCUSION

Nuestro grupo de trabajo se ubica dentro de las directrices de la hipotesis sobre los origenes de
la salud y de la enfermedad, antes Ilamada teoria de Barker o programacion fetal que es la
respuesta a cambios especificos en el organismo de los mamiferos durante un periodo critico
del desarrollo que altera la trayectoria de la calidad del desarrollo tanto cualitativa-,
cuantitativamente o ambas dando como resultado efectos persistentes en la vida adulta
(Nathanielsz y cols. 2007). Hasta el momento se conoce que la nutricion materna durante la
gestacién es de vital importancia para el desarrollo del mdsculo esquelético ya que durante
esta etapa se da el primer flujo preferencial de nutrientes hacia drganos de vital importancia
metabolica como el cerebro, higado y musculo esquelético, Barker en (2008) describié que
tanto el cerebro como el masculo esquelético son tejidos que se restringen en crecimiento bajo
una desnutricion materna y por lo tanto se asocia con un bajo peso al nacimiento, ademas que
estos efectos pueden no ser solo visibles al nacimiento sino que pueden expresarse a lo largo
de las diferentes etapas de la vida, asimismo estudios en diferentes modelos animales
incluyendo los humanos se ha visto que cambios en la nutricion durante la gestacion producen
un crecimiento desproporcionado de algunos tejidos mientras que en otros se inhibe el
desarrollo completo (Widdowson y McCance 1974) en el tejido muscular especificamente se
ha descrito una relacion entre una disminucion en el desarrollo de la masa muscular con la
aparicion de enfermedades crénicas como la diabetes tipo 2, hipertension y enfermedades
cardiovasculares (Barker y cols. 2004). Los resultados en nuestro modelo de estudio muestran
que el consumo de agua azucarada durante la gestacion y la lactancia no modifica ninguno de
los pardametros morfométricos de las crias, lo que evidencia que no existe una restricciéon de
crecimiento en estos periodos criticos del desarrollo en nuestro modelo animal; sin embargo,
al dia 21 postnatal, cuando se realiza el destete y se forman los cuatro grupos experimentales
se observa una ganancia de peso en los grupos que consumieron agua azucarada al 5% en la
vida posnatal respecto a los grupos que consumieron agua simple al final del tratamiento. En
cuanto al consumo de agua y alimento se observo una disminucién en la ingesta de alimento
solido y un aumento en la ingesta de agua en los grupos que consumieron agua con sacarosa al

5% respecto a los grupos que consumieron agua simple en la vida posnatal, ademas se observé
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de esta manera que el grupo consume agua azucarada al 5% tiene tendencia a aumentar de
peso.

En cuanto al peso y ancho del muasculo iliococcigeo no fueron modificados por el consumo de
agua con sacarosa al 5%, sin embargo, el largo del masculo iliococcigeo disminuyo en tamafio
en los grupos provenientes de madres que consumieron sacarosa al 5% durante la gestacion.
Esto sugiere que este tipo de dietas durante etapas importantes del desarrollo como la
gestacion, ocasionan cambios en la musculatura estriada que perduran a lo largo de la vida,
esto es debido a que la mayoria de las fibras musculares se forman durante esta etapa y, por lo
tanto su desarrollo es vulnerable a la mayoria de las perturbaciones incluyendo la deficiencia
de nutrientes (Zhu y cols. 2004).

En las caracteristicas histologicas evaluadas en el musculo iliococcigeo no se encontraron
diferencias en el area transversal de las fibras musculares provenientes de los tres grupos de
estudio respecto al grupo control, sin embargo se observa una tendencia a aumentar en el
grupo que consumiod agua con sacarosa desde la gestacion hasta la vida adulta, esto coincide
por lo reportado por Pantalao y cols. (2010), lo cual pudiera deberse a un aumento en la
acumulacion de lipidos intramiofibrilares o un aumento en la cantidad de colageno, ya que la
mal nutricion modifica el desarrollo de las fibras musculares debido a que favorece la
formacion de adipocitos intramusculares y la fibrogénesis (Du y cols. 2010). Esto se debe a
que los adipocitos y las células musculares provienen de un tipo de célula progenitora en
comun, las cuales son sensibles a diferentes factores provenientes del medio externo
incluyendo la nutricién, de esta manera existen diferentes proteinas que interfieren en el
desarrollo del masculo esquelético como son Wingless e Int (Wnt) donde la sobrerregulacion
de Wnt promueve la miogénesis y la desregulacion promueve la adipogénesis (Du y cols.
2010).

Se ha descrito que la sobrenutricion materna durante la gestacion incrementa el contenido de
colageno asi como su infiltracion en las fibras musculares (Du y cols. 2010), por tal motivo se
evalud la cuantificacion de la expresion de colageno, ya que su incremento se ha relacionado

con procesos patolégicos como la fibrosis, sin embargo, nuestros resultados muestran que no
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existe un aumento estadisticamente significativo en la cantidad de colageno entre los tres
grupos experimentales respecto al grupo control. Aun con lo anterior, pudo observarse un
cambio dréastico en el aumento de colageno en aquellos grupos a los que se les invirtio la dieta
en la etapa posnatal, lo cual pudiera deberse a un desbalance en la adaptacion previa que se
favorecio durante la gestacion, indicando que la gestacion predispone los mecanismos
moleculares y celulares dependiendo de los factores que influyen sobre la madre durante este
periodo critico, estos cambios permiten la sobrevivencia de la descendencia al momento ya
que el feto maximiza las oportunidades inmediatas para sobrevivir dando una respuesta ante
un ambiente intrauterino adverso, estas adaptaciones fisiologicas surgen durante la gestacion y
pueden ser benéficos a corto plazo pero al mismo tiempo mal adaptativos a largo plazo en la
vida posterior (Sloboda y Vickers 2011). Sin embargo, cuando esa descendencia se enfrenta a
un segundo reto en la vida posnatal que fue diferente al reto que enfrentaron durante la
gestacién estos mecanismos compensatorios ahora se ven desregulados generando alteraciones
en tejidos encargados principalmente del metabolismo. De acuerdo a los resultados obtenidos
se observd que el grupo que consumid sacarosa durante la vida prenatal y en la vida posnatal
hasta la edad adulta se comporta de manera similar al grupo control en la cuantificacién de la
expresion de colageno, esto se relaciona con el proceso de adaptacion de mecanismos
fisiol6gicos ante un primer reto en la gestacién y que en la vida posnatal al enfrentarse al
mismo reto al que estuvieron expuestos durante la gestacion favorecen que el organismo se
encuentre fisiolégicamente adaptado para controlar dicho estimulo de manera que no
comprometa sus funciones vitales. Esta hipotesis se ha conocido como respuesta predictiva
adaptativa (PARs) la cual se ha descrito como una respuesta ante un ambiente intrauterino
adverso el feto adapta un desarrollo fisiol6gico para maximizar las oportunidades inmediatas
para sobrevivir, entre las adaptaciones se encuentran el constante reinicio de puntos
especificos (set point) involucrados con el mantenimiento en el metabolismo, cambios en el

sistema endocrino y una desregulacion en el crecimiento (Sloboda y Vickers 2011)
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la importancia del factor nutricion y su vital

importancia para el buen desarrollo de los seres vivos durante la gestacién, ya que a partir de

la obtencion de nutrientes y la distribucion de los mismos a diferentes 6rganos de vital
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importancia son factores determinantes para contribuir a la determinacion de la funcién

especifica de diversos tejidos entre ellos el musculo esquelético.

En conclusion no se encontraron cambios estadisticamente significativos en el area transversal
ni en la cantidad de colageno sin embargo se observo una tendencia a un aumento en el area
transversal en el grupo que consumi6 agua con azucar al 5% durante la gestacion y la vida
posnatal lo cual no coincide con lo reportado por Xicohtencatl y cols (2015) en el mdsculo
pubococcigeo en el mismo modelo de estudio esto puede ser explicado por la peculiaridad del
tipo de musculo, ya que se el muasculo pubococcigeo se ha descrito que participa en funciones
de vital importancia fisioldgica tanto reproductiva como no reproductivas y que puede ser
modificado por factores como la castracion o la denervacion (Alvarado y cols. 2013; Lara y
cols. 2017) disminuyendo el area trasversal de las fibras musculares. Sin embargo poca ha sido
la literatura referenciada para el musculo iliococcigeo y solo se ha descrito que este musculo
participa en el movimiento y sostén de la cola (Poortmans y JJ Wyndaele M 1998), asimismo
se ha descrito como un musculo dimdrfico que participa en diferentes funciones, en machos se
ha visto su participacion en el reflejo uretrogenital que se describe como un simil de paso de
liquidos a través de la uretra y en hembras como el trabajo realizado por Martinez Gémez y
cols (1991) donde se describe la participacién del musculo iliococcigeo en el movimiento de la
cola, de la vagina y de la uretra asimismo su participacion en la posicion de lordosis. Desde el
punto de vista de la anatomia gruesa el musculo iliococcigeo se describe como un musculo
mas claro en color a comparacion del musculo pubococcigeo que se encuentra en colindancia
y que probablemente el musculo iliococcigeo tenga un papel fundamental en el apoyo
estructural del musculo pubococcigeo ya que de acuerdo a nuestros resultados obtenidos no se
observa una disminucion en el area transversal de las fibras como se observa en el masculo
pubococcigeo, sino que se observa una tendencia a aumentar, lo que sugiere que presente un
mecanismo compensador para apoyar al masculo pubococcigeo a realizar dichas funciones en

las que participa tanto reproductivas como no reproductivas.
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9. CONCLUSION

En conclusion se explica que la nutricion durante la gestacion es de suma importancia para el
optimo desarrollo del mdsculo esquelético, al igual que los musculos de las extremidades
superiores e inferiores y respiratorios los musculos del piso pélvico son susceptibles a
diferentes perturbaciones externas en este caso la nutricion, ya que puede modificar el arreglo
de las fibras musculares cambiando de esta manera la contraccion muscular y por lo tanto
comprometiendo las funciones vitales fisiologicas tanto reproductivas como no reproductivas

en la vida adulta.
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