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RESUMEN

En vertebrados, los estrogenos participan en diferentes funciones del musculo estriado que
incluyen el metabolismo, la mecanica contractil y la regeneracion muscular. Todas estas son
fundamentales para la contraccion muscular. La mayoria de esta informacion proviene de
estudios realizados en musculos de las extremidades y desconoce acerca de los efectos
estrogénicos ejercidos sobre musculos estriados del area pélvica que cumplen funciones

relevantes.

Resulta contradictorio pues la terapia de reemplazo hormonal basada en estrogenos ha sido
utilizada frecuentemente para tratar algunas disfunciones relacionadas con alteraciones de
musculos del area pélvica en mujeres, como la incontinencia urinaria de esfuerzo. En la
controversia actual a la idoneidad de esta terapia estrogénica, existe la necesidad de generar
conocimiento basico que contribuya en la elaboracion de hipdtesis mas precisas acerca de los
efectos que los estrogenos ejercen sobre la estructura y funcién de musculos estriados del

area pélvica.

Los musculos estriados del piso pélvico, pubococcigeo e iliococcigeo, participan en procesos
reproductivos y excretores. La importancia de dicha musculatura es sefialada por diversas
patologias ocasionadas por su disfuncion, entre ellas la incontinencia urinaria de esfuerzo.
La IU es una patologia comin en mujeres postmenopausicas debido a la disminucion de

estrogenos. Sin embargo, existen efectos secundarios adversos.
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ANTECEDENTES
Tejido Muscular

El musculo es un tejido dindmico, dependiente del equilibrio entre la sintesis y la degradacion

de proteinas, que contribuye a multiples funciones corporales (Frontera & Ochala, 2015).

Hay tres tipos tejidos musculares: esquelético, cardiaco y liso, y difieren entre si en su
anatomia microscopica, localizacion y control con participacion del sistema nervioso y del

sistema endocrino (Tortora, 2000).

Los musculos cumplen cuatro funciones claves mediante la contraccidon sostenida y la
relajacion alternante: produccion de movimientos corporales, estabilizacion de la posicion
del cuerpo, almacenamiento y movilizacién de sustancias dentro del cuerpo y generar calor

(Tortora, 2000; Wolfe, 2006).

El tejido muscular tiene cuatro propiedades que permite funcionar y contribuir a la
homeostasis (Tortora, 2000). Excitabilidad eléctrica, contractilidad, extensibilidad y
elasticidad (Tortora, 2000; Wolfe, 2006)). Es responsable del movimiento de los organismos
y de sus 6rganos. La funcion de la mayoria de los musculos se centra en la produccion de

movimientos de manera eficaz (Wolfe, 2006):(Tortora, 2000).

Musculo esquelético

El musculo esquelético es un 6rgano independiente compuesto por cientos o miles de células
denominadas fibras musculares (Tortora, 2000). Estd conformado de haces de células
musculares largas y cilindricas, las cuales estan rodeadas por tejido conectivo, denominados
endomisio, perimisio y epimisio (desde la parte interna a la mas externa) que brinda
elasticidad al musculo. (Figura 1) (Frontera & Ochala, 2015):(Thomas, 2013). Contribuye a
funciones importantes y entre la principal es convertir la energia quimica en energia mecéanica

para generar fuerza y como resultado mantener la postura, asi como la produccién de



movimientos que permiten participar en diferentes actividades cotidianas (Frontera &

Ochala, 2015; Wolfe, 2006).
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Figura 1. Estructura del musculo esquelético.



Se conforma de células musculares estriadas esqueléticas, son células muy alargadas
dispuestas en paralelo formando haces o laminas. Son células no ramificadas y presentan una
longitud que puede ir desde unos pocos mm a los 30 cm, con un didmetro de entre 10 a 100
pum. Son multinucleadas (sincitios: dos o mas ntcleos compartiendo el mismo citoplasma) y
sus nucleos se disponen en la periferia celular. El aspecto estriado de las fibras musculares
se debe a la disposicion especial de los filamentos de actina y miosina de su citoplasma,
conjuntamente denominadas miofibrillas, los cuales se organizan en haces paralelos al eje
principal de la célula. Las bandas oscuras corresponden a la superposicion entre filamentos
actina y de miosina, y las claras s6lo a filamentos de actina. Las células musculares, aunque
pueden incrementar y disminuir su tamafio (hipertrofia), no se suelen dividir en condiciones

normales (Frontera & Ochala, 2015; Ottenheijm & Granzier, 2010; Tortora, 2000).

El musculo esquelético proporciona un excelente modelo manejable para estudiar la
regeneracion y las funciones relativas metabolicas de las células después de una unica o

repetida serie de lesiones.

Musculos esqueléticos del piso pélvico de la rata

Los musculos estriados del piso pélvico forman un complejo funcional muy importante
excrecion y reproduccion. Forman una estructura similar a una hamaca que cierra la salida
pélvica y sostiene las visceras pélvicas para mantener su posicion (Ashton-Miller.,
2001). Los musculos pélvicos forman un soporte unido a la pelvis, el coccix, los ligamentos
pélvicos y los 6rganos vesicales (Wall., 1993). En ratas hembras, el pubococcigeo (mPc) y
el iliococcigeo (mlc) estan principalmente inervados por el nervio elevador del ano del

tronco L6-S1 (Bremer, Barber, Coates, Dolber, & Thor, 2003; Jiang & Damaser, 2011).

En la rata, un grupo de musculos del piso pélvico tiene una participacion activa y comprende

al musculo pubococcigeo (mPc), (mCc) e iliococcigeo (mlc) (Wyndaele & Poortmans, 2006).



Los musculos estriados del piso pélvico cumplen funciones relevantes para la excrecion y
reproduccion. El debilitamiento de estos, esta frecuentemente asociado con la distension a la
que se someten durante el parto, siendo un factor de riesgo importante para padecer
incontinencia urinaria de esfuerzo (IUE). Se sabe que el parto vaginal conduce a trastornos
del piso pélvico siendo multifactoriales e incluyen dafio a nervios (Snooks, Swash, Mathers,
& Henry, 1990) tejido conectivo (Rahn, Ruff, Brown, Tibbals, & Word, 2008):(Frontera &
Ochala, 2015; Memon & Handa, 2013) y musculos pélvicos lisos y estriados(Catanzarite et
al., 2018). Estudios clinicos sugieren que el trauma en los misculos del piso pélvico es el
resultado de demandas mecanicas durante el parto que exceden los limites fisiologicos
del musculo esquelético por una lesion muscular significativa en las extremidades ocurre de

manera cuando existe estiramiento muscular mayor >60% de la longitud (Catanzarite et al.,

2018).

El musculo pubococcigeo es el musculo estriado mas grande del suelo pélvico en la rata
hembra, se origina en la cara interna del hueso pélvico a nivel del acetdbulo y se inserta en
la tercera y cuarta vértebra caudal (Brink & Pfaff, 1980). Con motoneuronas que se
encuentran en los segmentos L6-S1 (Brink & Pfaff, 1980; Cuevas, Camacho, Alvarado,
Hudson, & Pacheco, 2006). Las motoneuronas de este musculo son activadas por reflejo
mediante una estimulacion mecanica (M. Martinez-Gomez, Chirino, Beyer, Komisaruk, &
Pacheco, 1992; Pacheco, Martinez-Gomez, Whipple, Beyer, & Komisaruk, 1989). El
iliococcigeo tiene su origen en el borde ventromedial del eje posterior a la muesca glutea a

nivel del acetdbulo (Poortmans & Wyndaele, 1998)
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Figura 2: Musculos pélvicos y perineales en la coneja (A), rata hembra (B) y en mujer (C)

La rata de laboratorio se ha utilizado frecuentemente para evaluar la organizacion y la funcion
de los musculos esqueléticos del piso pélvico (Cruz et al., 2011; Jiang & Damaser, 2011).Se
conoce que los musculos como el pubococcigeo e iliococcigeo se activan de manera refleja
durante la estimulacion genital, el movimiento de la cola y durante la fase de almacenamiento
de la orina en el proceso de la miccion (Cruz et al., 2011; M. Martinez-Gomez et al., 1992).
Ambos musculos estan inervados por el nervio elevador del ano a través de las ramas
iliocaudal (el mLc) y pubocaudal (el mPc) (Bremer et al., 2003)y estdn constituidos
principalmente por fibras de contraccion rapida e intermedia (tipos IIA y IIB) (Wyndaele &
Poortmans, 2006). Los musculos iliococcigeo y el pubococcigeo, muestran una contraccion

maxima (Bremer et al., 2003; Poortmans & Wyndaele, 1998).

Respuestas en la expresion de los receptores de estréogenos y Glut 4

El transportador de glucosa tipo 4 (Glut4) media hasta el 90% de la captacion de glucosa por
medio de la insulina en los musculos esqueléticos adultos, desempefia un papel importante
en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa (Richter & Hargreaves, 2013). La

sefializacion de la insulina promueve la translocacion de las vesiculas que contienen Glut4 al



sarcolema y facilita la expresion de Glut4 (Im, Kwon, Kim, Kim, & Ahn, 2007). Presenta
alta afinidad por la glucosa y se expresa en tejidos sensibles a la insulina, como el musculo
esquelético, el tejido adiposo o el corazon. Actualmente se sabe que la insulina estimula la
incorporacion del Glut4 a la membrana plasmatica a partir de vesiculas, incrementando el

transporte de la glucosa. (Im et al., 2007)

La insulina es una hormona muy importante para el metabolismo, regula el metabolismo de
los carbohidratos y la absorcion de glucosa en los tejidos sensibles a la insulina (Eckel,

Grundy, & Zimmet, 2005; Im et al., 2007).

Cuando la insulina se une a sus receptores, la insulina activa una cascada de fosforilacion que
involucra varias proteinas, entre ellas el sustrato receptor de insulina (IRS), fosfoinositido 3-
quinasas (PI3K), proteina quinasa B (Akt) y proteina quinasa activada por AMP (AMPK). ,
y conduce a la translocacion  del transportador de glucosa4  (Glutd) de
vesiculas citoplasmaticas a la membrana celular. Una vez anclado en la membrana
plasmatica, Glut4 permite el transporte de glucosa a la célula (Figura 3). Glut4 est4 altamente
expresado en el musculo, capaz de ser anclado a la membrana para facilitar el paso a la

captacion de glucosa inducida por la insulina (Karlsson et al., 2005).
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Figura 3. Cascada de sefializacion en la expresion de GLut4 en el musculo esquelético.

(Barros & Gustafsson, 2011)

El transportador de glucosa tipo 4 (Glut4) es una proteina blanco de acciones gendémicas y
no genomicas que los estrogenos ejercen en el musculo esquelético (Barros & Gustafsson,
2011). La funcién de Glut4 es responsable de la mayor parte de la captura de glucosa en el
musculo de individuos y su insercion en el sarcolema es dependiente de insulina(Gupte,
Pownall, & Hamilton, 2015). Sin embargo, la tasa de transporte de glucosa a las células
musculares estd limitada por la concentracion de Glut4 en la superficie de la célula (Barros,

Machado, Warner, & Gustafsson, 2006; Gupte et al., 2015).

No obstante, las acciones gendmicas favorecen la expresion de Glut4, las iniciadas por el
RE-alfa, pero no por el RE-beta (Barros R., 2011). En cambio, las acciones no gendmicas
iniciadas por el RE-alfa favorecen la translocacion de vesiculas de Glut4 del sarcoplasma al
sacolema mientras que las de RE-beta la impiden ((Barros et al., 2006; Gupte et al.,
2015))(Barros & Gustafsson, 2011), ciertamente la activacion del RE-alfa involucra
proteinas de sefializacion del receptor de insulina (Barros & Gustafsson, 2011). De manera
relevante, en estudios se observa mayor expresion de Glut4 en la fase proestro, cuando el
organismo tiene una concentracion elevada de estradiol sérico, asi mismo, se ha observado
una alta concentracion de insulina(Morimoto, Cerbon, Alvarez-Alvarez, Romero-Navarro,
& Diaz-Sanchez, 2001) y con un aparente incremento del contenido de glucdégeno en el mPc

pero no en el mlc de la rata hembra (Carrasco-Ruiz et al., 2018).

La activacion de receptores de estrogeno alfa (ERa) y beta (ERpP) ejerce efectos opuestos

sobre la regulacion de glucosa muscular (Foryst-Ludwig & Kintscher, 2010).

La expresion de Glut4 en la membrana depende en gran medida del ERa (Barros et al.,
2006). Es posible que las fluctuaciones hormonales y la disminucion de hormonas gonadales
por efecto de la ovariectomia podrian modular la capacidad de sintesis local y el metabolismo

de la glucosa.



Musculos pélvicos de la rata y sensibilidad a estréogenos

Los musculos estriados del piso pélvico cumplen funciones relevantes para la excrecion y
reproduccion (Barros et al., 2006; Margarita Martinez-Gomez et al., 2012). No obstante,
evidencia se percata y advierte sobre la relevancia del factor hormonal, particularmente los
estrogenos (Fritel, Ringa, Quiboeuf, & Fauconnier, 2012; Pereira et al., 2016). Si bien se
conoce que algunos musculos pélvicos expresan diversos subtipos del receptor de estrogenos

(RE) (Copas, Bukovsky, Asbury, Elder, & Caudle, 2001; Séderberg et al., 2007).

Las acciones estrogénicas en el musculo esquelético estriado se conocen con detalle; entre
ellas las relevantes para el metabolismo, la contractilidad y la regeneracion muscular, mismas
que pueden diferir entre distintos musculos. (Barros et al., 2006; Moran, Nelson, Landisch,
Warren, & Lowe, 2007). Durante los periodos perimenopausico y postmenopausico, hay un
notable descenso en la fuerza muscular que puede revertirse mediante la terapia de reemplazo
hormonal (TRH), lo que sugiere que los estrogenos y la progesterona son moduladores

importantes de la fisiologia muscular (Phillips., 1993).

Estudios recientes proponen que los cambios hormonales tienen un efecto sobre la capacidad
del musculo esquelético para regular su plasticidad y su masa(McClung, Davis, Wilson,

Goldsmith, & Carson, 2006).

El musculo esquelético es un tejido sensible a esteroides sexuales, ya que expresa receptores
para andrégenos y estrogenos (Glenmark et al., 2004). Se desconocen los mecanismos por
los cuales E2, a través de sus acciones sobre el musculo, regula el metabolismo. Sin embargo
datos sugieren que el E2 es beneficioso para la sensibilidad a la insulina, y est4 relacionado

con la resistencia a la insulina (Livingstone., 2002).

A nivel celular, E2 debe unirse a los receptores de estrogeno (RE) para ejercer sus efectos. En
respuesta al tratamiento con E2, los receptores de estrogenos autorregulan su expresion para
mantener la funcién fisioldgica normal (Bagamasbad & Denver, 2011; Glenmark et al.,
2004). Se han identificado varios tipos de RE, incluidos los receptores nucleares ERa y ERf,
y el receptor de membrana GPR30 (Wibowo, Calich, Currie, & Wassersug, 2015). Estudios

en roedores hembras sugieren que la privacion de hormonas puede alterar



la autorregulacion de los receptores de estrogenos en algunas areas del cerebro que estan
involucradas con el comportamiento sexual y la cognicion, (Bohacek & Daniel, 2009;
Wibowo et al., 2015), asi como en los musculos del piso pélvico. Los ER se expresan en

estos tejidos (Wibowo et al., 2015), lo que sugiere que E2 puede modular sus funciones.

Las hormonas esteroides desempefian un papel fundamental en el desarrollo, en la fisiologia
y el comportamiento. El modo clasico de sefializacion de estas hormonas es a través de la
union a sus receptores nucleares afines (RN), factores de transcripcion que son activados por
un ligando que regulan la transcripcion en un subconjunto de genes expresados por una célula
(Bagamasbad & Denver, 2011; Glenmark et al., 2004). Al unirse el ligando, los receptores
nucleares experimentan un cambio conformacionaly que resulta en la liberacién de
componentes del complejo chaperén, siendo una secuencia de localizacion nuclear, cuando
ocurre la translocacion al nicleo se asocian con la cromatina y regulan la transcripcion de

genes (Mangelsdorf et al., 1995).

Las principales hormonas estrogénicas que biosintetiza el organismo son: el estradiol, la
estrona y el estriol (Figura 4). El sitio principal de biosintesis de los estrogenos es la célula
de la granulosa del ovario a partir de colesterol y andréogenos como intermediarios. Los
estrogenos, son hormonas esteroides que controlan una gran variedad de procesos
fisioldgicos entre los que se encuentran los reproductivos y los no reproductivos (Jellinck,

Lee, & McEwen, 2001; Mangelsdorf et al., 1995).
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Figura 4. Hormonas estrogénicas. (Espinoza. 2011)

El estradiol (E2) es considerado mas que una hormona reproductiva femenina. Esta actia de
manera casi ubicua en el cuerpo humano, estd involucrado en procesos fisiologicos y
patologicos tanto en hombres como en mujeres, es conocido para modular la sensibilidad a
la insulina y, asi mismo la homeostasis de la glucosa, pero los mecanismos ain no se

entienden claramente (Barros et al., 2006).

Con la pérdida reduccion de los niveles séricos de estradiol asociada con la falla ovarica, la
capacidad de generacion de fuerza de los musculos de los miembros posteriores disminuye
(Moran, Warren, & Lowe, 2006). Después de la sustitucion con E2, este baja en la fuerza se
recupera totalmente, mostrando que el E2 es una hormona que afecta la funcion del musculo

esquelético y la calidad (Moran et al., 2007, 2006).
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La ovariectomia (OVX) elimina la fuente principal de estas hormonas. Sin embargo, el estro
puede restablecerse mediante una variedad de regimenes de hormonas administradas

(Brandling-Bennett, Blasberg, & Clark, 1999).

Los ensayos de radiolingando e inmunohistoquimica realizados en muestras del complejo
muscular levador del ani (Brink & Pfaff, 1980), que incluyen los musculos coccigeos,
iliococcigeo y pubococcigeo apoyan la expresion del RE-alfa y sugiere que los musculos
pélvicos de la rata son sensibles a las acciones estrogénicas. Estos hallazgos sustentan la
participacion de los estrogenos en la plasticidad de la inervacion (Brink & Pfaff, 1980;
Cuevas et al., 2006), el metabolismo de la glucosa (Brink & Pfaff, 1980) y la morfologia de

los musculos pélvicos (Lara-Garcia et al., 2011: Alvarado et al., 2008).

Sin embargo, las diferencias en los niveles relativos de estrégenos pueden influir en la
expresion de Glut4 en el musculo pobococcigeo. Por lo tanto, hallazgos mencionados en ratas
ovariectomizadas tratadas con benzoato de estradiol, apoya la idea de que las acciones
estrogénicas estdn involucradas. En contraste, encuentran cambios en el musculo
pobococcigeo pero no en el iliococccigeo. Los hallazgos en este estudio sugieren que los
niveles altos de estradiol estan relacionados con una mayor expresion de Glut4 y el contenido
de glucogeno en el musculo pubococcigeo, pero no en el musculo iliococcigeo, aunque
ambos musculos expresan RE. Esta informacion apunta a que la participacion de acciones
hormonales ovaricas debe analizarse. (Carrasco-Ruiz et al., 2018). En la controversia actual
que envuelve a la idoneidad de esta terapia estrogénica. Asimismo, existe la necesidad a de
generar conocimiento basico que contribuya a informacion mas precisa acerca de los efectos
que los estrogenos ejercen sobre la estructura y funcion de los musculos estriados del area

pélvica.
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JUSTIFICACION

Los estrogenos juegan un rol importante en la regulacion de la fisiologia del aparato
urogenital inferior y han sido considerados como tratamiento de patologias que incluyen la
incontinencia urinaria de esfuerzo. Considerando que los estrogenos actuan a través de la
interaccion con diversos tipos de receptores, reconocemos que identificar la contribucion
particular de estos receptores es fundamental para conocer la relevancia de las acciones
estrogénicas en los musculos del piso pélvico. La participacion de la musculatura pélvica en
procesos reproductivos y excretores es de gran importancia. La terapia de reemplazo
hormonal basada en estrogenos ha sido utilizada frecuentemente para tratar algunas
disfunciones relacionadas con alteraciones de musculos del area pélvica en mujeres,
tales como la incontinencia urinaria. Aunque la evidencia sugiere que los receptores de
esteroides clasicos son capaces de mediar muchos de estos eventos. La identificacion y
caracterizacion de los receptores clasicos involucrados en estas respuestas son fundamentales
para nuestro entendimiento de estas rutas complejas. Conocer la regulacion metabdlica en
tejidos como los del piso pélvico resulta util, ya que pueden ser un blanco para terapias

hormonales basado en estrogenos para minimizar efectos secundarios.
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HIPOTESIS

La activacion del receptor de estrogenos tipo alfa modula el metabolismo de glucosa de los

musculos iliococcigeo y pubococcigeo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la relevancia de las acciones estrogénicas en el metabolismo de la glucosa en los

musculos iliococcigeo y pubococcigeo de la rata hembra.

Objetivos especificos

En ratas ovariectomizadas (OVX) administradas con estradiol (E2) y/o MPP (antagonista

selectivo del REa)), PHTTP (antagonista selectivo del RE) o el vehiculo de administracion:

1. Cuantificar la concentracion sérica de glucosa e insulina.

2. Determinar la expresion del transportador de glucosa tipo 4 en los musculos

iliococcigeo y pubococcigeo.

3. Cuantificar la concentracion de glucogeno en los musculos iliococcigeo y

pubococcigeo.

4. Determinar la expresion de REa y REP en los musculos iliococcigeo y pubococcigeo.
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METODOLOGIA

Los procedimientos experimentales descritos en este protocolo fueron aprobados por la
Comision Institucional del Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio del Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Animales

Se utilizaron 48 ratas de la cepa Wistar de 3 meses de edad alojadas individualmente en cajas
de polipropileno (37x27x16 cm) y mantenidas en condiciones invertidas de luz obscuridad
(L:D 12:12, encendido de luces a las 20.00 h), con acceso libre de agua y alimento. Las ratas
se distribuyeron aleatoriamente en un grupo control de ratas sacrificadas durante el diestro
(niveles basales de estradiol circulante) después de 2 ciclos regulares (C, n=8); y un grupo
sometido a ovariectomia bilateral (OVX, n=40). Al término de la cirugia se administro
diclofenaco (10 mg/kg, p.o., dosis unica) como procedimiento analgésico. Las fases del ciclo
estral del grupo C se determindé mediante citologia vaginal realizada diariamente entre las
09:30 y 10:00 h. Las ratas OVX recibieron un régimen de administraciéon de estradiol
(OVX+E2) que incremente la concentracion sérica de esta hormona en un rango fisioldgico
mediante inyecciones subcutaneas de 0.006 mM (dias 4-8 y 14-18 post-cirugia) y 0.003 mM
17beta-estradiol (dias 9-13 post-cirugia) diluido en DMSO (3:2, v/v) [24]. Las ratas restantes
del grupo OVX se administraron (s.c.) con el vehiculo de administracion del E2 bajo el
mismo régimen de administracion que las del grupo OVX+E2. Las ratas de estos grupos se

sacrificaron el dia 21 post-cirugia.

Las ratas OVX+E2 se dividieron en 2 grupos (n=8, c/u). Uno correspondié al grupo
OVX+E2. Otro fue tratado con el antagonista de RE-alfa (MPP, Sigma-Aldrich) para formar
el grupo OVX+E2+MPP; otro con el del RE-beta (PHTTP; Tocris) para formar el grupo
OVX+E2+PHTTP. El MPP se administr6 a una dosis de 100 ug/kg (s.c.), el PHTTP a 200

ug/kg (s.c.) de acuerdo con estudios reportados por otros autores [25, 26]. Los tres farmacos,
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o el vehiculo de administraciéon que corresponda (DMSO), se administré cada 24 h,
simultdneamente a la administracion de estradiol, fue a partir del dia 4 y hasta el dia 20 post-

ovariectomia.

Se obtuvo la sangre mediante puncion cardiaca para posteriormente obtener el suero
sanguineo mediante centrifugacion, se congelo inemdiatamente y se almacend hasta su
procesamiento. Se extirpo el utero, el musculo iliococcigeo y el pubococcigeo, y se registrd
el peso humedo. Posterior a su extraccion, cada musculo izquierdo se congeld
inmediatamente y se almaceno a -80° C hasta su procesamiento para cuantificar la expresion
de transportadores de glucosa y el contenido de glucogeno. Los musculos derechos se
congelaron con isopentano en una mezcla de hielo seco:acetona inmediatamente después de

su extraccion para preservar la actividad enzimatica de cada musculo.

METODOS

Cuantificacion de analitos séricos (estradiol, glucosa, insulina)

La concentracion de insulina en suero se midio6 siguiendo las instrucciones del fabricante del
kit (cat. 10-1250-01, Mercodia). Las determinaciones se hicieron por duplicado. Los

resultados se expresaron como pUI/L.

La cuantificacion de glucosa se realiz6 usando un kit basado en el método de oxidacion de la
glucosa siguiendo las instrucciones del fabricante (Licon). Las determinaciones se hiceron

por duplicado a una absorbancia de 492nm con un espectrofotometro.

Inmunodeteccion en fase solida

Para la expresion de RE-alfa y Glut4se obtuvo extractos de proteinas totales. El tejido fue

homogenizado con un dispositivo electrénico en una solucion de buffer de lisis (0.02M Tris
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HCI pH 7.4, 0.1m NaCl, 0.1M glicina y Tx 0.1%) adicionandole un coctel de inhibidores de
proteasas (Sigma), ImM PMSF y 1 mM ditiotreitol. Los homogenados obtenidos fueron
centrifugados durante 30 min a 15000g a 4°C. Se recuper? el sobrenadante y se determind la
concentracion de proteinas mediante el método de Bradford. La separacion electroforética de
las proteinas se realizo utilizando geles de poliacrilamida y dodecil-sulfato de sodio (SDS-
PAGE) de acuerdo al método de Laemmli (1970). Las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa usando el sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad). Las
membranas se incubaron con una solucién de 7% de leche descremada y 0.1% tween-20 en
TBS (Tris-HCI pH 7.4, NaCl 150 mM) por 60 min a temperatura ambiente, para evitar
uniones inespecificas de los anticuerpos. Las membranas se incubaron durante 16-18 h a 4°C,
con el anticuerpo primario que corresponda diluidos en leche descremada al 1% y 0.1%
tween-20 en TBS. Después de la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario (goat anti-rabbit goat y anticuerpo secundario goat
anti-mouse IgG-HRP sc-2005 (1-2000) acoplados a peroxidasa, Santa Cruz Biotechnology)
diluido en 1% de leche descremada y 0.1% Tween 20 en TBS, durante 2 h a temperatura
ambiente. Las bandas inmunorreactivas se revelaron utilizando un kit de
quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico,Pierce) y en un equipo de fotodocumentacion
de sefiales quimioluminiscente (MyECL, ThermoFischer). Se midieron mediante
densitometria con el programa ImageJ. Los resultados obtenidos se expresaron para cada uno

de los grupos en unidades arbitrarias.

Cuantificacion de glucégeno

El protocolo para cuantificacion de glucogeno fue adaptado del método usado en
publicaciones previas de otros autores (Passonneu 1974; Zhang 2012). Se utiliz6 una porcion
de musculo congelado y se hidrolizé usando HCL 2N y como control NaOH 2N, se agrego
el tejido y se homogenizo, se calent6 en un bafio maria hirviendo durante una hora y se agitd
cada 10 minutos, se centrifugo a 18 10000 rpm por 15 minutos. Para el protocolo se pesa la
porcién de musculo fue registrado. Para calcular la cantidad de glucogeno se utilizé la

formula citada por (Zhang 2012).
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Absorbancia (muestra) / Absorbancia (estandar) X Concentracion del estandar X Volumen

(estandar) x Volumen total/ Volumen (muestra)/ Peso de la muestra X 1000

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaran utilizando un analisis de varianza de una via. Para
identificar las diferencias estadisticas (P<0.05) se aplicara una prueba post-hoc de Newman-

Keuls. En todos los casos se usara el programa de andlisis estadistico Prism 5 para Windows
(GraphPad).
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RESULTADOS

Analisis de macrovariables

[

Veh E2 MPP PHTTP MPP+E2 PHTTP+E2
value

Peso del utero
(mg/100 g peso 134.9+37 385.7£77* | 247.8+91*#& | 168.2+51%& | 297.1+21*#& | 424.2+14* | <0.0001
corporal)

Peso corporal (g) | 288.9:9.9 | 254.8:8.8% | 272.7+11.8 | 273.847.9 | 246.7t5.2* | 353 74+66* | 0.0106

Ganancia de peso

(€] 20.7+42 | 203+7.7 23.143.6 25.543¢ 743.3 242+15¢ | 0.0014

Glucosa (mmol/L) | 8.5:0.5 6.7+0.7 7.4+0.9 6.6+0.9 4.6+0.6%* 740.5 0.0202

Insulina (pUI/L)Y | 74.3t2.4 | 78.415.8 69.3+2.6 65.7+3.9 7245.4 88+6.2 | 0.0253

MUSCULO PUBOCOCCIGEO

Peso (mg/1008 | 51,55 | 377479 35.2+8.2 33+4.7 39.3+6.3 | 34.7+8.6 0.2861
peso corporal)

Longitud (mm) 16.740.1 | 16.5+0.2 16.240.3 16.30.3 16.3+0.4 | 16.740.1 0.6488

Ancho (mm) 4.5+0.4 5.40.1 4.8+0.1 4.6+0.1 46401 | 4.8+0.1 0.4195

MUSCULO ILIOCOCCIGEO

Peso (mg/100g 143+2.3 | 20+3.9* 18.843.1 16.643.6 17.342.6 | 14.6+3.8% | 0.0075

peso corporal)

Longitud (mm) 126402 | 13.40.2 12.9+0.3 13.30.3 133402 | 13.140.2 0.9939
Ancho (mm) 3.540.1 3.6+0.1 3.440.1 3.30.1 3.6+0.1 | 3.5¢0.1 0.3624

Tabla 1. Los datos muestran la media =+ e.e, n=8; para el grupo MPP+E2, n=7. VSe tuvo una
n=7, excepto para MPP+E2, n=6. La comparacion entre grupos se realizo utilizando una
prueba ANOVA de una via seguido de una prueba de Newman-Keuls para identificar
diferencias significativas (P<0.05) entre grupos. Veh: Vehiculo, E2: Estradiol, MPP:
Antagonista de Receptor de Estrogenos Alfa, PHTTP: Antagonista de Receptor de
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Estrogenos Beta, MPP+E2: Antagonista de Receptor de Estrégenos Alfa + Estradiol,
PHTTP+E2: Antagonista de Receptor de Estrégenos Beta + Estradiol.

La Tabla 1 muestra las macrovariables analizadas a partir de los diferentes grupos
experimentales. El peso corporal cambid significativamente entre estos grupos. En
comparacion con el grupo OVX+Veh, el peso promedio de los grupos E2, E2+MPP, y
E2+PHTTP disminuyo6 significativamente (P<0.05 para cada comparacion). La ganancia de
peso corporal también cambi6 entre los distintos grupos; las diferencias significativas se
limitaron a las siguientes comparaciones: E2 vs. PHTTP (P<0.05), E2 vs. PHTTP+E2
(P<0.05), MPP+E2 vs. PHTTP (P<0.01) y MPP+E2 vs. PHTTP+E2 (P<0.01). El peso
normalizado del tero (mg/100 g peso corporal) también cambi6 significativamente entre los
grupos. En comparacion con el grupo Veh, se observaron incrementos significativos en los
grupos E2 (P<0.0001), MPP (P<0.05), MPP+E2 (P<0.01) y PHTTP+E2 (P<0.0001). En
comparacion con el grupo E2 se encontraron reducciones significativas en los grupos MPP
(P<0.01), PHTTP (P<0.0001) y MPP+E2 (P<0.05). En comparacién con el grupo MPP se
observd un incremento significativo en el grupo PHTTP+E2 (P<0.001); también se
observaron incrementos significativos para las comparaciones PHTTP vs. MPP+E2 (P<0.05)
y PHTTP vs- PHTTP+E2 (P<0.0001), asi como para la comparacion MPP+E2 vs.
PHTTP+E2 (P<0.05).

No hubo diferencias significativas en cuanto al peso normalizado y las dimensiones
del musculo pubococcigeo de los diferentes grupos (Tablal). En cuanto al musculo
iliococcigeo, se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales s6lo en
cuanto al peso normalizado, que increment6 significativamente al comparar los grupos E2

vs. Veh y disminuy6 al comparar los grupos E2 vs. PHTTP+E2 (Tabla 1).

La concentracion de glucosa sérica fue significativamente diferente entre los grupos
experimentales (Tabla 1). Al respecto, la concentracion del grupo MPP+E2 fue
significativamente menor que la del grupo Veh. La concentracion de insulina fue
significativamente distinta entre los grupos experimentales (Tabla 1). En comparacion el
grupo PHTTP+E2, las concentraciones de los grupos MPP y PHTTP fueron

significativamente menores (P<0.05).
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Concentracion de estradiol sérico

La concentracion de estradiol sérico cambid significativamente entre los diferentes
grupos experimentales. En comparacion con el grupo Veh, los grupos E2, MPP+E2 y
PHTTP+E2 incrementaron significativamente (Fig.6), mientras que la del grupo PHTTP fue
significativamente menor que la de los grupos MPP+E2 y PHTTP+E2.
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Figura 6. Concentracion sérica de estradiol en los diferentes grupos experimentales. Los
valores son la media + E.E. (n=6 para los grupos E2 y MPP; n=5 para los grupos restantes).
Los datos fueron normalizados utilizando la funcion logl10 y después se analizaron con un
ANOVA de una via seguida para detectar diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos
experimentales. Para identificar las diferencias significativas entre pares de grupos se utilizd

una prueba de Newman-Keuls. *, P<0.05; P<0.01.
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Expresion del transportador de glucosa tipo 4 (Glut4)

La expresion relativa de Glut4 en el mlc y el mPc se cuantifico normalizando la

densidad optica de la banda detectada alrededor de 50 kDa contra el carril correspondiente a

la membrana tefiida con rojo de Ponceau (Fig.9).
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Figura 7. Expresion relativa de Glut4 en los musculos puboccocigeo (mPc) e iliococcigeo

(mlc) en los grupos experimentales. La expresion de Glut4 se encuentra alrededor de los 50

kDa en ambos musculos. La expresion se normaliz6 contra Rojo de Ponceau.
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La expresion de Glut4 en los musculos pubococcigeos muestra diferencias
significativas entre los grupos experimentales, el musculo ilicoccigeo no muestra diferencias

significativas.
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Figura 8. Cuantificacion de la expresion relativa de Glut4 de los musculos mPc y mlc en los
diferentes grupos experimentales Los datos se analizaron con un ANOVA de una via para
detectar diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos experimentales (n=6 por grupo).
Para identificar las diferencias significativas entre pares de grupos se utilizoé una prueba de

Newman-Keuls. *, P<0.05; P<0.01.
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Contenido de glucégeno en el mPc y el mlc

La concentracion de glucégeno en el musculo pubococcigeo e iliococcigeo muestra

diferencias significativas entre los grupos experimentales.
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Figura 9. Concentracion de glucogeno en los musculos (A) pobococcigeo e (B)

iliococcigeo en los diferentes grupos. Para determinar diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (P<0.05) se utiliz6 una prueba ANOVA de una via seguido de una

prueba de Newman-Keuls; n=7-8 ratas por grupo.(*P<0.05, **P<=0.01).
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Expresion de receptor de estrogenos alfa (RE-a)

Se observo la expresion del receptor de estrogenos alfa en los musculos pobococcigeo e
ilecoccigeo en los diferentes grupos, en el mPc fue mayor en el grupo administrado con

estradiol. La expresion del RE-a en el mlc no mostro diferencias entre grupos.

mPc mic
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Figura 10. Expresion relativa de receptor de estrogenos alfa en los musculos puboccocigeo
(mPc) e iliococcigeo (mlc) en los diferentes grupos experimentales. La expresion de RE-a se
encuentra alrededor de los 65 kDa en ambos musculos. La expresion se normaliz6 contra

Rojo de Ponceau.
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Cuantificacion de la expresion del receptor de estrégenos alfa en el mPcy milc

La expresion de RE-a en los musculos pubococcigeo muestra diferencias significativas

entre los grupos experimentales, el musculo ilicoccigeo no muestra diferencias significativas.
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Figura 11. Cuantificacion de la expresion relativa del receptor de estrogenos alfa de los
musculos mPc y mlc en los diferentes grupos experimentales. Los datos se analizaron con un
ANOVA de una via para detectar diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos
experimentales (n=8 por grupo, excepto para MPP, n=6, y MPP+E2, n=7). Para identificar
las diferencias significativas entre pares de grupos se utilizé una prueba de Newman-Keuls.

*, P<0.05; P<0.01.
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Expresion de receptor de estrogenos beta (RE-f})

Se observo la expresion del receptor de estrégenos beta en los musculos
pobococcigeo e ilecoccigeo en los diferentes grupos, en el mPc fue mayor en el grupo
administrado con vehiculo. La expresion del RE-B en el mlc no mostrd diferencias entre

grupos.
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Figura 12. Expresion relativa de receptor de estrogenos beta en los musculos puboccocigeo
(mPc) e iliococcigeo (mlc) en los diferentes grupos experimentales. La expresion de RE-3 se
encuentra alrededor de los 50 kDa en ambos musculos. La expresion se normaliz6 contra

Rojo de Ponceau.
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Cuantificacion de la expresion del receptor de estrégenos beta en el mPc y mlc

La expresion de RE-f en los musculos pubococcigeo muestra diferencias significativas

entre los grupos experimentales, el musculo ilicoccigeo no muestra diferencias significativas.
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Figura 15. Cuantificacion de la expresion relativa del receptor de estrogenos beta de los
musculos mPc y mlc en los diferentes grupos experimentales Los valores representan el
promedio+S.D. (n= 6 animales por grupo). Para determinar diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (P<0.05) se utiliz6 una prueba ANOVA de una via seguido de

pruebas de Fisher LSD; n=6-8 ratas por grupo. (*P<0.05).
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DISCUSION

Los hallazgos de esta tesis demuestran que la activacion del receptor de estrogenos tipo alfa
modula el metabolismo de glucosa en el musculo pobococcigeo pero no el iliococcigeo.
Ademas, nuestros hallazgos sugieren que existe una posible relacion entre las acciones

endocrinas de los estrogenos y la modulacion de la glucosa en ambos musculos.

Niveles de estradiol sérico

Los cambios hormonales femeninos en periodos como la pubertad, embarazo o menopausia
se han asociado con patologias del AUI (Aikawa et al., 2003). Los efectos gonadales son
importantes para el organismo. Los ovarios son la fuente principal de hormonas como
progesterona, testosterona y estradiol en mamiferos hembras (Arlt, 2006), su eliminacion
reduce los niveles circulantes de estas hormonas. (Feng y cols., 2004; Moran et al., 2007). Se
ha descrito que después de la ovariectomia aumenta el peso corporal (Moran et al., 2006;
Suzuki & Yamamuro, 1985) y en el musculo pobococcigeo aumenta el area transversal de
las fibras (Lara-Garcia et al., 2011). En la rata, se ha observado una disminucion de un 63%
posterior a la OVX (Kim et al., 2004). Asi mismo cuatro semanas después de la ovariectomia,
(Kim et al., 2004; Shinoda, Latour, & Lavoie, 2002) reportan que la concentracion sérica de
E2 disminuye en un 27%. De acuerdo con los datos publicados por otros autores, nuestros
resultados coinciden en que existe una disminucion de los estrogenos circulantes cuatro

semanas después de la OVX.

En el grupo OVX+E2 hay un incremento en la concentracion de estradiol sérico con
respecto al grupo control, mientras que al grupo administrado solo con el antagonista beta
PHTTP la disminucion es aproximadamente cuatro veces menor con respecto al grupo
administrado con E2, por lo tanto el tratamiento con E2 evita los efectos promovidos por la

ovariectomia.
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Respecto al peso corporal hay una incremento de peso el grupo Vehiculo en comparacion al
grupo administrado con MPP+E2, de acuerdo a ganancia de peso se observaron diferencias
entre los grupos M+E2 y PHTTP, por lo que se reafirma que la ovariectomia aumenta el peso

corporal (Moran et al., 2006; Suzuki & Yamamuro, 1985).

Metabolismo de glucosa

Se ha demostrado que la modulacién dada por estrégenos influye en la regulacion
metabolica de la actividad enzimatica de glucosa en el musculo levador ani (Knudsen & Max,
1980). No obstante, es necesario conocer sobre la regulacion metabolica de los carbohidratos

en la musculatura pélvica y con ello obtener indicadores de interés para evaluar su funcion.

La insulina es la hormona mas importante para regular el metabolismo de glucosa en
tejidos sensibles a la insulina, es decir, el musculo esquelético (Eckel et al., 2005) inicia una
cascada de sefalizacion que da como resultado la translocacion de las vesiculas que contiene
el transportador de glucosa tipo 4 a la membrana plasmatica para la captura de glucosa (Zhou
etal., 1999). Estudios mencionan, que entre los factores de riesgo para padecer incontinencia
urinaria se encuentra la disminucion de los niveles hormonales durante la menopausia (Lu,
Zhang, Zhang, & Shao, 2016; Zhou et al., 1999) y problemas relacionado con glucosa (Hsu
et al., 2014; Lu et al., 2016; Zhou et al., 1999). Por ello se decide medir Glut4 ya que se

considera como blanco metabdlico de estrégenos.

Los resultados muestran la expresion de Glut4 en el masculo pobococcigeo e iliococcigeo,
los datos apoyan que los niveles altos de estradiol pueden aumentar la expresion de Glut4 en
el pobococcigeo, entre los grupos que mostraron mayor expresion fue el administrado con
estradiol en comparacion al administrado con el antagonista alfa MPP, sin embargo al
administrar un antagonista con estradiol se puede observar que su expresion incrementa, que
al solo ser administrado con el antagonista que silencia la expresion, mientras que en el

iliococcigeo la expresion fue similar entre los grupos (Barros, Gabbi, Morani, Warner, &
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Gustafsson, 2009; Carrasco-Ruiz et al., 2018). Los mecanismos implicados en la modulacién
de Glut4 deben estudiarse a través de la activacion de los receptores de estrogenos. La
diferencia que presentan los musculos podria deberse por la proporcion entre los subtipos de
receptores de estrogenos expresados en los musculos pobococcigeo e iliococcigeo(Barros et
al., 2009; Carrasco-Ruiz et al., 2018). Es importante tener en cuenta que la expresion de
Glut4 en los musculos es dada por la activacion del receptor de estrogenos alfa que promueve,

mientras que la activacion del receptor de estrogenos beta lo reprime (Barros et al., 2009).

El incremento de glucdégeno en los muisculos puede ser reflejo del incremento en la expresion
de Glut4 (Carrasco-Ruiz et al., 2018; Castaneda et al., 2002). La enzima glucogeno sintetiza
se ve incrementada cuando existe mayor expresion de Glut4 (Holten et al., 2004). Por lo
tanto, los hallazgos actuales muestran que en el mPc existe mayor concentracion glucogeno
en el grupo administrado con E2 comparado al administrado con MPP, lo que apoya la idea
de que las acciones estrogénicas estan involucradas. En contraste, se observaron cambios del
contenido de glucogeno en el mlc en el grupo E2. Los hallazgos favorecen la propuesta de
que los musculos son sensibles a cambios hormonales, el contenido de glucdégeno puede

relacionarse a los niveles esteroides altos (Carrasco-Ruiz et al., 2018; Holten et al., 2004).

Sin embargo los niveles bajos de estradiol se ven relacionado con una aumento de glucosa
en sangre (Narasimhan, Sampath, Jayaraman, & Karundevi, 2013). Los resultados muestran
la concentracion de glucosa sérica, en donde se observa concentraciones similares entre los
grupos experimentales aunque se podria observar un ligero aumento de la concentracion de
glucosa en el grupo administrado con vehiculo. Los hallazgos en este documento sugieren
que los niveles altos de estradiol se ve relacionado con una mayor expresion de Glut4 y
contenido de glucdgeno en el musculo pubococcigeo, pero no en el musculo iliococcigeo,

aunque ambos musculos expresan receptores de estrogenos (Carrasco-Ruiz et al., 2018).
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Expresion del receptor de estrogenos alfa y beta

Para entender como el E2 puede modular el metabolismo de glucosa, es necesario
comprender el mecanismo dados por el E2 a través de sus receptores y los efectos que ejercen

(Barros et al., 20006).

Tras la unidén a E2, los receptores de estrogenos se activan actuando como moduladores
transcripcionales mediante union en elementos de respuesta de estrogenos en los genes
promotores(Barros et al., 2006; Nilsson et al., 2001). Debido a la variacién en la distribucion
de los receptores de estrogenos y el papel que desempenian el RE-a y RE- es un tema a

debatir para entender las distintas funciones bioldgicas (Barros et al., 2006).

En el musculo esquelético se ha descrito la presencia de RE-a como RE-f (Barros et al.,
2006) de igual manera en rata en los musculos pélvicos se corroboro la presencia de ambos
receptores (Carrasco-Ruiz et al., 2018). Uno de los primeros estudios para abordar las
diferentes acciones de RE se utilizd agonistas selectivos donde para RE-o causa una
proliferacion celular y los agonistas para RE-f inhiben el crecimiento celular(Helguero,
Faulds, Gustafsson, & Haldosén, 2005). Esta es una herramienta para comprender las
acciones individuales de los RE (Krege et al., 1998). En este trabajo utilizamos bloqueadores
selectivos para cada subtipo de receptor y evaluamos la respuesta de expresion. Los resultado
muestran la expresion de RE-a es mayor en el grupo administrado con E2, seguido por el
grupo administrado con PHTTP, con respecto a la expresion de RE-f es mayor en el grupo
administrado con MPP+E2, sin embargo en el mlc la respuesta de ambos receptores se
comport6 sin diferencias significativas. Sin embargo, estudios han demostrado que los RE-
a/-f tienen comportamiento, efectos distintos y en ocasiones opuestos (Carrasco-Ruiz et al.,
2018).
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Aporte biomédico

Nosotros utilizamos a la rata OVX como modelo de estudio para simular las condiciones
postmenopausicas y de esta forma conocer los efectos en la disminucion de los estrogenos
sobre la musculatura pélvica en particular en el mPc y mlc. En mujeres postmenopausicas se
ha correlacionado la aparicion IUE debido a la disminucion de los niveles séricos de E2. Se
ha reportado que los musculos del piso pélvico son importantes para la copula, el parto (Cruz
y cols. 2002) y la miccion (Corona y cols. 2009) estos musculos son sensibles a acciones
estrogenicas y es posible que la disminucién en los niveles séricos de E2 influya en esta
patologia, nosotros determinamos evaluar el metabolismo de glucosa a través de indicadores
y la expresion de Glut4 para esclarecer el rol que tienen en estos musculos cuando son
blancos para terapias de reemplazo hormonal (TRH).

Dada la controversia alrededor del uso de estrogenos seria importante esclarecer el papel que

juega dichos RE al ser modulado por estrogenos.
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CONCLUSION

Nuestros resultados indican que el incremento de la expresion de Glut4 ocurre en el musculo
pobococcigeo pero no en el iliococcigeo y que tal efecto requiere de la activacion del RE-

alfa.

En cambio, el contenido de glucogeno en ambos musculos incrementd en respuesta a la
administracién de estradiol y fue bloqueado al administrar antagonistas de RE-alfa y RE-
beta, para glucosa existe un aumento en la concentracion en respuesta a los niveles bajos de

estradiol.

Con respecto a la expresion de los receptores de estrogenos sugieren que Unicamente la

expresion del RE-alfa en el miisculo pubococcigeo es modulable por los niveles de estradiol.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo permiti6é conocer el efecto de la disminucion de los niveles circulantes de E2
sobre el transportador de glucosa tipo 4 (Glut4) en la musculatura pélvica y como esta

modulacion impacta en procesos metabolicos.

Al mismo tiempo me permite generar nuevas dudas y permite considerar temas para nuevas

investigaciones tales como:
Evaluar el efecto hormonal sobre las uniones neuromusculares de la musculatura pélvica.

Evaluar el efecto rapido de los estrogenos, pero ahora bloqueando el receptor membranal

GPR30.
Cuantificar las concentraciones hormonales de manera local en la musculatura pélvica.

Realizar experimentos pero ahora con extractos membranales y verificar la cantidad de

concentracion de la proteina Glut4.
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