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RESUMEN

En su mayoria la dieta cotidiana, se encuentra conformada por la ingesta de dietas ricas en
sacarosa, desde el afio sesenta. La evidencia clinica y epidemioldgica sugieren una asociacion
entre el alto consumo de azlcar utilizada cominmente en bebidas, con el incremento de
enfermedades metabdlicas como la obesidad, diabetes mellitus, problemas hepaticos y
alteraciones relacionadas con la fertilidad, por ello, el interés para realizar estudios sobre sus
efectos ha incrementado con el paso del tiempo.

Después del higado, el musculo esquelético, es el tejido donde se realiza la mayor oxidacion de
glucosa y de la grasa corporal. Por tal razon, los masculos desempefian un rol activo en la
regulacion de la concentracion de glucosa en plasma, captando glucosa por efecto de la insulina
o0 de la actividad contractil. Existe un grupo de musculos de suma importancia debido a su
actividad funcional, estos son los musculos que se encuentran en la cavidad pélvica como el
musculo pubococcigeo (mPc), el cual participa en funciones urinarias y sexuales.
Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se ha logrado demostrar que el elevado consumo de
sacarosa (30%), durante la infancia, afecta la organizacion histoldgica de algunos 6rganos como
el rifién, higado y los testiculos. Se desconoce si los musculos estriados del piso pélvico podrian
estar afectados por el elevado consumo de azlcares. El objetivo de este trabajo es determinar la
relacion del consumo de azucar durante ocho semanas, sobre la organizacién histologica de las
fibras del mPc en la rata macho. Para ello, se formaron dos grupos, el grupo control (C), que
consumi6 agua simple y el grupo experimental (A30), que consumio6 azucar refinada al 30%
diluida en el agua, durante ocho semanas. Ambos grupos consumieron agua y alimento ad
libitum, terminado el periodo del tratamiento las ratas fueron sacrificadas. Los datos se
analizaron aplicando la prueba estadistica t-student. No se encontrd diferencias en el peso
corporal, a pesar de que el grupo A30 aumento la ingesta de calorias totales. Sin embargo,
aumento el contenido de glucogeno en el mPc, el numero de fibras musculares glucoliticas
(rapidas), y hubo una disminucion en las fibras oxidativas (lentas) del mPc. Los resultados
sugieren que el consumo de azucar al 30% induce cambios histologicos en las fibras musculares

lo cual podria ocasionar problemas relacionados con la musculatura desde temprana edad.



INDICE

Contenido
1. INTRODUGCCION ...ttt ettt ettt sttt s bt e bt e beesbeesaeesaeeeateebeesbeesbeesaeesas 1
1.1 Prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios y adolesCentes...........ccocevererenenienienieineneneneeen 1
1.2 Consumo de Debidas AZUCAIadas...........c.coueerreirieirieireee et 2
1.3 MUSCUIO ESQUEIEBLICO.....c.veeeeeiecteeeeeteeteeee ettt ettt st e st e be b e s b e et e beesaesesreennas 3
1.4 Musculos que componen al PiSO PEIVICO........ccuivveeeieriieieieeetere et 4
1.5 MUSCUIO PUDOCOCCIGEO. ......eueviniieieiiieierieieste ettt sttt ettt b et ese st enes 4
1.6 FIDIA MUSCUIAT ....c.eeneeteeet ettt ettt st s b et a ettt eae b e sbe e nes 7
1.7 Diferenciacion de las fibras del musculo esquelético durante el desarrollo en larata................. 13
1.8 Efecto del azlicar sobre la musculatura eStriada...........cccceveerueirieinienineieeseeeeeeeeseeeseeea 15
2 ANTECEDENTES ... .ottt sttt ettt e bt e b e sae e st e st e e b e e beenes 18
B JUSTIFICACION ...ttt sns s tnsssanansssaneans 20
A HIPOTESIS ..ottt ettt e st se s e ssa s s s s san e st nesnessssssanenansaneans 21
B OBIETIVOS ...ttt st sttt e s bt e s ae e st e s abe s be e be e b e e sbeesaeesatesateebeenbeesaeesarenas 21
5.1 ODJELIVO GENEIAL ...ttt ettt esbe e e be s aeetesbeensesteeraentesreenns 21
5.2 ODJELiVO ESPECITICOS ...evveiecricieete ettt ettt e s be et e sae et e sbeensesteenaenbesanenes 21
B. METODOLOGIA ...ttt s st sa s s s senens 22
6.1 Manejo de 10S ANIMAIES ........ccviiveeieriieeee ettt sttt e e tesre e s e s reeseensessaensesneeneas 22
6.2 ProtoCoI0 de 18 dIBTa. ......c.ccviuiiiiieictc s 22
6.3 Histologia del mUSCUI0 PUDOCOCCIGEO ....veviveieeieiieieetieiecieste ettt ene s 22
6.4 Determinacion de GIUCOOENO .......ccueeueeiicieeieceeee ettt ettt ettt era et e et e beeanas 23
6.5 FOLOMICIOQIAfiaS . .vecviiieeeie ettt ettt st s be et e s beese e besasentesbeennas 24
6.6 ANAIISIS ESTAAISTICO. ...c.eviuietiieiiieie ettt 24
T RESULTADOS. ...ttt ettt sttt b et s bt sbe et e s bt ebt et e s bt ea b e bt satensesbeeabenbesaeens 25
7.1 Pardmetros de CrECIHMIENTO .......c.cueuiririeeeiirertet ettt ettt 25
A T o Lo I (=N o] TSRS 26
7.3 DeterminaCion de GIUCOGENO. .....cveveuieuieiieiesiesiese ettt e e esestestesseste e e e eneesessesseneens 27

8. DISCUSION. ...ttt bbb bbbttt s st st n s seenee 28



9. CONCLUSION

10. PERSPECTIVAS ...ttt sttt
12. GLOSARIO DE TERMINOS. ......cooviiiiiieieteisetesiesiesiesis e sa s



1. INTRODUCCION

1.1 Prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios y adolescentes
En México se ha reportado un rapido incremento en el consumo de bebidas caléricas (Barquera

y cols. 2012). Lo que conlleva a un incremento en las tasas de sobrepeso y obesidad en los nifios
y adolescentes, durante la tltima década, el cual se ha convertido en un problema importante de
salud publica, padeciendo sindrome metabolico, diabetes mellitus e hipertension arterial (Rivera
y cols. 2008). La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), evalud la prevalencia
de sobrepeso y obesidad en estas etapas de vida, y estos resultados pueden variar de acuerdo al
lugar de residencia, asi como el sexo. Para el 2016 ENSANUT reporté que la poblacién escolar
(5a 11 afios de edad), la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad fue de 33.2%, mientras
que para adolescentes de entre 12 y 19 afios la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad
fue de 36.3%. Para adultos de 20 afios y mas la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad
fue de (72.5%). La prevalencia de sobrepeso y obesidad es elevada, y alcanza a mas de un tercio
de la poblacion mayor de cinco afios (infantil). Principalmente se debe a los cambios
demograficos, culturales, econémicos, y ambientales los cuales han impactado de una manera
negativa en el estilo de vida asi como en el bienestar de la poblacion. Por lo que la incidencia

ha alcanzado cifras casi epidémicas (Aceves y cols. 2016).

La prevalencia de sobrepeso y obesidad en la mayoria de los paises industrializados y de
transicion ha incrementado en los ultimos afios. De acuerdo con la IOTF (International Obesity
Task Forcé) 200 millones de infantes que se encuentran en edad escolar padecen sobrepeso y
50 millones obesidad. Gracias a la informacion presentada en México desde el afio 1968, en la
encuesta de salud y nutricion (ENSANUT) se ha podido documentar el aumento del sobrepeso
y la obesidad en escolares y adolescentes de 12 a 19 afios (ENSANUT 2016). Alrededor del
20% aproximadamente 42.5 millones de infantes de entre 0 y 19 afios- de América latina
padecen sobrepeso u obesidad. Se calculo para el afio 2016, que mas de 41 millones de infantes

menores de 5 afios de todo el mundo padecen sobrepeso o eran obesos y esto fue asociado a la



disponibilidad de bebidas y alimentos procesados con elevado contenido de grasa, azUcar
refinada y sal (OMS 2016).

1.2 Consumo de bebidas azucaradas
La sacarosa que ingerimos de la dieta es fuente necesaria de glucosa para el organismo, éste es

un disacérido formado por una molécula de glucosa y una de fructuosa (Peinado y cols. 2013).
Algunos azucares como los disacaridos, monosacaridos y polisacaridos se encuentran
contenidos en bebidas dulces, los cuales carecen de vitaminas, minerales o fibra y Gnicamente
suministran calorias. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que los azlcares
pueden ser afiadidos como los jarabes, miel, jugos de fruta (OMS 2015). La glucosa es el
principal componente del azlcar, y puede desarrollar un efecto adictivo (Avena y cols. 2005).
Las bebidas azucaradas son una de las fuentes de energia en la dieta, ya que en promedio se
ingieren 50 gramos de azUcar equivalente a 200 kilocalorias extras (Rodriguez y cols. 2014). La
importancia del consumo de azlcar se debe a la accesibilidad de reponer e incrementar las
reservas de glucogeno, para el muasculo y el higado, asi como proporcionarle energia a nuestro
organismo para los diferentes procesos fisioldgicos. El azicar proporciona energia al organismo
para asimilar de forma répida, pero no proporciona nutrimentos; por ello, el consumo excesivo
de azucar se relaciona y aumenta el peso, lo que deriva en sobrepeso y obesidad (Tappy y Lé
2010).

Un mayor consumo de grasa, estilo de vida sedentario y consumo de bebidas dulces en nifios y
adolescentes, son factores que inducen un aumento en el peso corporal, y estar predispuestos a
sufrir enfermedades crénicas no transmisibles, dentro de las que se encuentran el sindrome
metabdlico, diabetes mellitus, hipertension arterial, desarrollo precoz de arteriosclerosis, higado
graso no alcohdlico, problemas ortopédicos, y alteraciones relacionadas con la fertilidad tanto
masculina como femenina, tanto en la edad juvenil como adulta (James y Kerr 2005, Tappy Yy
Lé 2010).



1.3 Musculo esquelético
Del total del peso corporal, el musculo esquelético o estriado, representa alrededor del 40 al

45%, este es responsable de mantener la posicion corporal, asi como del movimiento del
esqueleto y participa en la regulacion de la temperatura del cuerpo (Maclntosh y cols. 2005). Un
musculo esquelético o estriado es un o6rgano, estructurado por fasciculos, compuesto por
diversos cientos de células musculares las cuales reciben el nombre de fibras, gracias a su
apariencia cilindrica. EIl musculo esquelético de mamiferos es de naturaleza heterogénea y
comprende diferentes tipos de fibra, su identidad se establece en la etapa embrionaria. Los
mioblastos se unen y forman fibras multinucleadas, esto ocurre durante la diferenciacion celular.
Para el final del tercer mes de gestacion las estriaciones que caracterizan al musculo esquelético
se hacen presentes (Rosero y cols. 2016). Por lo que, esta etapa es crucial para el desarrollo del
musculo ya que no hay aumento neto en el nimero de fibras musculares después del nacimiento,
estas son moduladas por factores neuronales y hormonales (Schiaffino y cols. 2011). En el
sistema neuromuscular se encuentran células las cuales pueden convertir la energia quimica en
fuerza contréactil, las cuales son capaces de estirarse sobre su centro de contraccion. El tejido
conectivo rodea y protege al tejido muscular, brindando sostén mecéanico a vasos sanguineos y
nervios, facilitando la transferencia de fuerza, la cual va desde las fibras musculares a fibras
contiguas, al fasciculo y a la union miotendidosa — hueso y asi proporcionar respuesta elastica
al musculo esquelético. De este tejido conectivo se deriva la fascia que es una capa o lamina,
que separa al musculo de la piel (Rosero y cols. 2016). Existen tres capas de tejido conectivo
las cuales protegen y fortalecen al musculo esquelético, epimisio, perimisio y endomisio
(Tortora y Derrickson 1999).

El principal sustrato, que utiliza el musculo esquelético para llevar a cabo su
metabolismo es la glucosa, considerada como el principal sustrato de energia. Por tal razén, los
musculos desempefian un papel activo en la organizacion de la concentracién de glucosa en
plasma, captando glucosa por efecto de la insulina o de la actividad contractil. El traslado de

glucosa a través de las membranas plasmaticas de fibras musculares esqueléticas de mamiferos



es catalizado por una familia de proteinas trasportadoras de glucosa (GLUT). En los musculos
estriados, la expresion de las isoformas de GLUT depende de la etapa de desarrollo. GLUT 4,
es una proteina transportadora, dependiente de insulina por el cual la glucosa es trasladada por
torrente sanguineo. Pero, cuando existe una abundancia de glucosa, ésta se pueda captar a nivel
muscular y ser utilizada en la via glucolitica o bien, se almacene en forma de glucégeno. Esto
va a depender del tipo de actividad que se realice. GLUT1 y GLUT3 se encuentran en el musculo
fetal, pero desaparecen alrededor del nacimiento y se reexpresan solo en las fibras que se
regeneran, mientras GLUT4 se expresa desde la vida fetal y en el musculo maduro adulto
(Gaster y cols. 2000).

1.4 Musculos que componen al piso pélvico
El piso pélvico en humanos es una estructura que esta formado por tejido conectivo y musculos

estriados, los cuales actuan de forma voluntaria. Dicha estructura funciona como soporte a los
organos pélvicos y abdominales. Estd compuesto por el musculo elevador del ano, cubriendo
gran parte de la pelvis, a su vez esta conformado por tres fasciculos (haces) distintos, el fasciculo
puborrectal, con un aspecto grueso brinda la caracteristica de “U” debido a que en la unioén
anorrectal sus fibras se cruzan. Lateralmente al comienzo del haz puborrectal se origina el haz
pubococcigeo (mPc). Mientras tanto el haz iliococcigeo se introduce en el arco tendidoso del
musculo elevador del ano y en las regiones laterales a la sinfisis del pubis (Li y Guo 2007). Al
contraerse el masculo elevador del ano se posiciona en forma horizontal, se eleva y lleva hacia
atras la union anorrectal lo cual genera un angulo, éste dificulta desde el recto hasta el ano el
paso de las heces, cuando el masculo se relaja y estira en coordinacion se lleva a cabo la
defecacion alineando el recto con el conducto anal. Este proceso forma parte del dispositivo de

continencia fecal. Mientras que en reposo muestra forma de “embudo” (Li y Guo 2007).

1.5 Musculo pubococcigeo
El mdsculo pubococcigeo (mPc) en la rata macho, es un masculo estriado, es bilateral, y tiene

una apariencia roja, en su origen es mas amplio que en su sitio de insercion dandole una forma



triangular. Puede ser dividido en porcion anterior (mitad origen) y posterior (mitad sitio de
insercion). Tiene su origen en la cara interna del hueso pélvico, insertdndose en las vértebras
caudales (coccigeas) 3 y 4, y es inervado por un nervio llamado rama motora (somatomotora)
del nervio pélvico como se puede observar en la figura 3 (Manzo y cols. 1997). En hembras el
mPc, esta orientado de manera vertical como soporte alrededor de la uretra media, vagina, recto
y ano (Stoker 2009). Comienza en el hueso pubico y se extiende hasta el coxis, rodeando la
vagina. Los nervios presentes en el masculo, emergen de los nervios espinales sacro 3 (S3) y
sacro 4 (S4) (Cruz y cols. 2010). Existe una conexion nerviosa que llega al nervio pélvico, la
cual implica la contraccidn del detrusor, conectando el Utero y la vejiga para el caso de la mujer
y para el caso del hombre conecta la vejiga y la prostata con la parte inferior de la columna
vertebral. En el ser humano se sugiere que la principal funcién del piso pélvico consiste en
contener las visceras pélvicas, asi como mantener la continencia (urinaria y fecal). Dentro de
las funciones del musculo mPc, en la rata macho se encuentran la participacion en los procesos
de miccién, mantenimiento de la cola en la linea media y en la emision seminal. (Manzo y cols.
1997; 2000; 2002). Como tal, el tono muscular pélvico afecta la continencia y estos mismos
musculos se contraen durante el orgasmo (Reider 2016). Si el muasculo mPc es fuerte, se
convierte en el mayor transmisor de energia. Existen diferentes causas que debilitan el suelo de
la pelvis, una de ellas es la obesidad (Garcia y cols. 2005). En ratas se ha demostrado que el
musculo mPc es activado durante la fase de vaciado de orina, la cual es expulsada de la vejiga,
en conejas este musculo es activado, contrariamente, durante la fase de almacenamiento de la

orina, al igual que en la mujer. (Martinez-Gémez y cols. 2011).
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Figura 2. Ubicacién anatémica del musculo pubococcigeo en la rata macho (Modificado de Manzo y cols. 1997).

En los humanos los musculos del suelo pélvico estdn compuestos principalmente por fibras tipo
I de contraccidn lenta y funcionan mediante metabolismo oxidativo. Su principal caracteristica
es que pueden realizar contracciones tonicas prolongadas ya que presentan gran resistencia a la
fatiga. En la coneja se ha reportado que el musculo mPc comprende una proporcion heterogénea
de fibras oxidativas-lentas (tipo ), oxidativas-glucoliticas rapidas (tipo IIA / D) y rapidas
glucoliticas (tipo 11B) (Thor y De Groat 2010; Lépez. Garcia y cols. 2016). Los efectos de las
hormonas gonadales en los musculos estriados han sido ampliamente estudiados en la rata
macho. Se ha mostrado que los androgenos afectan el peso del musculo (Axell y cols. 2006), el
tamafio de las fibras musculares y el area transversal de sus fibras (Alvarado y cols. 2008). La
testosterona tiene efectos sobre las fibras musculares del mPc y se ha visto que dietas altas en
carbohidratos y/o condiciones de obesidad en los hombres alteran las concentraciones de

testosterona, dichas condiciones podrian alterar la morfologia de las fibras musculares. Estos



cambios morfolégicos se correlacionan con un aumento en la velocidad de contraccion de las
fibras musculares (Souccar y cols. 1982). Gracias a la realizacion de estudios en modelos
animales se puede asimilar los procesos fisiopatoldgicos asociados a una dieta alta en sacarosa,
sus caracteristicas histologicas y asi poder evaluar nuevas alteraciones facilitando la
interpretacion de los resultados. Se desconoce si las fibras que componen al musculo mPc
pudieran modificarse por la dieta alta en azUcar, y asociarse a un cambio en la composicion del

musculo mPc.

1.6 Fibra muscular

La fibra muscular esquelética (miocito), es una célula multinucleada, es decir, pueden contener
varios nucleos derivados de la fusién de mioblastos durante la vida fetal y postnatal. Altamente
especializada en producir contraccion, transmitir fuerza y generar movimientos por el
desplazamiento de segmentos corporales, caracteristicas que son permitidas debido a la
asociacion entre fibras. Son cilindricas, de longitud variable dependiendo del tamafio del
musculo que conforman, la fuerza es determinada por el diametro, y la velocidad de contraccion
por la longitud, asi como el desplazamiento de la fibra muscular, esto se entiende como la
distancia capaz de acortarse (Rosero y cols. 2016). Estas se unen en haces llamados fasciculos,
y juntas mediante tejido conectivo conocido como endomisio, separando unas de otra. Y los
fasciculos estdn separados por una membrana mas dura y relativamente gruesa de tejido
conjuntivo que rodea grupos de entre 10 y 100 fibras musculares, esta es denominada perimisio,
provee el conducto para vasos sanguineos y nervios que pasan por el vientre de muasculo. Por
ultimo, esta la capa de tejido conjuntivo el epimisio, especialmente dura que cubre la superficie

entera del masculo y lo separa de otros musculos (Maclntosh y cols. 2005; figura 2).
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Figura 3. Representacion esquematica de la composicion del muasculo esquelético. (Modificado de Wilmore y
Costill, 2007).

La unidad estructural y funcional de las fibras musculares se les conoce como
miofibrillas, pequenas fibras de menor tamafio, cada una de ellas tiene una serie de estriaciones
alternantes claras y oscuras. Las estriaciones claras son llamadas banda | y las oscuras
denominadas banda A. La zona H, se encuentra en medio de la banda A. El disco Z (zona mas
obscura) se localiza en medio de la banda I. El disco Z aparece como una linea densa que
establece el sarcomero en los masculos estriados. Dentro de sus funciones es proporcionar
fuerza entre sarcomeros y reproducir tension a lo extenso de la miofibrilla (Glen Pyle y John
Solaro 2004). El ancho del disco Z va a depender del tipo de fibras, por ejemplo: siendo angosto
se presenta en fibras rapidas (30-50 mm) y ancho en fibras lentas 100nm) (Eisenberg 2011). Un



sarcomero se encuentra limitado por dos discos Z, siendo la unidad contréctil mas pequefia de
la fibra muscular (Navarro 2003). La estructura basica del sarcomero es muy similar en
diferentes tipos de musculos estriados, incluyendo el masculo cardiaco. La funcién contractiva
del sarcomero esta mediada por la interaccion de filamentos de actina y miosina (Schiaffino y
cols. 2011). Este patron de alineamiento de bandas de cada miofibrilla a través de la fibra y entre
fibras, le da al musculo esquelético su caracteristica apariencia estriada (Maclntosh y cols.
2005). Las miofibrillas se componen principalmente de cuatro tipos de proteinas: miosina,
actina, tropomiosinay el complejo de troponinas. Dentro de las bandas | encontramos filamentos
delgados de actina, tropomiosina, Troponinay en las bandas A se encuentran filamentos gruesos
de miosina (cadena pesada y cadena ligera). La longitud del sarcomero aproximadamente es de
2 um, cuando la fibra muscular esta contraida, una vez que el sarcomero logra esta longitud, los
filamentos de actina se sobreponen con los de miosina. Y las extremidades de los filamentos de
actina se sobreponen entre si, aqui es cuando el musculo genera su maxima fuerza de contraccion
(Guyton y Hall 2011). Ha sido reportado en los humanos que las fibras musculares mas largas
miden alrededor de 35 cm, debido a que tienen la misma longitud del musculo al que pertenecen
(Wilmore y Costill 2007). Para que la fibra muscular pueda efectuar sus funciones metabdlicas
necesita estar rodeada por capilares sanguineos, los cuales brindan a la fibra el oxigeno
requerido para la realizacion de estas.

Durante las ultimas decadas, el numero de técnicas disponibles para clasificar las fibras
de los musculos han aumentado, dando como resultado varios sistemas de clasificacion, entre
ellos el tipo de contraccion que pueden generar, el tipo de metabolismo, la isoformas de la
cadena pesada de miosina, asi como, el color rojo o blanco. El enrojecimiento es el resultado de
altas cantidades de mioglobina y un alto contenido capilar, esto contribuye a la mayor capacidad

oxidativa de las fibras musculares rojas en comparacion con las blancas.

Alrededor de 1968-1970 la clasificacion se basaba dependiendo el tipo de metabolismo presente

en la fibra muscular, por ejemplo:



» Metabolismo oxidativo (tipo I).

Los &cidos grasos proporcionan el suministro de acetil-CoA, que es el sustrato de los procesos
oxidativos mitocondriales (Peter y cols. 1972). Los musculos lentos pueden generar todo el ATP
que necesitan los procesos mitocondriales oxidativos, de hecho, su consumo de ATP durante la
contraccion no es tan alto, y esto contribuye a su capacidad para mantener la actividad
contractiva durante mucho tiempo sin mostrar fatiga. Poseen la isoforma MCH 1, por lo que son
mas adecuadas para actividades de baja intensidad y de larga duracién (Schiaffino y cols. 2011).

» Metabolismo glucolitico (tipo 1A, 1IB (11x)).

La glucolisis es responsable del glucogeno y del metabolismo de la glucosa que conduce a la
produccidn de piruvato o lactato y representa una segunda fuente de ATP. Los musculos rapidos
dependen de los procesos glucoliticos para generar ATP muy rapidamente, y esto establece un
limite a la duracién de su actividad contractiva. Las fibras rapidas pueden producir mayor
potencia mecanica y contraerse mas rapidamente, pero tienen un mayor gasto de ATP
(Schiaffino y cols. 2011).

Las fibras rapidas se dividen en fibras de tipo I1A o de contraccion intermedia, las cuales
poseen la isoforma MHC 1IA, estas pueden alcanzar propiedades mas desarrolladas de tipo
aerobico que anaerdbico con la actividad fisica (Garcia Sanchez 2014) y fibras tipo 1B (11X) o
de contraccién rapida, poseen la isoforma MHC 11X, las cuales generan contracciones rapidas y
de mayor fuerza (Rosero y cols. 2016). Grandes cantidades de oxigeno son requeridas por
mitocondrias para mantener una actividad contractiva sostenida, el oxigeno viaja a lo largo de

gradientes de presién (Bozzo y cols. 2005).

La glucosa que no es utilizada al momento, es utilizada como recurso energético almacenada en
forma de glucdgeno para servir como reserva de energia. Las reservas de glucogeno y lipidos

estan presentes en todas las fibras musculares. El contenido de glucogeno en reposo es mayor

10



en las fibras rapidas que en las fibras lentas. Mientras que el contenido de lipidos es mayor en
las fibras lentas que en las rapidas (Gollnik y cols. 1981). En la mayoria de los musculos
humanos, a excepcion de los de la mandibula, las fibras rapidas (tipo I1) son méas grandes que
las fibras lentas (tipo 1) (Seow y Ford 1991). La heterogeneidad de las fibras musculares es la
base de la flexibilidad que permite que el mismo musculo se use para diversas tareas, desde
actividades de baja intensidad (mantener la postura), hasta repetir contracciones fuertes y
potentes (saltos, patadas). Las propiedades estructurales y funcionales de las fibras,
generalmente se conoce como fenotipo de fibra (plasticidad muscular), estas pueden cambiar en
respuesta a influencias hormonales y neuronales (Schiaffino y cols. 2011). Es por esto que las
fibras musculares se adaptan para cada tarea diferente. La plasticidad muscular puede ser
diferenciada en: 1) cambios en la relacion de las fibras musculares (rapidas y lentas) y 2) cambio
en el tamafo de las fibras (hipertrofia y atrofia) (Blaauw y cols. 2013). La experiencia
reproductiva es un factor que puede modificar la plasticidad del musculo esquelético, puesto
que se ha encontrado que el dafio estructural y neuroldgico durante el trabajo de parto contribuye
a la disfuncion de los masculos del piso pélvico en la vida posterior (Snooks y cols. 1984). Esto
ha sido relacionado en varios estudios con el desarrollo de patologias como la incontinencia

urinaria de esfuerzo (Ashton, y De Lancey 2007).

Una caracteristica de las fibras musculares esqueléticas es la capacidad de generar
grandes cambios y repentinos en el consumo de energia cuando se pasa del reposo a la actividad
contractil (Amara y cols. 2007). El tipo de musculo, la especie y algunos factores ambientales
como actividad fisica, dieta y temperatura influencian la composicion de las fibras musculares.
Estudios demuestran que la exposicion por periodos extensos al frio puede aumentar la
proporcién de fibras tipo | (Essén y Fjelkner 1985). Ademas, factores como la edad (disminuye
la fuerza y tamafio del musculo), la utilizacién escasa o nula del musculo o algun factor de
denervacion provocan la atrofia de las fibras musculares por una disminucién y pérdida de las
fibras musculares (Navarro 2003). Las fibras musculares estan inervadas por motoneuronas, las

cuales se encuentran situadas en el en la médula espinal. Cada una esta compuesta por una
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motoneurona, el axon y un grupo de fibras musculares con propiedades estructurales y
funcionales similares, aunque no identicas, una sola unidad motora inerva a un grupo de fibras
musculares que se activan de manera sincronica (Schiaffino y cols. 2011). Para que el impulso
quimico se transforme en eléctrico es necesario la conexion de la acetilcolina con los receptores
de membrana. En la terminal axdnica libera el neurotransmisor (acetilcolina), en el espacio con
el sarcolema (membrana plasmatica) de la fibra muscular para unirse a sus receptores; esto
forma la placa motora (Garcia Sanchez 2014). Lo primero que se necesita para que el musculo
efectue la actividad contractil, es generar un potencial de accion de una neurona motora y la
sinapsis con la fibra muscular. La comunicacion de la fibra muscular y la terminacion del axon
de la motoneurona se le conoce como unién neuromuscular. El control de la fuerza de
contraccion tiene conexion con la cantidad de unidades motoras. Cuantas fibras musculares se
tienen que contraer son érdenes que son efectuadas por el sistema nervioso hacia el musculo

(6rgano efector) (Garcia Sanchez 2014).

La barrera que limita la fibra muscular en el ambiente celular es el sarcolema o
membrana muscular. La permeabilidad del sarcolema a iones y a varios compuestos desempefia
un papel esencial en el origen de la energia eléctrica y en la actividad metabdlica relacionada
con la produccién de energia (Schiaffino y cols. 2011). La permeabilidad del sustrato debe ser
adecuada para poder permitir la entrada de compuestos ricos en energia, como primer lugar la
glucosa y la liberacion de subproductos, lactato en el primer lugar (Schiaffino y cols. 2011).Los
nacleos son abundantes pueden contarse por centenares en cada fibra, son derivados de la fusion
de mioblastos durante la vida fetal y postnatal, estos se sitlan por debajo del sarcolema,
controlan muchas funciones entre las cuales se encuentra, la regulacién del crecimiento de la

celula (Gregorio y Antin 2000).

Otro componente de la fibra muscular es el sarcoplasma (citoplasma), contiene los
organelos encargados del funcionamiento (reticulo endoplasmico, y numerosas mitocondrias),

las cuales son las encargadas de originar energia (ATP) utilizada por la fibra muscular para
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poder contraer sus miofibrillas (Navarro 2003). Asimismo, se localizan reservas de combustible
que utiliza la célula muscular como el glucogeno y mioglobina que suministran de oxigeno a la
célula muscular. La sefial nerviosa, durante la liberacion de calcio en el acoplamiento de la
excitacion —contraccion pasa a través de una estructura conocida como triada, esta se forma
gracias a que la forma del reticulo sarcopldsmico permite rodear cada tabulo T, por ello, el

musculo es considerado como una fabrica metabdlica la cual consume energia (Navarro 2003).

1.7 Diferenciacion de las fibras del musculo esquelético durante el desarrollo en la rata
En el desarrollo del musculo esquelético se observan los dos tipos distintos de fibras, las lentas

que contienen isoformas de la cadena pesada de miosina predominantemente lento y las fibras
rapidas que contienen isoformas de la cadena pesada de miosina predominantemente rapida.
Esta diferenciacion lenta-rapida comienza en la histogénesis (Punkt y cols. 2004). Las primeras
fibras musculares que aparecen en el dia embrionario 11-14 en las extremidades de los ratones,
alrededor de las cuales se forman fibras secundarias en el momento en que comienza a
establecerse la inervacion en los 14-16 dias embrionario (Ontell y Kozeka 1984). Las fibras
secundarias adquieren las caracteristicas de las fibras rapidas, mientras que las fibras primarias
tienden a convertirse en fibras lentas. Posteriormente, las masas musculares experimentan un
crecimiento muy extenso en el periodo fetal y después del nacimiento. Las fibras musculares de
las extremidades posteriores de las ratas se diferencian y tienen propiedades cada vez mas

especificas que van a determinar el tipo de fibra (Ontell y Kozeka 1984).

Los musculos esqueléticos de las ratas todavia son inmaduros al nacer, ya que se
diferencian de manera incompleta, durante las primeras etapas del desarrollo postnatal se
producen cambios importantes en el perfil de tipo de fibra como resultado de la maduracion del
sistema neuromuscular (Close 1964). Durante diferentes momentos en el desarrollo postnatal
los tipos de fibras son definidos y esto determina diferentes sistemas de clasificacion (Punkt y
cols. 2004).
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Las fibras musculares desarrollan su mayor actividad contréctil, oxidativa y glucolitica
en el dia postnatal 21 (Tabla 1), al momento del destete, debido al cambio en la demanda de
postura y movilidad de las extremidades posteriores. La proporcion de fibras lentas puede
aumentar en los masculos lentos, en diferentes especies, por ejemplo, el soleo neonatal en la
rata contiene solo un 50% de fibras lentas que aumentan hasta un 80-90% en el adulto, debido
a una transformacion progresiva de Il A rapido en fibras tipo | (Butler y Whalen 1984). El
numero total de fibras musculares adultas en cada musculo ya esta presente en el momento del
nacimiento. Sin embargo, ain puede adicionarse nucleos en las fibras musculares existentes,
puede ocurrir durante la fase post-embrionica mediante la proliferacion de células precursoras
musculares y la fusion de su progenie en la fibra. Este proceso disminuye a medida que el animal
crece, se desarrolla y envejece, las fibras se adaptan y la actividad enzimatica se reduce, por lo
que se produce poca o ninguna proliferacion o fusion de mioblastos en miofibras en el adulto
(Yablonka Reuveni 1995). En la vida postnatal, se encuentran las células satélites, células
derivadas de somitas, las cuales se activan para dividirse y luego se diferencian para formar
nuevos miocitos y asi formar una nueva fibra, lo cual permite la regeneracion muscular. Esto en
respuesta al ejercicio o dafio muscular. Las células satélites solo tienen una capacidad limitada
de auto renovacién, lo que significa que, en condiciones patoldgicas, el musculo esquelético se

degenera (Yablonka Reuveni 1995).

Tipos de fibra Edad de apariciéon en las extremidades

posteriores de la rata ( Dia postnatal).

Lenta Rapida 1
Tipo | Tipo Il 8
1A (Oxidativas) 1B (Glucoliticas) 21

Tabla 1 : Clasificacion de las fibras musculares esqueléticas. (Modificado de Punkt y cols. 2004).
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1.8 Efecto del azucar sobre la musculatura estriada
La miogénesis es crucial para la reparacion muscular en adultos. Cuando el madsculo se lesiona

por condiciones patoldgicas o se modifica por efecto del ejercicio, los mioblastos se diferencian
y fusionan para formar miofibras, de este modo reparar las fibras dafiadas. Por lo que ésta, es
esencial para la remodelacion del masculo y el sustento de la calidad. Los niveles altos de
glucosa son el factor que induce la disfuncion y dafio de los tejidos y células, lo que suprime
eficientemente la diferenciacion miogénica (atrofia muscular). Luo y cols. (2019) demostraron
que la resistencia a la insulina acompafiada de alteracién mitocondrial y reduccion de la
captacion de glucosa podria suprimir la sintesis de proteinas y de este modo inhibir la
regeneracion muscular (Luo y cols. 2019); ademas, el entorno nutricional anormal se ve
involucrado en la afeccion de fibras musculares, las hormonas sexuales pueden desempefiar un
papel en el desarrollo de resistencia a la insulina y por lo tanto diabetes mellitus tipo 2. La
testosterona provoca varios efectos cuantitativamente diferentes sobre las propiedades
metabolicas de la energia en fibras musculares glucoliticas y oxidativas y reduce la
descomposicion de glucdgeno durante el ejercicio. El contenido de glucdgeno del musculo de
contraccion lenta y rapida aumenta al entrar a través de una mayor actividad de glucégeno
sintasa. La diferencia entre distintos tipos de fibras musculares se debe a los diferentes niveles
de expresion de los receptores de androgenos en estas fibras (Breda y cols. 2003). La
testosterona tiene efectos sobre las fibras musculares del mPc y se ha visto que dietas altas en
carbohidratos y/o condiciones de obesidad en los hombres alteran las concentraciones de

testosterona, dichas condiciones podrian alterar la morfologia de las fibras musculares.

En humanos el muasculo esquelético vasto lateral, es un musculo mixto compuesto por
fibras glucoliticas oxidativas lentas, oxidativas rapidas y glucoliticas rapidas. Pacientes que
padecen diabetes mellitus tipo 2, su capacidad glucolitica es mayor y la capacidad oxidativa
disminuye, la fraccion de fibras oxidativas lentas se reduce, mientras que la fraccion de fibras
glucoliticas réapidas se incrementa, indicando una actividad glucolitica aumentada perteneciente

especificamente a las fibras rapidas (Oberbach y cols. 2006), debido a alteraciones metabolicas,
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cambios en la composicion de la fibra y en el metabolismo especifico de ésta (Oberbach y cols.
2006). La resistencia a la insulina se asocia con la distribucion del tipo de fibra del madsculo
esquelético, con un reducido porcentaje de fibras oxidativas lentas tipo | y la capacidad

enzimatica oxidativa reducida (Breda y cols. 2003).

El musculo esquelético, es un tejido, que esta formado por fibras musculares oxidativas
(tipo 1) y fibras glucoliticas (tipo Il), diferenciadas por su capacidad metabolica. Las fibras
musculares oxidativas presentan una alta disponibilidad mitocondrial y su principal sustrato para
la produccion de ATP son los acidos grasos. Las fibras musculares glucoliticas tienen una baja
densidad mitocondrial, y los ATP son obtenidos, principalmente, por la via de la glucdlisis.
Dependiendo del tipo de actividad desempefiada, las fibras musculares utilizan el sustrato mas
adecuado, por ejemplo; durante el ejercicio de baja intensidad las fibras dependen
principalmente de la fosforilacion oxidativa, y durante el ejercicio mas intenso, aumenta la tasa
de utilizacion de ATP, lo que induce a un cambio metabdlico de fosforilacion oxidativa al
metabolismo de la glucosa. Una vez alcanzado el punto méximo de la produccién de piruvato,
durante el ejercicio de alta intensidad, éste se convierte en lactato por medio de lactato
deshidrogenasa en el citosol (Smith y cols. 2018; figura 1).
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Figura 1. Metabolismo de la glucosa. El esquema muestra algunas diferencias en el metabolismo de la glucosa, el
lactato y los &cidos grasos entre las fibras musculares rapidas y lentas. Las vias prevalentes en las fibras musculares
rapidas o lentas se muestran como flechas rojas o verdes, respectivamente (Modificado de Schiaffino y cols. 2011).
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2 ANTECEDENTES

Algunos factores como la disminucion hormonal y la denervacion pueden afectar la estructura
muscular. En ratas machos divididos en 2 grupos, el grupo castrado mas denervado de la rama
somatomotora del nervio pélvico (C+Den), y el grupo castrado no denervado (C+N Den),
mostraron que la denervacion redujo significativamente el area transversal, asi como, la
distribucion porcentual de sus fibras. La castracion tuvo un efecto mayor que la denervacion.
La castracion dio como resultado una falta de fibras de 2,000 a 3,999 um2, mientras que en la
denervacion fue de 2,500 a 3,999 um? (Alvarado y cols. 2008). Por lo tanto, la falta hormonal
tiene un efecto directo sobre las fibras musculares. En los musculos esqueléticos, la actividad
neuronal regula su contractilidad manteniendo el tamafio de la fibra muscular, por lo que la falta
de actividad muscular reduce el area de la seccion transversal de las fibras. En contraste, la
denervacion produjo un efecto menor porque la denervacion en si misma no impide la accion
directa e indirecta de las hormonas gonadales en las fibras del misculo mPc. En conclusion, el
area de la seccion transversal de sus fibras depende de los efectos de los efectos de la

testosterona (Alvarado y cols. 2013).

Para poder explorar la interaccion de la inervacion muscular y la accion de la hormona gonadal
en el mPc, utilizaron ratas implantadas con capsulas de Silastic que contenian
dihidrotestosterona (DHT), benzoato de estradiol (EB) o ambas hormonas y se evalu6 el area
transversal de las fibras musculares, después de 4 semana de tratamiento hormonal. El
reemplazo hormonal con DHT en machos castrados no denervados, indujo hipertrofia en el area
transversal de las fibras de este musculo, atenuandose en los musculos denervados. El reemplazo
hormonal con EB evitd nuevas reducciones inducidas por la castracién en el area transversal de
las fibras de musculos no denervados, aunque la denervacion evitd este efecto. El tratamiento
combinado con DHT y EB impidié mayores reducciones del area trasversal de las fibras del
musculo mPc, en musculos no denervados, pero nuevamente la denervacidn atenu6 este efecto.

La denervacion de los musculos estriados anula la activacion voluntaria y refleja de sus fibras
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estriadas, también afecta la morfologia de las fibras musculares, lo que resulta en reducciones
en el area transversal. Las reducciones en el area transversal de las fibras del mPc se pueden
producir por denervacion o castracion en la rata macho, pero el efecto de la castracion es
sustancialmente mayor. Los andrdgenos pueden actuar directamente sobre el mdsculo
esquelético para promover la miogénesis, lo que resulta en una hipertrofia del musculo
esquelético. Por lo tanto, aunque el reemplazo hormonal puede revertir o prevenir la atrofia de
las fibras del mPc inducida por la castracion, estos efectos dependen de la inervacion muscular
(Lara-Garcia y cols. 2017). Los musculos esqueléticos pélvicos y perineales juegan un papel
importante en las funciones reproductivas y excretoras tanto en hombres como en mujeres,
dentro de los factores que inducen disfunciones del suelo pélvico se encuentran la edad, la
menopausia y el nimero de partos, entre otros. Durante algunos afios se ha utilizado la
estimulacion eléctrica para rehabilitar y fortalecer la musculatura del suelo pélvico. En la rata la
aplicacion del estimulo eléctrico induce un aumento de 44% en el porcentaje de fibras 1A del
mPc mientras que las fibras intermedias disminuyeron a 39% (Wyndaele y Poortmans. 2006).
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3. JUSTIFICACION

El consumo alto de carbohidratos ha incrementado en nifios y adolescentes. Esto se ha visto
reflejado en el incremento de la obesidad y diabetes mellitus (Rivera y cols. 2008).
Recientemente en nuestro laboratorio, se ha reportado en ratas infantes, un aumento en el peso
testicular, en el diametro del lumen y en la enzima lactato deshidrogenasa, cuando son
alimentadas con una dieta alta en azucar (30%) durante un mes. Ademas, se encontrd una
disminucion en el epitelio germinativo, asociado con la disminucion en el nimero de
espermatozoides (De Ledn—Ramirez y cols.2021) sin obesidad. Por otro lado, se ha evaluado la
conducta sexual en ratas adultas con dos meses de consumo de sacarosa, Yy se ha encontrado que
aumenta la latencia para ejecutar la primera serie copulatoria, evaluando la monta, intromision
y eyaculacion, asi como el nimero de montas, intromisiones y eyaculaciones. Ademas, algunas
ratas no presentan conducta sexual (Tesis de Doctorado De Le6n —Ramirez) a pesar de que los
niveles de testosterona incrementaron. Asi, el consumo de azUcar a corto plazo induce dafio
testicular desde temprana edad. La testosterona tiene efectos sobre las fibras musculares del
mPc y se ha visto que dietas altas en carbohidratos y/o condiciones de obesidad en los hombres
alteran las concentraciones de testosterona, dichas condiciones podrian alterar la morfologia de
las fibras musculares. EI masculo mPc participa en la miccién y eyaculacion, pero se desconoce
la organizacion de las fibras del musculo mPc y las consecuencias del consumo de azlcar sobre
el musculo mPc. Esperamos observar cambios en la organizacion de las fibras del masculo mPc,
asi como la distribucién de los tipos de fibras del musculo mPc. Con ello, pretendemos mostrar

diferencias histolégicas del masculo mPc. Por ello, se propone la siguiente hipotesis.
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4. HIPOTESIS

El alto consumo de azucar durante 8 semanas, post destete afecta la organizacion histolégica,
los tipos y areas transversales de las fibras del musculo pubococcigeo en la rata macho.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto del consumo de azucar sobre la organizacion histolégica de las fibras del

musculo pubococcigeo en la rata macho.

5.2 Objetivo especificos

En el musculo pubococcigeo de la rata macho

1. Determinar el contenido de glucdgeno

2. Caracterizar el tipo de fibra mediante la técnica histoquimica de COX 'y NADH
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6. METODOLOGIA

MATERIAL Y METODOS

6.1 Manejo de los animales
Se emplearon 16 ratas macho de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de 21 dias de edad. El

tamafo de la camada se ajust6 a 10 crias poco después del nacimiento. Al dia del destete se
tomaron ratas machos procedentes de madres diferentes. Las crias machos que pesaban entre
60 y 80 g se alojaron individualmente en jaulas de polipropileno (37 cm, 27 cm, 16 cm). Fueron
mantenidas en condiciones de bioterio, con un fotoperiodo de 12/12 h, con ciclo luz-oscuridad

invertido y una temperatura de 20£2 °C.

6.2 Protocolo de la dieta
De acuerdo al grupo experimental al que pertenecian las ratas, se le proporcion6 agua simple,

grupo control (C) y agua azucarada al 30% azUcar estandar comercial grupo experimental
(A30), durante ocho semanas (n=8 cada una). Ambos grupos tuvieron una dieta estandar
(Purina Laboratory Chow 5001). El consumo de alimento y agua fue ad libitum. El peso
corporal de las ratas, asi como la ingesta de alimento y agua fue registrado diariamente en un
horario de 11 am, a lo largo de todo el experimento. Para determinar la ingesta calorica
individual fue calculado a partir del consumo de alimento (g / 100g peso corporal x 3.3 kcal /
g de alimento) y consumo de sacarosa (ml de agua/ 100 g de peso corporal x g de azGcar/ mL
de agua x 4 kcal / g de azucar (Corona-Pérez y cols. 2015).

6.3 Histologia del musculo pubococcigeo

Se llevo a cabo una incision longitudinal sobre la linea media de la piel abdominal para remover
el musculo obturador externo, la sinfisis pubica y el masculo obturador interno, inmediatamente
se removio el recto y ano para extraer ambos mPc. Los musculos pubococcigeos fueron
identificados usando la descripcion de Brink y Pfaff (1980). Una vez removidos ambos

musculos, fueron pesados y medidos (longitud y ancho). Inmediatamente después, el masculo
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derecho se congelé con acetona en isopentano y en hielo seco, para mantener la estructura
histoldgica. Se obtuvieron cortes transversales de 8 um de espesor, utilizando un criostato Leica
CM1850 (Leica, Wetzlar, Alemania). Los cortes fueron recolectados en portaobjetos
polinizados formando series paralelas con el fin de realizar tinciones histoenzimaticas.

De las series paralelas de cortes histologicos que se obtuvieron, una serie fue tefiida con la
técnica de histoquimica de COX (citocromo oxidasa), la cual identifica las fibras con
acumulacién mitocondrial con carencia de actividad enzimatica, (actividad mitocondrial del
mPc). Para ello, los cortes fueron incubados por 60 min a 37 °C, en solucién PBS.
Inmediatamente se realizaron 3 lavados con agua desionizada, se deshidrataron con alcohol
etilico en concentraciones ascendentes (50, 70, 80 y 100% de pureza). Los cortes fueron
cubiertos con un medio de montaje (Cytoseal 60, Richard Allan Scienti fi ¢, USA) y un
cubreobjetos. ElI metabolismo de las fibras musculares se infirié a partir de la segunda serie
paralela, mediante el uso de la tincion de NADH (Nicotin Adenina Dinucle6tido). La técnica
histoquimica clasifica los tipos de fibra de acuerdo con su especificidad metabdlica a nivel del
Complejo | de la cadena respiratoria en la mitocondria. En seguida las secciones del mPc se
incubaron durante 40 minutos a 37 ° C en solucion nitro-blue tetrazolium (NBT), 2.25mM; pH
7,6 dinucle6tido de nicotinamida y adenina diluido en tampdn tris 50 mM). Posteriormente, las
secciones de tejido se lavaron en tres etapas con agua desionizada, el excedente de la solucién
de NBT se elimind mediante lavados con concentraciones crecientes de acetona (30, 60 y 90%),
en tres tiempos por grado de pureza. Los portaobjetos fueron enjuagados con agua desionizada
y se cubrieron con un medio de montaje (Cytoseal 60, Richard-Allan Scientific, EE. UU.) y un

cubreobjetos.

6.4 Determinacién de glucogeno
La cantidad de glucdgeno se determiné mediante un acido-hidro-método litico (Passonneau y
Lauderdale, 1974; Zhang, 2012). Con ligeras modificaciones para cada muestra, 300 uL de 2 M

acido clorhidrico (HCI; J.T. Baker, México) en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Como control
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para medir la glucosa libre, HCI 2 M fue sustituido por 2 M hidréxido de sodio (NaOH; Sigma-
Aldrich, EE. UU.). Los tubos eran calentados en agua hirviendo durante 5 min. Muestras de
musculo congelado (0.1 g cada una del origen a la porcion media, aproximadamente) fueron
preparados en hielo seco. Las muestras fueron transferidas a tubos con HCI caliente o0 NaOH
para homogeneizar. Los tubos eran herméticamente sellados y las muestras fueron hervidas en
agua durante 1 h y luego los tubos se agitaron vigorosamente cada 10 minutos durante todo el
proceso. Al final, las muestras fueron centrifugadas a 10.000 g durante 5 min. El sobrenadante
que contiene el producto de hidrolisis se ensay6 usando un kit comercial. (STANBIO Glucosa
Liquicolor, México). La cantidad de higado el glucégeno se informa como mmoles de unidades

de glucosilo / kg de higado himedo peso.

6.5 Fotomicrografias

Para NADH-TR y COX las secciones tefiidas fueron observadas bajo microscopio optico
(Eclipse E600, Olympus CX31, Japdn). Se tomaron, fotomicrografias de cada seccion muscular
con una camara digital (Nikon DS-Ri1, Nikon, Japon) que se encuentra adaptada al microscopio.
Las fibras tefiidas en secciones musculares marcadas con NADH-TR fueron clasificadas de
acuerdo con los siguientes criterios: las fibras oscuras se identificaron como oxidativas, mientras
que las fibras claras como glucoliticas. Para el caso de la técnica de COX las fibras tefiidas color
café se identificaron como oxidativas y las claras como glucoliticas. EI nimero total de cada
tipo de fibra (oxidativo, glucolitico, rapido, lento) se determin6 usando el programa ImageJ

(version 1.45s; NIH, EE. UU.), y se expresé como promedio.

6.6 Anélisis estadistico.

Los valores obtenidos para la ganancia de peso, ingesta de alimento, ingesta de agua, ingesta
caldrica, tipo de fibras y determinacion de glucégeno, se analizaron con una prueba t de student
en el programa GraphPad Prism 5.01, considerandose diferencias significativas todas aquellas

en las que se obtenian valores de P<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Parametros de crecimiento

La ganancia de peso corporal entre grupos fue similar (p>0.05). Aunque el grupo A30,

disminuye su ingesta de alimento aproximadamente un 30% comparado con el grupo control C

(p<0.05). Por el contrario, el grupo A30 aumenta su consumo de agua, comparado con el grupo

C (p<0.01). Por lo tanto, la ingesta total calorica es mas alta en el grupo A30 (p<0.05) (Tabla2).

Parametros

C

A30

Valor p

Ganancia de peso corporal (g) 2243+7.4 199.2+12.3 | p>0.05
Ingesta de alimento (g/dia/100g peso corporal) 21.1+0.9 144+19 p<0.05*
Ingesta de agua (mL/dia/100 g peso corporal) 56.7 £ 2.8 75.4+27 p< 0.01**
Ingesta caldrica (kcal) 75.41+ 3.698 91.04+5.777 | p<0.05*

Tabla 2. Ganancia de peso corporal, ingesta de alimento, agua e ingesta cal6rica. Se muestra la media = E.E.
prueba t-student. Diferencias significativas, *p<0.05, **p<0.01. Grupo control (C) y sacarosa al 30% (A30)

(n=8/grupo).
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7.2 Tipo de fibras
Con la tincion de COX, que exclusivamente tifie fibras oxidativas, podemos observar que el

porcentaje de fibras musculares oxidativas fue inferior para el grupo A30, comparado con el
grupo control (p<0.0001; figura 7). Mientras que la tincion NADH, que tifie fibras glucoliticas
podemos observar que el porcentaje de fibras musculares glucoliticas fue mayor en el grupo

A30, comparado al grupo control (p<0.0001; figura 6).
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Figura 6. Oxidativas COX (A) y Glucoliticas NADH-TR (B). Se muestra la media + E.E. ***p<0.0001. Prueba
t-Student. Grupo control (C), sacarosa al 30% (A30) n=8/grupo.

Figura 7. Comparacion de tipos de fibras. Oxidativas (O), glucoliticas (G) del musculo pubococcigeo. Las
secciones transversales se tifieron con la técnica histoquimica COX (A) y NADH-TR. (B). Fotomicrografias
tomadas a (40x), barra de escala, 50um.
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7.3 Determinacién de glucogeno

El glucogeno aumenta por el consumo de azucar al 30% comparado al grupo control (p<0.05;
Figura 8).
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Figura 8. Determinacion de glucégeno. Se muestra la media + E.E. Diferencias significativas *p<0.05. Prueba
t—student. Grupo control (C), sacarosa al 30% (A30) n=8/grupo.

27



8. DISCUSION

Los resultados muestran que las ratas ingieren méas agua azucarada durante 8 semanas post
destete en consecuencia incrementa la ingesta calorica total, aunque se reduce la ingesta de
alimento solido no afecta la ganancia de peso corporal, este dato concuerda con otros resultados
obtenidos en nuestro laboratorio (Corona-Pérez y cols. 2017). EI nimero de fibras oxidativas
disminuyé en tanto las fibras glucoliticas aumentaron. Una mayor proporcion de enzimas
glucoliticas a oxidativas contribuye a la resistencia a la insulina en el masculo esquelético de
pacientes con diabetes tipo 2 (DeFronzo y cols. 1981, Simoneau y Kelley 1997), y esta se
correlaciona con la distribucion del tipo de fibra del musculo esquelético (Lillioja y cols. 1987),
un porcentaje reducido de fibras de tipo | de oxidacion lenta (Gaster y cols. 2001) y una
capacidad enzimatica oxidativa reducida (Lithell y cols, 1981, He y cols. 2001). Cabe resaltar
gue nuestros animales son jovenes adultos y que dos meses del consumo de azlcar no induce
diabetes ni resistencia a la insulina.

Posiblemente la actividad enzimatica oxidativa en el mdsculo de la rata se reduce, seguramente
a una reduccion de las fibras oxidativas lentas, como ha sido reportado en el musculo de los
pacientes diabéticos tipo 2. El aumento de la actividad de las enzimas oxidativas y glucoliticas
en las fibras musculares individuales esta estrechamente relacionado con la glucemia a largo
plazo (Oberbach y cols. 2006). La menor actividad de la enzima oxidativa en la diabetes tipo 2
y la obesidad sugiere una funcion de mitocondrias reducida o un contenido de mitocondrias
limitado en el mdsculo esquelético. Actividades de las enzimas glucoliticas del musculo
esquelético (actividades de fosfofructoquinasa) y a-glicerolfosfato deshidrogenasa (GPDH) se
han encontrado elevados en la obesidad y la diabetes tipo 2 (Goodpaster y cols. 1997; Simoneau
y cols. 1995). Se ha reportado en diversos estudios de pacientes con diabetes tipo 2, una mayor
proporcion de fibras musculares tipo 11B, también denominadas glucoliticas de contraccion
rapida (Hickey y cols. 1995; Marin y cols. 1994; Nyholm y cols. 1997). En general, las

caracteristicas metabolicas de las fibras tipo Ilb incluyen una actividad enzimatica oxidativa
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reducida y una actividad enzimética glucolitica aumentada en comparacion con las fibras
musculares oxidativas- lentas (tipo 1) o rapidas- oxidativas (tipo 11A) Ademas, se ha reportado
en estudios con animales, que las reducciones en las actividades de las enzimas oxidativas, que
se encuentran dentro del homogeneizado muscular, pueden atribuirse a una mayor proporcion
de fibras musculares tipo I1b y una menor proporcién de fibras musculares tipo | (Kern y cols.
1990).

Un cambio hacia un mayor contenido de fibras tipo Il en la obesidad y la diabetes tipo 2
(Oberbach y cols. 2006) podria influir negativamente en la accion de insulina muscular sobre el
metabolismo de la glucosa, asociado a un aumento en el contenido de lipidos que son
independientes del tipo de fibra (He y cols. 2001). Nuestros resultados muestran un aumento
de glucdgeno en el musculo y es probable que induzca una actividad enzimatica glucolitica
aumentada. Existe evidencia de que una dieta alta en carbohidratos, aumenta las concentraciones
de glucdgeno (Peinado y cols. 2013). La glucosa que ingresa a la célula muscular es inicialmente
fosforilada por la hexoquinasa (HK) y se almacena predominantemente como glucdgeno.
Estudios indican, que en los tipos metabolicamente distintos de musculos esqueléticos la
captacion de glucosa puede diferir notablemente y esto, esta relacionado con diferencias en las
capacidades de unién a la insulina de estos musculos (Bonen y Watson-Wright 1981). A pesar
de que no se cuenta con informacidn acerca de la relacién entre el alto consumo cal6rico y sus
efectos sobre el mPc, se puede mencionar que en estudios realizados en muasculos esqueléticos
se ha encontrado evidencia de que la dieta repercute en el tipo de fibra de dicho musculo, ya que
existe un aumento en el nimero de fibras glucoliticas (Oberbach y cols. 2006). Estos resultados
sugieren que la etapa juvenil constituye una ventada critica para modificar las fibras musculares
como sucede en humanos diabéticos de edad adulta (Oberbach y cols. 2006). La fatiga muscular
es un fendmeno fisioldgico intrinseco del muasculo esquelético y principalmente lo experimentan
musculos relacionados con el movimiento (mudsculos rapidos) después de una actividad
prolongada, por lo que el porcentaje de fibras resistentes a la fatiga (fibras oxidativas/ tipo 1), es
importante para poder llevar a cabo diferentes actividades (Gitler y cols. 2017). Nuestros
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resultados son relevantes porque los cambios se observan sin presentar obesidad ni sindrome

metabdlico (Corona-Pérez y cols. 2017) en la rata joven adulta.
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9. CONCLUSION

El consumo elevado y a largo plazo de azUcar es un riesgo para modificar las fibras del musculo
pubococcigeo. Sin que nuestros animales presenten obesidad, ni sindrome metabolico nuestros
resultados son parecidos a las fibras reportadas en los diabéticos. Lo que sugiere que los cambios
en las fibras inician desde antes de que se presente la diabetes. Seria interesante analizar si estos

cambios pudieran revertirse con la restriccion del consumo de agua azucarada.

10. PERSPECTIVAS

1. Seria importante evaluar la distribucion de las fibras con respecto al tipo de contraccion
utilizando la técnica de histoquimica ATPasa en masculo mPc, para conocer si el alto
consumo de azlcar puede modificarla.

2. Se podria realizar un estudio electromiografico para determinar directamente la

contraccion muscular del musculo pubococcigeo.

3. Analizar la presencia del transportador GLUT4 para determinar si aumenta con la
ingesta alta de azUcar a nivel muscular y apoyar los resultados del aumento del
glucdgeno.

4. Analizar si es posible revertir el aumento de fibras glucoliticas.
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12. GLOSARIO DE TERMINOS

Acidos grasos — Biomoléculas lipidicas formadas por largas cadenas de los lipidos, estan van a
proporcionar energia al cuerpo permitiendo el desarrollo de tejidos.

Actina — Proteina filamentosa, encargada de conceder su forma a la célula, interviene en los

movimientos celulares, y origina la contraccion de las células musculares.

Anabolismo - Conjunto de procesos metabdlicos en los cuales se produce la sintesis de

moléculas a partir de otras mas simples.

ATP (Adenosin trifosfato) — Molécula organica, constituido por adenina, ribosa y tres

moléculas de acido fosférico. Fundamental para la obtencion de energia celular

Atrofia - Disminucion del volumen o tamafio de un érgano o de un tejido organico debido a

causas fisioldgicas o patoldgicas.

Carbohidratos - Moléculas de tres 0 mas atomos de carbono, combinadas con hidrogeno y
oxigeno en proporcién de dos atomos de hidrogeno por uno de oxigeno. Su aporte dietético se

deriva hacia la obtencion de energia. Su combustion produce cuatro calorias por gramo.

Catabolismo — Conjunto de procedimientos por los cuales el metabolismo lleva a cabo para

degradar sustancias en otras mas simples y de esta forma obtener energia quimica para la célula.

Citoplasma — Regidn de la célula localizada entre el nacleo y la membrana plasmatica, en ella

se encuentra disueltas sustancias quimicas y organicas.

COX (citocromo c oxidasa) - El citocromo C oxidasa es un complejo de proteinas enzimaticas
que pueden atravesar la bicapa lipidica de la membrana celular. Se halla principalmente
asociada a la membrana interna de las mitocondrias, encontrandose tanto en organismos

procariotas (bacterias), como en eucariotas (unicelulares y pluricelulares).
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Denervacion - Pérdida de la inervaciéon nerviosa en una determinada estructura. Se utiliza el
término habitualmente para referirse al masculo que ha perdido la inervacion nerviosa debido a

una lesion nerviosa que ha provocado la degeneracion axonal.
Deshidrogenasa — Enzimas capaces de catalizar la oxidacion y reduccion de un sustrato.

ENSANUT (Encuesta nacional de salud y nutricion) - Proyecto del Instituto Nacional de
Salud Publica y la Secretaria de Salud Federal que permite conocer cual es el estado de salud y

las condiciones nutricionales de los diversos grupos que forman la poblacién mexicana.

Energia quimica — Es originada o producida por las interacciones entre &tomos y moléculas,

cuando una reaccion quimica se transforma en otras sustancias.
Enzimaticos - Perteneciente o relativo a las enzimas.

Fasciculo - Fino haz de fibras musculares, nerviosas o tendinosas.

Filamentos actina — son los filamentos mas finos. Fibras delgadas y flexibles formadas por
actina. Principales componentes del cito esqueleto de las células musculares.

Fosforilacion oxidativa - Proceso por el cual se transfiere un grupo fosfato a un sustrato.

Glucosa - Monosacéarido de la familia de las aldohexosas y principal azlcar que circula en
sangre Yy la principal fuente de energia en el cuerpo.

GLUT - Son una familia de proteinas que ayudan al transporte de la glucosa a través de las
membranas a los diferentes tejidos

Heterogénea - Mezcla de partes diferentes en un todo.

Histogénesis - Formacion o desarrollo de los tejidos organicos a partir de las células

indiferenciadas de las capas germinales del embridn.

Incidencia — Influencia de un numero de casos en algo, normalmente en estadisticas.
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Insulina - Hormona producida por el pancreas y su principal funcion es la regulacion de los

niveles de glucosa en sangre.

Isoforma - Una isoforma es una version de una proteina con pequefias diferencias de otra
isoforma de la misma proteina. Se pueden producir diferentes formas de una proteina a partir de
genes diferentes pero relacionados entre si, 0 pueden derivarse del mismo gen por splicing

alternativo.

Lipido - Grasa, sustancia insoluble en agua y separable con solventes no polares, como éter,
cloroformo, benceno, alcohol, etc. su principal componente son los hidrocarbonos aliféticos. Es
uno de los principios inmediatos y en el cuerpo del hombre (aunque variable segun el grado de

obesidad) se encuentran abundantemente.

Metabolismo - Conjunto de procesos quimicos y fisicos que tienen lugar en los seres vivos.
Unos son anabdlicos, es decir, de crecimiento y reparacion de los materiales consumidos o
desgastados, y otros son de degradacion y gasto de los materiales energéticos (catabolismo). El
metabolismo esta regido por el sistema endocrino (regulacion a distancia) y por sistemas

enzimaticos a nivel celular.
Mioblasto - Célula precursora de las fibras musculares.

Miofibrillas - Subunidad de las fibras musculares. Es de morfologia cilindrica, de 1 pm de

longitud, esta rodeada de un reticulo sarcoplastico y compuesta, a su vez, por miofilamentos.
Miogenesis - Que da origen a tejido muscular, o bien que se origina en la musculatura.

Miosina - Proteina muscular que, junto con la actina, es responsable de la contraccion de las

fibras musculares.
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Morfologia - Disciplina que estudia la forma de los seres. En cierto modo se equipara a
anatomia. Es frecuente la diferenciacion entre forma y estructura: la primera es objeto de la

anatomia y la segunda, de la histologia.

MPC (Musculo pubococcigeo) - Musculo estriado que junto con el masculo iliococcigeo y

musculos coccigeos, constituyen el piso pélvico.

NADH (nicotamida adenina dinucleotido) - Coenzima localizada en células vivas. El
intercambio de electrones e hidrogeniones en la produccion de energia de todas las células es su

principal funcion.

Neurotransmisor - Cualquiera de los compuestos quimicos que se liberan en la superficie pre

sinaptica y se ligan a los correspondientes receptores de la superficie post sinéptica.

OMS (Organizacion mundial de la salud) - La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, en
inglés WHO - World Health Organization) es un organismo especializado de las Naciones
Unidas fundado en 1948, cuyo objetivo es alcanzar para todos los pueblos el maximo grado de

salud, definida en su Constitucion como un estado de completo bienestar fisico, mental y social.
Progenie - Descendientes de unos mismos padres.

Proliferacion - Proceso de replicacion celular por medio del cual se origina la expansion del
clon linfocitario. El sentido bioldgico de la proliferacion linfocitaria, en el contexto de la
respuesta inmunitaria, es generar una progenie de células especificas de antigeno

suficientemente numerosa como para eliminar eficazmente dicho antigeno.
Sarcolema — Membrana muy fina la cual envuelve a cada una de las fibras musculares.

Somitas - Las somitas 0 somitos son estructuras segmentadas, formadas a ambos lados del tubo
neural durante el desarrollo embrionario a partir del mesodermo paraxial 0 mesodermo dorsal

somitico.
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Triada - Grupo de tres entidades (conceptos, nombre, lesiones) relacionados entre ellos, como

el conjunto de tres sintomas o lesiones.

Tropomiosina - Componente proteico de los filamentos del sarcomero. Regula, junto con la

tropina, las interacciones de la actina y miosina en la contraccion muscular.

Troponina - Componente proteico de las fibras miocardicas que modula la interaccion entre la

actina y la miosina.
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