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Resumen

El parto vaginal estd relacionado con la aparicion de patologias urinarias, de las que se
desconocen sus mecanismos fisiopatoldgicos. Para conocer el dafio causado por el parto sobre
el aparato urogenital (AUG) y su inervacion, se ha desarrollado el modelo de distension vaginal
(DV) en ratas. El objetivo general del presente estudio fue determinar en ratas anestesiadas el
efecto de la DV sobre el AUG y su inervacion, y en ratas no anestesiadas, el efecto de la DV
sobre las caracteristicas de la conducta de miccion y la actividad refleja del esfinter externo de
la uretra (EEU), asi como el efecto de la estimulacion eléctrica transcutdnea (EET) del nervio
dorsal del clitoris (NDC) sobre la recuperacion funcional del tracto urinario inferior en ratas con
DV. Los objetivos especificos fueron: 1) Determinar el efecto de la DV sobre el AUG y su
inervacion de la rata, 2) Determinar si la DV induce signos conductuales de disfunciones
urinarias y lesion nerviosa a corto plazo, 3) Establecer si la DV modifica los pardmetros
urinarios a corto y mediano plazo, 4) Precisar el tiempo de recuperacion post-DV de la funcion
urinaria en ratas conscientes y la actividad eléctrica del NDC y de los reflejos del EEU (clitoro-
EEU y vesico-EEU) en ratas anestesiadas, y 5) Comprobar si la estimulacion transcutanea del
NDC facilita la recuperacion funcional del tracto urinario inferior en ratas con DV. Para ello,
empleamos ratas hembra adultas nuliparas de la cepa Wistar (250 - 300 g), las cuales fueron
asignadas para someterse a 4 h de DV o procedimiento sham de DV (SH DV). En los animales
con DV, se insertd un catéter Foley del nimero 10 en la vagina por un periodo de 4 h, inflado
con 4 ml de agua. En los animales SH DV el catéter fue insertado en la vagina, pero no fue
inflado. Los animales con DV o SH DV fueron asignados aleatoriamente a tres experimentos.
En el experimento 1, se determinaron los cambios estructurales y funcionales del tracto urinario
inferior en animales anestesiados inmediato a la DV, mediante estudios de anatomia gruesa del
AUG vy su inervacion, electrofisiologia del NDC e histologia de la vejiga urinaria y ganglio
pélvico mayor (GPM). En el experimento 2, se determind el efecto de la DV sobre la conducta
de miccion y la actividad del EEU mediante técnicas conductuales y electrofisioldgicas. En el
experimento 3, se determind el efecto de la EET del NDC sobre la conducta de miccion y
parametros urinarios en animales con DV. Se encontrd que la DV incremento significativamente
el ancho de la vagina distal, la longitud de la rama motora del plexo lumbosacro, del NDC y de

los nervios vesicales (p<0.05), y disminuy¢ la amplitud y frecuencia de la actividad eléctrica



del NDC (p<0.05). La DV ocluy¢ a la uretra e indujo retencion urinaria, hematomas y disminuy6
significativamente el grosor del epitelio y del musculo liso de la vejiga urinaria, en comparacion
con los animales SH DV (p<0.05). La DV no modifico significativamente el area del GPM ni
de sus neuronas (p>0.05). En el dia 3 post-DV, el 100% de los animales presentaron goteo de
orina asociado a conductas que implicaron esfuerzo como erguirse en dos patas para alcanzar el
alimento, y durante el estornudo y el rascado. En ese mismo lapso, la frecuencia de expulsiones
de orina disminuyd, y el intervalo y la duracion de las expulsiones incrementd
significativamente vs los animales SH DV (p<0.01). El goteo de orina desapareci6 en el dia 13
post-DV en la fase de oscuridad y en el dia 11 post-DV en la fase de luz. En los animales SH
DV no se present6 goteo ni hubo diferencias significativas en los parametros urinarios en ningun
dia de registro (p>0.05). La amplitud de la actividad del NDC se recuperd en alrededor de un
90% en el dia 3 post-DV. El EEU respondi6 consistentemente a la estimulacion de la vaina
clitoral (amplitud, 54.2 £ 6 puV; frecuencia, 255 + 25 Hz) y a la vejiga urinaria (amplitud, 87.4
+ 11 pV; frecuencia, 344 + 50 Hz) en los animales SH DV. La respuesta del EEU en los animales
SH DV no vari6 a lo largo de los dias (p>0.05) y su amplitud fue considerada como 100 % y
fue comparada con la amplitud de los animales con DV. La actividad refleja del EEU y su
actividad fésica durante los cistometrogramas fueron abolidos inmediatamente y en el dia 3 post-
DV. La actividad refleja se recuperd en ~26% en el dia 6 post-DV durante la estimulacion de la
vaina clitoral y en ~16% durante la estimulacion vesical y al 100% en el dia 12 post-DV. La DV
abolid las oscilaciones de alta frecuencia durante la expulsion de orina en los cistometrogramas
y disminuy¢ significativamente la eficiencia vesical (p<0.05) en los primeros 6 dias post-DV.
El nimero de gotas disminuy0 significativamente en el grupo DV con EET en comparacion con
los grupos DV y DV con SH EET en el dia 5 post-DV (p<0.01). Se concluye que la DV lesiona
la estructura e inervacion del AUG a corto plazo, induce signos conductuales de incontinencia
urinaria de esfuerzo y abole temporalmente la actividad EMG del EEU. El sistema
neuromuscular del EEU y la continencia urinaria se recuperan gradualmente a partir de la
primera semana post-DV. La estimulacion transcutanea del nervio dorsal del clitoris facilita la
recuperacion de la continencia urinaria en ratas con DV. Los resultados del presente estudio nos
ayudaran a conocer mas sobre los mecanismos de la incontinencia urinaria postparto y a disefiar

nuevas terapias no invasivas para el tratamiento de esta patologia.

Vi
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1. Introduccion

1.1 Aparato urogenital femenino (AUG)

El AUG femenino participa en procesos urinarios, reproductivos y sexuales. Esta formado por
la vejiga urinaria, la uretra, el titero, el cérvix y la vagina, 6rganos en estrecha relacion anatomica

que se alojan en la cavidad pélvica (Figura 1; Bekker y cols. 2012). Los dos primeros

componentes forman al tracto urinario inferior.

Nervio hipogastrico
izquierdo

Utero

Vejiga
urinaria

Uretra
Plexo hipogastrico

inferior

Nervio dorsal

del clitoris Nervio pudendo

Figura 1. Esquema del AUG femenino y su inervacion en una vista latero-frontal. Modificado
de Bekker y cols. 2012.



1.1.1 Anatomia del tracto urinario inferior
El tracto urinario inferior consta de dos estructuras funcionales: la vejiga urinaria, un depdsito
para contener y expulsar la orina, y la uretra, un conducto de salida para liberar la orina hacia el

exterior del cuerpo.

1.1.1.1 Vejiga urinaria

La vejiga urinaria es un 6rgano sacular musculoelastico. Esté situada en la porcion inferior del
abdomen, craneal al hueso pélvico y ventral al cuerpo uterino y al cérvix (Hebel y Stromberg
1986). Se le pueden distinguir varios componentes, entre ellos el domo (dpice) en la parte
superior, el cuerpo en la parte media (fundus) y el cuello (trigono) en la transicién con la uretra
(Olivetti y Grazioli 2009).

De su parte mas interna a la mas externa se encuentran diferentes componentes celulares:
el urotelio, la 1amina propia, el musculo detrusor y la capa adventicia.

El urotelio es una capa de epitelio transicional formado de tres subcapas: una compuesta
de células hexagonales largas conocidas como células “sombrilla” que contienen pequefias
microvellosidades de glucosaminoglucanos, una de células intermedias y otra de células basales.
Este conjunto de elementos forma una barrera casi impermeable, lo que permite que la vejiga
urinaria pueda almacenar la orina. Las células del urotelio tienen la capacidad de sensar los
cambios de su ambiente extracelular y responden a estimulos quimicos, mecanicos y térmicos
liberando sustancias como ATP, 6xido nitrico y acetilcolina (Birder y Andersson 2013).

La lamina propia es una capa compuesta de una matriz extracelular que contiene varios
tipos de células que incluyen a los fibroblastos, adipocitos, las células intersticiales de Cajal, y
a las terminaciones nerviosas sensoriales. También contiene una rica red vascular y de canales
linfaticos (Gabella y Davis 1998).

El detrusor es la capa mas gruesa de la vejiga urinaria. Estd compuesto de musculo liso
y representa alrededor del 60 al 70% de la pared vesical. Las células musculares forman
fasciculos rodeados por capas de colageno, estdn arregladas en forma de paquetes y corren en
forma longitudinal y circular (Nagatomi y cols. 2005).

La capa adventicia estd compuesta de tejido conectivo (Figura 2).
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Figura 2. Esquema que muestra los componentes de la pared vesical. Modificado de Birder y
Andersson 2013.



1.1.1.2 Uretra
La uretra es un 6rgano tubular por el que pasa la orina desde la vejiga urinaria hacia el exterior
del cuerpo. En la rata, la uretra tiene una longitud de 20.36 + 0.64 mm y se ha dividido en 5
segmentos: pre-pélvica, pélvica, bulbar y clitoral (Mirto y cols. 2019).

La region pre-pélvica (1.6 £ 0.37 mm) se encuentra rostral al hueso pélvico, la pélvica
(5.3 £ 0.35 mm) se encuentra dorsal a la sinfisis pubica, la bulbar (5.9 + 0.17 mm) empieza del
arco isquiatico y termina antes del clitoris, y la clitoral que inicia al nivel del clitoris y termina

en el meato urinario (Figura 3).

~S—

Pyje=—
»

Figura 3. Anatomia gruesa del aparato urogenital de la rata hembra. Se observa la topografia de
la uretra y sus dos curvaturas marcadas en asterisco. Regiones de la uretra: P-P, region pre-
pélvica; P, region pélvica; B, region bulbar; C, region clitoral. Vu, vejiga urinaria. Ev, entrada
vaginal. Mu, meato urinario. Modificado de Mirto y cols. 2019.



Histologicamente se pueden observar diferentes capas uretrales (Figura 4). De la luz
hacia la periferia, se encuentran el tejido epitelial (urotelio uretral) y conectivo (submucosa) que
se distribuyen a lo largo de todas las regiones de la uretra. Le contintian, el tejido muscular liso
(longitudinal y circular) y estriado, el esfinter externo de la uretra (EEU), que se distribuyen en

todos las regiones de la uretra, a excepcion de la clitoral (Figura 4; Mirto y cols. 2019).

Region 24’,\‘&
Pre-pélvica T 1 55 SO0
B s

N

Region
Pélvica

Region
Bulbar

Regién
Clitoral

Figura 4. Histologia de la uretra de la rata hembra tefiida con Tricrémica de Masson. Se muestran
las cuatro regiones de la uretra y sus tipos de tejidos que los conforman. B, D, F e I son
magnificaciones de A, C, E y H, respectivamente. Modificado de Mirto y cols. 2019.



El EEU esta formado por fibras que corren en diferentes direcciones. Asi por ejemplo, la region
pre-pélvica contiene fibras musculares estriadas circulares, la region pélvica contiene fibras
estriadas circulares, diagonales y longitudinales. Las fibras diagonales forman un cincho, ya que

estas se insertan en el tejido conectivo de la pared ventral de la vagina. Finalmente, la region

bulbar contiene fibras circulares escasas (Figura 5; Mirto y cols. 2019).

Figura 5. Histologia de la uretra de la rata hembra en un corte longitudinal. Se observa la
direccion de las fibras musculares del EEU las cuales incluyen a fibras longitudinales (+),
circulares y diagonales (*). Modificado de Mirto y cols. 2019.



1.1.2 Control nervioso del tracto urinario inferior

Las funciones del tracto urinario son el almacenamiento y la expulsion de orina (Mostwin y
cols. 2001). Durante el almacenamiento, la orina, proveniente de los rifiones, se va acumulando
en la vejiga urinaria, esto ocurre en mas del 99% del tiempo y es posible porque el musculo
detrusor (musculo liso de la vejiga) esta relajado, mientras que la musculatura lisa y estriada de
la uretra esté contraida, cerrando asi al lumen uretral. Esto evita que la orina almacenada fluya
por la uretra y se mantenga la continencia urinaria.

En la expulsion de orina la musculatura lisa y estriada de la uretra se relajan mientras
que el detrusor se contrae, favoreciendo la expulsion de orina. El incremento de la presion
vesical y la relajacion de la uretra permite el paso de la orina al exterior del cuerpo (Sugaya y
cols. 2005).

La coordinacion de la actividad de los musculos lisos y estriado del tracto urinario
inferior es mediado por un complejo circuito neuronal que activa reflejos espinales y
supraespinales, involucrando al cerebro, a la médula espinal y al sistema nervioso periférico.
Esa regulacion es mediada por multiples receptores y neurotransmisores en la que participan
mecanismos sensoriales, asi como de vias eferentes somaticas y autondomicas; simpaticas y
parasimpaticas (Figura 6; Fowler y cols. 2008).

El tracto urinario inferior esta inervado por tres conjuntos de nervios que llevan
informacion motora y/o sensorial. Las vias parasimpaticas sacras viajan por el nervio pélvico,
las vias simpaticas toracolumbares viajan por el nervio hipogéstrico y las vias somaticas sacras
viajan a través del nervio pudendo (Figura 6; Fowler y cols. 2008).

Las vias simpaticas contribuyen, mediante la activacion de receptores adrenérgicos beta
y alfa a la relajacion del musculo detrusor y a la contraccion del cuello vesical durante el
almacenamiento de orina, respectivamente (Fowler y cols. 2008). Las neuronas parasimpaticas
son responsables de la contraccion del musculo detrusor vesical y las motoneuronas somaticas
de controlar la actividad del EEU. Ademas de llevar informacion motora, los nervios que inervan
a la vejiga urinaria también transportan informacion sobre el grado o nivel de llenado vesical

(sensorial) a la médula espinal (Figura 6; Fowler y cols. 2008).
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Figura 6. Circuitos nerviosos que controlan la fase de almacenamiento (a) y expulsion de orina
(b). PAG, materia gris periacueductal. R, receptores sensoriales. Modificado de Fowler y cols.
2008.



1.2 Piso pélvico femenino

El piso pélvico es un sistema complejo de componentes musculares y tejido conectivo que
provee soporte a la visceras pélvicas y contribuye a mantener la continencia urinaria y fecal. Las
fascias y los ligamentos proveen soporte pasivo mientras que los musculos, principalmente el
levator ani, provee soporte activo. El piso pélvico tiene tres capas: la fascia pélvica, el diafragma
pélvico y el diafragma urogenital, las cuales estdn intimamente relacionadas con la uretra, el
esfinter anal y la vagina.

La fascia pélvica estd constituida por los arcos tendinoso y levator ani. El diafragma
pélvico esta constituido por el musculo levator ani, cuyas fibras se insertan en el pubis y en el
arco tendinoso de levator ani, y esta conformado por los muisculos pubococcigeo, iliococcigeo
y coccigeo (Figura 7A). El diafragma urogenital, también llamado espacio perineal profundo,
estd constituido principalmente por el musculo transverso profundo del perineo, el cudl se
origina en la superficie interna del ramo isquial (Figura 7B; Stoker y cols. 2001, Raizada y Mittal
2008).
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Figura 7. Esquema del piso pélvico femenino en una vista lateral (A) y vista desde la superficie
perineal (B). Modificado de Raizada y Mittal 2008.



1.3 Patologias urinarias

Los sintomas son los indicadores subjetivos de una enfermedad o cambio de una condicion,
puede ser percibida por el paciente, por su cuidador o compatfiero y puede llevarlo (a) a buscar
ayuda a los profesionales de salud (Abrams y cols. 2002). Existen varios sintomas de
disfunciones urinarias, estos incluyen a los de incontinencia urinaria, los de almacenamiento

vesical, los sensoriales, y los de expulsion de orina y postmiccion (Haylen y cols. 2010).

Los sintomas de incontinencia urinaria son (Haylen y cols. 2010):
-Incontinencia urinaria de esfuerzo: Es la pérdida involuntaria de orina asociada con
esfuerzo fisico como actividades deportivas, estornudos o al toser.
-Incontinencia urinaria de urgencia: Es la pérdida involuntaria de orina asociada con
urgencia.
-Incontinencia urinaria mixta: Es la combinacion de las dos anteriores.

-Enuresis nocturna: Es la pérdida involuntaria de orina durante el suefio.

Los sintomas de almacenamiento vesical son:
-Frecuencia urinaria: Es la queja que las micciones ocurren mas frecuente durante las
horas de vigilia que lo normal.
-Nocturia: Es la queja de interrumpir el suefio uno o mas veces para orinar.
-Urgencia: Es la queja de un repentino deseo de expulsar orina, la cual es dificil de
aplazar.
-Sindrome de vejiga hiperactiva: Es la urgencia urinaria usualmente acompafiada por
frecuencia y nocturia con o sin incontinencia urinaria de esfuerzo en ausencia de

infecciones del tracto urinario inferior.

Los sintomas de expulsion de orina y postmiccion son:
-Flujo lento de orina: Es la queja de un flujo de orina maés lento, comparado a los
realizados previamente.
-Intermitencia: Es la queja de que durante la expulsion de orina el flujo de orina para y
luego vuelve a comenzar.

-Goteo postmiccion: Es la queja de pérdida de orina posterior a la expulsion de orina.
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-Retencion urinaria: Es la queja de la incapacidad de expulsar orina a pesar de un

esfuerzo persistente.

En las mujeres se presentan varias patologias urogenitales tales como incontinencia
urinaria, retencion urinaria y disfunciones sexuales. La prevalencia promedio de incontinencia
urinaria en mujeres de 15 a 85 afios es de 27.6%, con un rango amplio de 4.8 - 58.4% debido a
la variacion entre mujeres de los factores de riesgo de la incontinencia como la edad, nimero de
partos, obesidad, histerectomia e isquemia cerebral (Minassian y cols. 2003). La prevalencia de
retencion urinaria es del 1.5% en mujeres mayores a 65 afios y la de las disfunciones sexuales
de 43% en mujeres de 57 a 85 afos (Laumann y cols. 1999, Cohn y cols. 2017). Existen
multiples factores relacionados con la aparicion de estas patologias, entre los cuales se
encuentran la edad, la histerectomia, la obesidad, la diabetes, el embarazo y el parto vaginal

(Peyrat y cols. 2002, Minassian y cols. 2003).
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2. Antecedentes

El parto es el proceso fisiologico por el cual el feto es expulsado del utero (Snegovskikh y cols.
2006) y se divide en tres etapas: La primera corresponde a la dilatacion del cérvix, que en
mujeres nuliparas dura alrededor de seis horas; la segunda concierne a la expulsion de feto, y
duracién promedio es de alrededor de 50 minutos; y la tercera involucra la expulsion de la
placenta, con una duracién promedio de 30 minutos (Jones y Larson 2003). La prolongacion de
una o mas horas de la primera o segunda etapa conduce a partos distocicos o de larga duracion
(Shields y cols. 2007). Esta anomalia es uno de los problemas més comunes en mujeres nuliparas
y justifican el 50% de las cesareas (Shields y cols. 2007, Kjaergaard y cols. 2009).

Se ha reportado que inmediatamente después del parto hay una incidencia de retencion
urinaria del 11% y de incontinencia urinaria del 31.15% (Kekre y cols. 2011), y que un afio
después la incidencia de incontinencia urinaria disminuye a 29% (Thom y cols. 2011).

En los Estados Unidos de América, el costo anual del tratamiento de la incontinencia
urinaria es de 65.9 billones de ddlares (en México no se ha calculado su costo), lo que muestra

que ademas de afectar a la salud de la mujer, también afecta a la economia (Coyne y cols. 2014).

Efectos del parto sobre el aparato urogenital y su inervacion

Durante la segunda etapa del parto, el AUG, el piso pélvico y su inervacion estan expuestos a
fuerzas de presion y traccion. Por ejemplo, durante esta etapa se ha sugerido que la musculatura
del piso pélvico es estirada y el hiato genital es distendido, lo que podria afectar su funcién
(Figura 8; Schiissler 1994). De hecho, este evento ha sido asociado con un aumento en la
incidencia de incontinencia urinaria, de 6% en mujeres nuliparas a un 9.7, 16.3 y 23.9% en

mujeres con 1, 2 o 3 partos, respectivamente (Nygaard y cols. 2008).
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Figura 8. El piso pélvico durante la expulsion del feto en la segunda etapa del parto. Note el
sobreestiramiento del musculo levator ani. Modificado de Schiissler 1994.

Se ha reportado que la incontinencia urinaria es mas comun inmediatamente después del
parto y es mas probable que ocurra en mujeres con partos distocicos con/sin intervencion
quirurgica (uso de pinzas obstétricas y episiotomias) y presencia de macrosomia (peso fetal >3.5
kg) (Snooks y cols. 1986, Dietz y Schierlitz 2005, Gartland y cols. 2012).

Ademas, se ha reportado que conforme aumenta el numero de partos se incrementa el
porcentaje de prevalencia de mujeres con incontinencia urinaria de esfuerzo, incontinencia

urinaria de urgencia y prolapsos (Figura 9; MacLennan y cols. 2000).
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Figura 9. Grafica del porcentaje de prevalencia de patologias urinarias en mujeres nuliparas y

multiparas. Modificado de MacLennan y cols. 2000.
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El mecanismo de lesion asociado al parto y su relacion con la aparicion de los desordenes
del AUG es incierto. Sin embargo, existen algunos estudios en mujeres que han indicado que la
lesion del piso pélvico y de su inervacion durante ese proceso fisiologico podrian ser factores
determinantes.

En un estudio de mujeres primiparas y multiparas de 3 meses posparto se mostré un
descenso del piso pélvico (m. pubococcigeo) cuando este se encontraba relajado (1.7 cm),
durante la maxima contraccion voluntaria (1.6 cm) o durante esfuerzo maximo de estiramiento
(intento de expulsar heces, 4 cm). Este descenso fue mayor en las mujeres que habian tenido
parto prolongado (>0.5 h; Tsunoda y cols. 1999).

En otro estudio, empleando imagenes de resonancia magnética, se encontr6é que 20% de
las mujeres primiparas presentaban anormalidades del piso pélvico, por ejemplo, desinsercion
de las fibras musculares en el hueso pubico (DeLancey y cols. 2003). Esto sugiere que el parto
vaginal induce lesion anatomica del piso pélvico de la mujer.

Diversos estudios electrofisioldégicos han mostrado que también se afecta la conduccion
eléctrica del nervio pudendo. En mujeres de cinco dias postparto, la latencia del potencial motor
evocado del nervio pudendo (tiempo que pasa entre la estimulacion de los nervios sacros S2-S3
y la deflexion del potencial evocado del esfinter anal) aumenta alrededor del 100% vs mujeres
no gestantes (7.44 = 3.14 ms vs 4.10 = 1.15 ms, respectivamente). Es decir, la respuesta es mas
lenta y este efecto se mantiene hasta por 5 meses postparto (Sato y cols. 2001).

Para conocer el grado de estiramiento del piso pélvico y de su inervacion durante la
expulsion del feto se han creado modelos computacionales en 3-D basados en mediciones del
AUG y su inervacion en cadaveres de mujeres. En este tipo de estudios se encontrd que cuando
la cabeza del feto se encuentra alrededor de 10 cm por debajo de las espinas isquiales, los
componentes del musculo levator ani sufren estiramiento. Por ejemplo, las fibras mediales del
musculo pubococcigeo y del ilicococcigeo tuvieron un 326% y 273% de estiramiento,
respectivamente, mientras que el puborectalis alcanz6 un grado de estiramiento de 228% (Lien
y cols. 2004). Ademas, en otro estudio se encontrd que las ramas del nervio pudendo se estiran
en diferente porcentaje conforme la cabeza fetal desciende a través del canal de parto. Asi por

ejemplo, la rama que va al recto se estira en alrededor del 5% cuando el feto estd a la mitad del

15



canal de parto, aumenta a alrededor del 20% en la parte distal y aumenta hasta 35% en la parte

distal del canal (Figura 10; Lien y cols. 2005).
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Figura 10. Esquema en 3-D del estiramiento del piso pélvico y su inervacion de la mujer. En
guinda se muestra la musculatura estriada del piso pélvico, en rosa, la vagina, en amarillo, las
ramas del nervio pudendo, y en morado, la membrana perineal. La grafica muestra el porcentaje
de estiramiento de las ramas del nervio pudendo conforme el feto desciende por el canal de
parto: R, rama al recto; EEA, rama al esfinter externo del ano; L, rama a los labios menores;
EEU, rama al esfinter externo de la uretra. Modificado de Lien y cols. 2005.
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Tratamientos de disfunciones urinarias

Entre los tratamientos mas comunes para la incontinencia urinaria estdn el quirtrgico y el
famacologico. En el primero se coloca una malla sintética en la uretra media u otras regiones
del piso pélvico y el farmacologico puede ser por la administracion de hormonas (terapia de
reemplazo hormonal), agonistas al receptor alfa adrenérgico o anticolinérgicos. Sin embargo,
los resultados no han sido muy positivos e incluso en algunos casos fueron contraproducentes.
Asi por ejemplo, los agentes farmacéuticos no son muy selectivos y tienen efectos secundarios
dafiinos (Daneshgari y cols. 2008, Malallah y Al-Shaiji 2015), por lo que se buscan terapias

alternativas como el de la neuromodulacion.

Neuromodulacion por estimulacion eléctrica

Estudios en animales han mostrado que la estimulacion eléctrica directa a un nervio lesionado
facilita su regeneracion. Por ejemplo, la estimulacion eléctrica por 15 minutos del nervio Soleus
del conejo, lesionado experimentalmente, acelero la recuperacion funcional de su 6rgano blanco
el musculo Soleus (fuerza de contraccion) (Nix y Hopf 1983), lo que indica que hubo
regeneracion nerviosa. También se ha observado que posterior a la lesion del nervio ciatico y su
estimulacion eléctrica directa durante 1 h (3V, 0.1 ms, 20 Hz), ocurri6 un incremento en la
velocidad de su potencial de accion compuesto (15 m/s, grupo sin estimulacion eléctrica vs 21
m/s, grupo con estimulacion eléctrica) y un engrosamiento de la capa de mielina de sus fibras,
comparado con el grupo no estimulado pero lesionado. En contraste, la amplitud del potencial
de accion y el diametro del axon se mantuvieron sin cambios (Zhang y cols. 2013).

El primer estudio sistematico para promover la regeneracion del axén a través de
estimulacion eléctrica fue realizado por Al-Majed y colaboradores en el afio 2000 (Al-majed y
cols. 2010). Ellos encontraron que la estimulacion directa del nervio femoral (3V, 0.1 ms, 20
Hz), una hora por dia durante dos semanas, casi duplicé el nimero de motoneuronas regeneradas
después de 3 semanas de su transeccion. Resultados similares se observaron con la estimulacion
de nervios sensoriales de la pierna (Brushart y cols. 2005).

También se ha mostrado que la lesion y estimulacion eléctrica inmediata del nervio
femoral por una hora produce efectos maximos de regeneracion de fibras nerviosas sensoriales

(100% mayor de regeneracion de fibras nerviosas con respecto a su control). Sin embargo, con
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periodos de estimulacion mayores a una hora se disminuye el nimero de neuronas sensoriales

regeneradas, tanto musculares como cutaneas (Figura 11; Geremia y cols. 2007).
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Figura 11. Grafica del nimero de neuronas sensoriales regeneradas del nervio femoral con y sin
(0 h) estimulacion eléctrica directa del nervio. Modificado de Geremia y cols. 2007.

Finalmente, se ha reportado que la estimulacion eléctrica de la rama motora del nervio
pudendo de la rata (20 Hz, 0.3 mA, 0.1 ms) aumenta la expresion del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) y de By-tubulina en el nucleo de Onuf de
ratas con DV (Figura 12; Jiang y cols. 2012). El BDNF es un elemento muy importante en la
regeneracion de los nervios (Geremia y cols. 2007, Faroni y cols. 2015) ya que promueve la
formacion de conos de crecimiento que estan compuestos por proteinas citoesqueléticas, como

actina y By-tubulina y que favorecen la reconexion de los axones lesionados.
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Figura 12. Expresion relativa del BDNF y Bry-tubulina en el nticleo de Onuf de ratas con DV y
con lesion de la rama motora. Modificado de Jiang y cols. 2012.

Los estudios anteriores muestran una alternativa de la estimulacion eléctrica como
terapia de patologias urogenitales a la estimulacion eléctrica de las raices sacras. Esta técnica se
usa en pacientes a quienes se les implanta un neuroestimulador. La aplicacion de corriente
incrementa la eficiencia de vaciamiento vesical en pacientes con retencion urinaria idiopatica
(Peeters y cols. 2014). Después de 2 aiios de la terapia, cerca del 70% de los pacientes con
disfunciones urinarias como frecuencia urinaria e incontinencia urinaria de urgencia se
recuperaron, sin embargo, en el 40% de los pacientes al afio se le tuvo que reimplantar el

estimulador por problemas de infeccion.
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Dado que la estimulacion eléctrica directa de los nervios es un procedimiento invasivo
y poco practico en la clinica, se han buscado sitios alternos para aplicar la estimulacion eléctrica,
tal es el caso de la piel cercana al nervio o del musculo de interés, lo que origino la técnica de

neuromodulacion percutanea y transcutanea.

La neuromodulacion, a través de la activacion de vias sensoriales, ofrece un tratamiento
alternativo reversible y con una minima invasion al paciente (Bartley y cols. 2013). Una técnica
empleada en la neuromodulacion es la estimulacion percutdnea del nervio dorsal del clitoris y
del nervio tibial. Estas terapias se han utilizado para el tratamiento de contracciones
involuntarias de la vejiga hiperactiva. Se ha encontrado que en los pacientes con vejiga
hiperactiva que reciben este tratamiento disminuye alrededor del 40% el nimero de micciones
en 24 horas y tres meses posteriores a la estimulacion eléctrica (Van der Pal y cols. 2006). Sin
embargo, este tipo de tratamiento continua evolucionando ya que la vejiga urinaria tiene la
capacidad de relajarse o contraerse via refleja de acuerdo a la frecuencia de estimulacion
eléctrica dada. La estimulacion del nervio dorsal del clitoris menor a 20 Hz induce relajacion
vesical mientras que mayor a 20 Hz induce contraccion vesical (Tai y cols. 2006). Este es el
motivo por el cual la estimulacion de este nervio es un blanco apropiado para el tratamiento de

vejiga urinaria hiperactiva e hipoactiva.

Por lo anterior, es importante conocer los mecanismos de lesion de los nervios
autondmicos y somaticos que controlan al AUG durante el trauma por parto vaginal y disefiar,

en modelos animales, nuevas terapias de neuromodulacion que faciliten su regeneracion.
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Modelo de distension vaginal en ratas

Para conocer qué estructuras del AUG y su inervacion se pueden lesionar durante el trauma
ocasionado por el feto durante su descenso en la vagina se han creado modelos de estudio en
animales de laboratorio. Uno de los mas utilizados es el modelo de distension vaginal (DV) en
ratas.

El modelo de DV en ratas anestesiadas consiste en insertar un catéter Foley dentro de la
vagina. El globo es inflado con agua destilada y se deja asi por diferentes periodos de tiempo
(Lin y cols. 1998). En general, la duracion de la DV experimental es mayor al de la segunda
etapa de un parto normal en mujeres, que es de alrededor de 1 hora (Jones y Larson 2003).

Lin y cols. (1998) emplearon en ratas virgenes un catéter Foley nimero 12 inflado con
2.0 ml de agua y una DV de cuatro horas. Mostraron que cuatro semanas posteriores a la DV,
el 46% de las ratas presentaron signos de incontinencia urinaria de esfuerzo, tales como la
expulsion de gotas de orina durante una prueba de estornudo inducido en animales anestesiados.
En estas hembras, el grosor de la musculatura lisa y la estriada de la pared uretral disminuyeron
alrededor del 50%. Sievert y cols. (2001) utilizaron ratas postparto a las que distendieron la
vagina con un catéter Foley 22 inflado con 5.0 ml de agua durante tres horas inmediatamente
después del parto. Encontraron que a las cuatro semanas posteriores a la DV la capacidad media
vesical fue mayor en las hembras con DV que la de las controles (1.4 ml en ratas control vs 2.1
ml en ratas con DV, sin analisis estadistico). El volumen de orina residual también se
incremento, de 0.3 ml en ratas control vs 1.31 ml en ratas con DV. Ademas, el 58% de las ratas
con DV mostraron signos de incontinencia urinaria de esfuerzo (goteo durante estornudo).

En estudios a corto plazo se ha observado que cuatro dias después de una DV de 30 min
0 1 hora se presenta adelgazamiento y separacion de las fibras del EEU, una menor resistencia
uretral a la salida de orina (presion intravesical, 31.4 cmH>0O, grupo con DV vs 41.1 cmH>O0,
grupo sham DV; Cannon y cols. 2002, Damaser y cols. 2003) y una disminucion en el numero
de fasciculos nerviosos cercanos al EEU (sham DV, 45.5+4.1 vs DV, 32.54+7.7; Damaser y cols.
2003). La DV también induce isquemia en la vejiga urinaria, la uretra y la vagina, asi como
hipoxia del detrusor, del epitelio vaginal y vesical, y de la submucosa uretral (Damaser y cols.

2005). Cuatro dias posteriores a la DV la actividad electromiografica del EEU esta abolida,
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habiendo cierto grado de recuperacion a las tres semanas después de la DV (Figura 13; Jiang y

cols. 2009).
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Figura 13. Electromiogramas del EEU de la rata hembra durante la expulsion de orina inducida,
en diferentes condiciones. Modificado de Jiang y cols. 2009.
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3. Justificacion

Los estudios mencionados anteriormente solo evaltan el efecto de la DV sobre el EEU y su
control somatico, la rama motora del nervio pudendo. Sin embargo, en el laboratorio hemos
caracterizado la topografia de nervios autondmicos y somaticos que controlan el aparato
urogenital de la rata hembra, y debido a su ubicacion, otros nervios también se podrian lesionar

por estiramiento o compresion durante la DV (Figura 14).

Figura 14. Esquema del AUG de la rata hembra y su inervacion autonoémica y somatica. Note
en rojo la inervacién del EEU, la rama motora del plexo lumbosacro (RMPLS). RSNP, rama
sensorial del nervio pudendo. Modificado de Pastelin y cols. 2012.
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Ademas, todos los efectos de la DV han sido observados y evaluados en animales
anestesiados, sin embargo, es sumamente importante conocer si estos cambios estructurales y
funcionales del aparato urinario se correlacionan con signos de disfuncidon urinaria a nivel
conductual.

Asi también, es primordial el determinar si la recuperacion de la funcidn urinaria esta
correlacionada con la recuperacion de los reflejos del esfinter externo de la uretra.

Finalmente, es fundamental el investigar si un tratamiento de neuromodulacién poco
invasivo, como la aplicacion transcutanea de pulsos eléctricos, es efectivo para disminuir las

disfunciones urinarias causadas por el dafio mecanico y funcional inducido por la DV.
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4. Hipotesis

En esta tesis doctoral se probaron cuatro hipdtesis:

La DV inducira, por estiramiento y/o compresion, lesion de los érganos del AUG y su
inervacion.

Debido al estiramiento y compresion de los nervios y 6rganos del AUG por la DV, las
ratas presentaran signos conductuales de disfunciones urinarias y lesion nerviosa a corto
plazo.

La lesion nerviosa y los signos conductuales desapareceran a mediano plazo, cuando se
recupere el circuito neuromuscular del EEU, evidenciado por la reaparicion de la
actividad refleja.

La estimulacion transcutanea del NDC facilitara la recuperacion funcional del tracto

urinario inferior en ratas con DV,

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar en ratas anestesiadas el efecto de la DV sobre el AUG y su inervacion, y en ratas no

anestesiadas, el efecto de la DV sobre las caracteristicas de la conducta de miccion y la actividad

refleja del EEU, asi como el efecto de la estimulacion eléctrica transcutanea del NDC sobre la

recuperacion funcional del tracto urinario inferior en ratas con DV.

5.2 Objetivos particulares

Determinar el efecto de la DV sobre el AUG y su inervacion de la rata.

Determinar si la DV induce signos conductuales de disfunciones urinarias y lesion
nerviosa a corto plazo.

Establecer si la DV modifica los pardmetros urinarios a corto y mediano plazo.
Precisar el tiempo de recuperacion post-DV de la funcién urinaria en ratas conscientes
y la actividad eléctrica del NDC y de los reflejos del EEU (clitoro-EEU y vesico-EEU)
en ratas anestesiadas.

Comprobar si la estimulacion transcutanea del NDC facilita la recuperacion funcional

del tracto urinario inferior en ratas con DV.
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6. Animales

Se utilizaron ratas hembra virgenes de la cepa Wistar de 250 - 350 g de peso. Los animales
fueron mantenidos en condiciones de bioterio con ciclo oscuridad-luz invertido (12/12 h). La
luz se programo para apagarse y encenderse a las 2:00 y 14:00 h, respectivamente. El alimento

y agua se proporcioné ad libitum. La temperatura se mantuvo a alrededor de 24 °C.

6.1 Disefio experimental

Las ratas fueron asignadas a los siguientes grupos: 1) hembras sham de DV (SH DV), 2)
hembras con DV, 3) hembras con DV y estimulacion eléctrica transcutdnea del NDC (EET), y
4) hembras con DV y sham de estimulacion eléctrica transcutanea del NDC (SH EET). Los dos

primeros grupos se asignaron al experimento 1y 2, y los dos tltimos al experimento 3.

En el experimento 1, se determinaron los cambios estructurales y funcionales del tracto
urinario inferior en animales anestesiados con DV. Para ello, inmediato a la DV o SH DV, se
midio la longitud del AUG y sus nervios (n=6 por grupo), se registraron electroneurogramas
(ENGs) del NDC (n=4 por grupo) y se determinaron las caracteristicas histologicas de la vejiga

urinaria y ganglio pélvico mayor (GPM) (n=4 por grupo).

En el experimento 2, se determind el efecto de la DV sobre la conducta de miccion y la
actividad del EEU. Por ello, se registro la conducta de miccion y se determinaron los parametros
urinarios previamente y en los dias 3, 5, 7,9, 11 y 13 post-DV (n=8) o SH DV (n=5) en la fase
de oscuridad y de luz. En otros animales se realizaron ENGs del NDC al dia 3 post-DV (n=4) y
electromiogramas (EMGs) del EEU en respuesta a la estimulacion mecénica de la vaina clitoral
(reflejo clitoro-EEU), vejiga urinaria (reflejo vesico-EEU) y durante cistometrogramas,

inmediatamente y a los 3—15 dias post-DV (n=57) o SH DV (n=8, un solo grupo).

En el experimento 3, se determino el efecto de la estimulacion eléctrica transcutanea del
NDC sobre la conducta de miccion y pardmetros urinarios en animales con DV. Se aplico EET
(n=5) o SH EET (n=6) a la vaina clitoral de los animales durante 1 h, inmediatamente y a los
dias 2 y 4 post-DV. Se evalu6 la conducta de miccion y se determinaron los pardmetros urinarios

del dia 5 al 13 post-DV, en la fase de oscuridad.
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7. Experimento 1. Cambios estructurales y funcionales del tracto urinario inferior en animales

anestesiados con DV

7. 1 Métodos del experimento 1

Modelo de distension vaginal

Las ratas fueron anestesiadas con una combinacién de Ketamina (60 mg/kg) y Xilazina (7.5
mg/kg). Luego de alcanzar el plano anestésico, se insertd en la vagina de la rata un catéter Foley
del nimero 10, previamente lubricada con un cotonete y aceite mineral, hasta tocar el cérvix. Se
sutur6 el catéter a la piel lateral del orificio vaginal para asegurar su permanencia y
posicionamiento en la vagina. Posteriormente se inflo con 4.0 ml de agua destilada. En los
animales SH DV solo se inserto el catéter en la vagina por cuatro horas, pero no se infl6 con el

agua destilada (Figura 15).

SH DV DV

1cm

Figura 15. Fotografia de la piel perigenital de la rata hembra en posicion supina durante la SH
DV o DV. Se muestra el catéter Foley (CF) inflado con 4 ml de agua destilada insertado en la
vagina de la rata. Note el area distendida durante la DV, el cual es sefialado en lineas punteadas.
MU, meato urinario.
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Anatomia gruesa

Inmediatamente a la DV o SH DV con el catéter Foley en la vagina y sin desinflarlo, se realiz
una incision de la piel abdominal y pélvica longitudinalmente. Posteriormente, con la ayuda de
un microscopio estereoscopico (MZ6 Leica) se removieron el hueso pubico e isquion y se midio
el ancho de la vagina, la longitud de la vejiga urinaria y de la uretra. También se midi6 el
volumen de orina vesical con una aguja de insulina. Finalmente, se localizaron y se midio, en
una direccion anteroposterior, la longitud de los nervios vesicales, la del NDC y de los nervios
que corren sobre la pared ventral de la vagina (Figura 16). En una direccion ventro-dorsolateral
se midio la longitud de la RMPLS. Para medir la longitud de los nervios se empled un hilo que
se colocd encima de cada nervio y posteriormente se midié su longitud con un vernier digital

(Mitutoyo, Japon). Los puntos de medicién son mostrados en la Figura 16.
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Figura 16. Aparato urogenital de la rata hembra y su inervacion. Las lineas en las que se
encuentran los numeros indican los puntos de mediciéon de cada nervio. RA, ramas
anastomoticas. RMPLS, rama motora del plexo lumbosacro. NDC, nervio dorsal del clitoris.
GPM, ganglio pélvico mayor. Vag, vagina distal.
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Registro de la actividad electroneurografica del NDC
Los animales fueron anestesiados con uretano (1.2 g/kg, i.p.) y con la ayuda de un microscopio
estereoscopico se diseco el NDC en el nivel del arco isquiatico. Luego, el NDC derecho fue
cortado y se montaron un par de electrodos de acero inoxidable en forma de gancho en la parte
distal a la seccion para registrar su actividad eléctrica. Los electrodos fueron conectados a un
amplificador de senales eléctricas Grass 7P511, y éste a un convertidor de sefiales analogicas a
digitales (Digidata 1440A). Este ultimo estuvo sincronizado con el software AxoScope para la
observacion, el almacenamiento y el analisis de la actividad eléctrica del NDC.

Se analiz6 la actividad eléctrica del NDC durante un periodo de tiempo de un segundo,
seleccionado a la mitad de la duracién de la estimulacion mecanica (presion con unas pinzas

quirtrgicas, Lawton 22-0910) de la vaina clitoral con el programa Clampfit-Axoscope, version

10.4 (Figura 17).
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Figura 17. Topografia del NDC y componentes del sistema electrofisioldgico para el registro
del nervio. A. Esquema de la piel perineal de la rata hembra en una vista ventral. Se puede
observar los electrodos montados en el NDC. B. Sistema del registro electrofisiologico del NDC
y muestra de ejemplo de actividad electroneurografica (ENG).
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Histologia de la vejiga urinaria y ganglio pélvico mayor

Inmediatamente posterior a la DV o SH DV, y con la ayuda de un microscopio estereoscopico,
se extirparon la vejiga urinaria y el GPM derecho. Los tejidos fueron fijados en formalina al
4%, embebidos en parafina y cortados con un microtomo a 7 um de grosor. Los cortes fueron
teflidos con Hematoxilina-Eosina, examinados con un microscopio optico (Carl Zeiss, EUA) y
fotografiados con una camara digital (Cannon PowerShot S50, EUA).

Se analiz6 el grosor de las capas vesicales de tres cortes transversales por animal usando
un procesador de imagenes digitales (AxioVision, 4.6, EUA). El grosor de las capas vesicales
fue calculado al promediar el grosor de la linea media de la pared ventral y dorsal de la vejiga
urinaria. El promedio del grosor de cada animal sirvi6 para calcular a su vez el promedio por
cada grupo (DV o SH DV).

Se determin6 también el area del GPM al medir y promediar tres cortes de la region
media del ganglio por rata. De estas secciones, se promedi6 el area de 20 neuronas con un nucleo
visible y que se localizaron en la region media del GPM. Para obtener el area del GPM y de sus
neuronas se trazé el contorno de cada estructura y el programa AxioVision calculd el area
delimitada. El grosor del GPM se determiné sumando el nimero de cortes a 7 um en donde se

encontraron neuronas y multiplicindolo por 7 pm.

Andlisis estadistico

Todos los resultados son presentados con el valor de la media + el error estdndar. Los andlisis
estadisticos y las graficas se realizaron con los programas Sigma Plot y Graphpad Prism 5. Con
la prueba paramétrica ¢ de student se comparo la media del ancho de la vagina, la longitud de la
uretra y de los nervios del AUG, asi como el grosor de las capas vesicales y area del GPM y de
sus neuronas entre el grupo DV con el grupo SH DV. El valor de significancia para los andlisis

estadisticos fue de p<0.05.
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7.2. Resultados del experimento 1

Anatomia gruesa del AUG

La DV increment6 significativamente el ancho de la vagina distal (SH DV = 9.8 £ 0.2 mm vs
DV =17+ 0.3 mm, p<0.0001) y la longitud de la vejiga urinaria (SH DV =12 £ 0.5 mm vs DV
=25 =+ 1.1 mm, p<0.0001) pero no la longitud de la uretra (SH DV =22.5 £ 0.5 mm vs DV =
27+ 0.6 mm, p=0.07).

En los animales con DV, el catéter presion6 a la uretra pélvica con el hueso pélvico, lo
que ocasion6 oclusion uretral, no expulsion de orina durante la DV, y en consecuencia, retencion
urinaria durante la DV (volumen de orina: SH DV =0.40 + 0.15 ml vs DV = 1.67 + 0.25 ml, p<
0.001) (Figura 18 A-B). También, se observaron hematomas en la vejiga urinaria de las ratas

con DV pero no en los SH DV (Figura 18 C-D).
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Figura 18. Fotografias del aparato urogenital durante SH DV (A y C) o DV (B y D). Note que
durante la DV, el globo distiende el aparato urogenital distal y comprime la uretra pélvica con
el hueso pubico provocando retencion urinaria, sobredistension vesical y hematomas en la vejiga
urinaria. Cu, cuerno uterino; Vu, vejiga urinaria; He, hematoma.
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La DV estird a los nervios que controlan al AUG, tanto autondémicos como somaticos.
Los nervios vesicales fueron elongados en alrededor del 56%, las ramas anastomoticas que se
originan del GPM en alrededor del 36%, y la rama motora del plexo lumbosacro (RMPLS) y el
NDC en alrededor del 50% (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la DV sobre la longitud de los nervios del AUG

Nervios SH DV DV
Ramas vesicales 16 £0.26 25 £ 0.5%*
Ramas anatomoticas 11+0.45 15+1.7*
RMPLS 11.6 £1.67 17.5+0.05%
NDC 10+1.0 15+ 1.0*

Los valores indican promedio + error estandar, ¢ de student *p<0.05, **p<0.01. RMPLS,
rama motora del plexo lumbosacro; NDC, nervio dorsal del clitoris.
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Electroneurogramas del NDC

La actividad eléctrica del NDC se incrementd durante la estimulacion mecanica de la vaina
clitoral en los animales SH DV (Figura 19). Sin embargo, tanto la amplitud y la frecuencia de
la actividad ENG del NDC disminuy6 significativamente inmediatamante a la DV en

comparacion con los animales SH DV (Figura 19).
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Figura 19. Ejemplos de la actividad eléctrica del NDC previo, durante y posterior a la
estimulacion mecénica de la vaina clitoral de animales con SH DV o DV. La linea punteada
debajo del ENG indica el tiempo de estimulacion de ambas actividades. Los valores de las
graficas representan el promedio + error estdndar. ** indican diferencias significativas vs el
grupo SH DV, p<0.01.
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Histologia de la vejiga urinaria y del ganglio pélvico mayor

La DV sobredistendi6 la vejiga urinaria y decremento significativamente el grosor de su epitelio
(p<0.05) y del detrusor (p<0.01) pero no de la submucosa (p>0.05) (Figura 20). La DV también
indujo extravasacion de leucocitos, principalmente en la submucosa. Por otra parte, la DV no

afecto las caracteristicas morfométricas del GPM ni de sus neuronas (Figura 21).

C
500
[CJSHDV T

400
2 Il DV
\E:} 300 - -|- %* %
o}
wn
© 200
O

100 *

o L]

Epitelio Submucosa Detrusor

Figura 20. Fotografias de cortes transversales de la vejiga urinaria media (tincion con H&E) de
animales SH DV (A) y con DV (B). Note que el grosor del epitelio y del detrusor son
decrementados en animales con DV (C). Los valores representan el promedio + error estandar.
Analizado con prueba ¢ de student, donde * representa diferencias significativas vs animales SH
DV, p<0.05.
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Figura 21. Neuronas del ganglio pélvico mayor (GPM) de la rata hembra. El dibujo representa
la ubicacion del GPM y el recuadro es el sitio donde fueron tomadas las microfotografias que
se muestran en B y en C (B, neuronas tomadas de un animal SH DV y C, de un animal con DV.
Tincion con H&E). Las graficas indican el area y el didametro de 20 neuronas de animales SH
DV y con DV (D). Los valores indican el promedio + error estdndar. Valores analizados con
prueba ¢ de student, p>0.05.
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7.3 Discusion del experimento 1

El parto es considerado un factor de riesgo importante para la aparicion de disfunciones del piso
pélvico en la mujer (Rortveit y cols. 2003). Para probar el efecto del parto vaginal sobre el
aparato urogenital y su inervacion, se ha propuesto el modelo animal de DV en ratas (Lin y cols.
1998).

Se ha mostrado que la DV induce hipoxia a los 6rganos del aparato urogenital (Damaser
y cols. 2005), y dafio anatomico y funcional de la uretra (Cannon y cols. 2002, Jiang y cols.
2009). El presente experimento agrega informacion de las regiones del AUG y los nervios que
son distendidas durante la DV, y el efecto de la DV sobre la retencidn urinaria y capas vesicales.

Durante la DV, el globo (parte inflada del catéter Foley) no permanecié completamente
en la cavidad pélvica por lo que también distendio a la vagina distal y por lo que fue necesario
suturar el catéter Foley con la piel circundante de la entrada vaginal para evitar que el globo
fuera expulsado. Por ello, el globo comprimié a algunos érganos del area pélvica contra el hueso
pélvico, estos incluyeron a la pared ventral de la vagina pélvica, la uretra pélvica, la musculatura
estriada pélvica, y los vasos y nervios. También el globo distendio el AUG perineal que incluye
a la region distal de la vagina y uretra, y los vasos y nervios adyacentes.

La lesion mecénica que produce la DV en la uretra pélvica y al AUG distal explicaria la
desorganizacion, el adelgazamiento y la abolicion de la actividad del EEU (Cannon y cols. 2002,
Pan y cols. 2007), asi como, la hipoxia e isquemia de la vagina y la uretra (Damaser y cols.
2005), y el decremento del umbral de presion que induce goteo (leak point pressure, LPP) (Lin
y cols. 1998, Sievert y cols. 2001, Kamo y cols. 2006), lo que sugiere que la DV induce
incompetencia del cerrado uretral.

La disfuncion uretral inducida por la DV puede resultar no solo por la lesiéon del EEU
sino también puede ser resultado de la lesion de la musculatura lisa, tejido conectivo y epitelial
de la uretra y/o lesion de su inervacion, la RMPLS, ya que se ha demostrado que estas estructuras
contribuyen a la continencia urinaria (Jiang y cols. 2011).

La DV distendi6 a la vagina distal y a nervios somaticos como el NDC y la RMPLS.
Estos nervios fueron elongados en alrededor del 50%, mayor a lo reportado en un modelo de
simulacion por computadora del estiramiento del nervio pudendo durante la segunda etapa del

parto en mujeres (Lien y cols. 2005). Sin embargo, una diferencia entre nuestro estudio y el del
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modelo computacional es que en el modelo, el punto de medicion del nervio pudendo para medir
su estiramiento fue mas proximal al nuestro, al nivel de la espina isquial, y se ha mostrado que
entre mas proximal es la medicion, el estiramiento de los nervios es menor (Lien y cols. 2005).

Otro estudio mostro que un 74% del estiramiento de la rama motora solo abole
temporalmente la actividad del EEU, la cual retorn6 después de 30 minutos (Sajadi y cols. 2012).
Sin embargo, el estiramiento se realiz6 en el canal de Alcock, en donde el nervio atn no se ha
ramificado. Contrario a esto, la DV no s6lo estira a los nervios previo a su ramificacion sino que
también puede estirar a sus ramas delgadas antes de inervar a sus 6rganos blanco, las cuales
pueden lesionarse facilmente, junto con las uniones neuromusculares.

Encontramos también que la DV disminuy0 la actividad electroneurografica del NDC
inducida por la estimulacion mecénica de la vaina clitoral. Este decremento sugiere que el
estiramiento de este nervio, de alrededor del 50%, es suficiente para inducir disfuncién axonal
y quizas rompimiento de algunas de sus fibras en la parte distal de su trayecto y/o la separacion
de las terminales nerviosas de los receptores sensoriales que se encuentran en la vaina clitoral.
Sin embargo, son necesarios estudios histologicos y electrofisiologicos para conocer el tipo y
localizacion de la lesion a nivel celular y molecular. En un estudio previo, se ha mostrado que
la lesion nerviosa por estiramiento decrementa la cantidad de microtubulos y de la proteina tau,
elementos importantes en la funcién axonal (Kikukawa y cols. 2003).

El estiramiento del NDC y de la RMPLS inducido por la DV puede denervar al clitoris
y al EEU, respectivamente, y eso podria ser el causal de la comorbilidad de disfunciones
sexuales y urinarias en mujeres. Apoyando estos causales, en estudios preclinicos se ha
mostrado que la lesion quirtrgica del NDC induce incontinencia urinaria coital (Cruz y cols.
2016) y que la lesion de la rama motora induce signos de incontinencia urinaria en ratas (Juarez
y cols. 2012).

Observamos retencion urinaria y sobredistension vesical inmediato a la DV,
presumiblemente como un efecto indirecto de la oclusion de la uretra pélvica debido a su
compresion contra el hueso pélvico, evitando que el animal expulsara orina durante cuatro horas.
Esto podria explicar los hematomas de la vejiga urinaria, y el adelgazamiento de las capas
vesicales: epitelio y detrusor. Estas lesiones, aunadas al estiramiento de los nervios vesicales

podrian resultar en disfuncidn vesical sensorial y motora. Si los canales y receptores sensoriales
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como los canales TRP (receptores de potencial transitorio, siglas en inglés) y los receptores
purinérgicos P2X;.7 localizados en el epitelio y detrusor (Kanai y cols. 2011, Merrill y cols.
2016) disminuyeran, afectaria la senalizacion del llenado vesical e induciria inmediato a la DV
retencion urinaria. Por el contrario, una sobreexpresion de estos receptores, a largo plazo, puede
inducir signos conductuales de vejiga hiperactiva, como frecuencia urinaria.

En ratas, la retencion urinaria y la sobredistension vesical inducen lesion a nervios
motores vesicales, vejiga urinaria hipoactiva y decremento en la inervacién adrenérgica y
colinérgica de la vejiga urinaria ha sido observado posterior a una retencion urinaria inducida y
a una sobredistension vesical en ratas (Tammela y cols. 1990, Lasanen y cols. 1992).

Aunque no se sabe si la mujer sufre de cambios neuroanatdmicos en la vejiga urinaria
posterior al parto, es eso posible ya que la retencion urinaria es una condicion prevalente
inmediato al parto distocico, cuyos factores de riesgo incluyen la analgesia epidural, la
episiotomia y la macrosomia fetal (peso mayor a 3.5 kg) (Kekre y cols. 2011, Mulder y cols.
2014, Mulder y cols. 2016). De hecho, la analgesia epidural comiinmente usada para evitar el
dolor durante el parto causa hipotonia y elimina la sensaciéon normal para expulsar orina (Weil
y cols. 1983), lo que ocasiona sobredisension vesical, que puede dafiar al detrusor y
consecuentemente inducir dificultades para expulsar orina a largo plazo (Yip y cols. 1998). En
casos extremos, puede haber ruptura de la vejiga urinaria durante el parto (Yang 2011), lo cual
puede también inducir vejiga hipoactiva. De este modo, la prevalencia de una contraccion
vesical reducida es mas prevalente en mujeres con una historia de retencion urinaria que en
hombres (Valente y cols. 2014).

El GPM se encuentra adosado en tejido adiposo lateral al cérvix y se ha estimado que
contiene alrededor de 5,000 neuronas (Greenwood y cols. 1985). Nuestros resultados sugieren
que la DV, en el modelo de la rata nulipara no afecta la morfometria de las neuronas del GPM.

En contraste a nuestro estudio, un reporte previo mostr6 un decremento en el nimero de
neuronas del GPM en ratas con DV, de 3 a 8 neuronas en al grupo SH DV a 0 a 1 neuronas en
el grupo con DV (Lin y cols. 1998). La controversia puede estar relacionada el método usado
para obtener el tejido. El estudio previo no da detalles de como se analizé ni recolecté el GPM
completo, s6lo se menciona que el tracto genitourinario fue colectado y analizado. Considerando

que el GPM de la rata hembra es delgado y dificil de observar, es posible que los autores no
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hayan colectado completamente el GPM, debido a que s6lo reportan pocas neuronas en el grupo

control (3-8 neuronas) (Lin y cols. 1998).

7.4 Conclusiones del experimento 1

e La DV produce lesiones directas e indirectas a los 6rganos del aparato urogenital y su
inervacion en las ratas hembras.

e El dafo directo ocurre por la compresion del globo hacia la region pélvica del aparato
urogenital y la distension de su region distal y nervios somadticos como el NDC y
RMPLS.

e El dafio indirecto es consecuencia de la obstruccion uretral y produce sobredistension
vesical, lesion de la vejiga urinaria y estiramiento de sus nervios.

e La DV no induce lesion del ganglio pélvico mayor ni de sus neuronas.
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8. Experimento 2. Efecto de la DV sobre la conducta de miccion y la actividad del EEU

8.1 Métodos del experimento 2

Registro de la conducta de miccion

Los animales fueron colocados en un sistema de registro para la conducta de miccion
implementado en el laboratorio de la Dra. Cruz Gomez (Figura 22). Para su habituacion, los
animales fueron colocados en el sistema 4 dias antes del primer registro (pre-DV o SH DV). Las
ratas fueron videograbadas por 12 horas, 6 en la fase de oscuridad y 6 horas en la fase de luz,
iniciando a las 8:00 am y finalizando a las 8:00 pm. Las grabaciones fueron almacenadas en un

grabador de video digital (DVR, siglas en inglés).

Figura 22. Esquema del sistema de registro de la conducta de miccion en ratas. Se muestra sus
componentes: caja de acrilico (1), malla de acero (2), colector de orina y heces (3), camara
conectada a un DVR (4) y espejo (5).
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Sistema de registro de los pardmetros urinarios

El sistema de registro consistié de una caja jumbo para rata, pero sin piso (43 X 53 X 20 cm),
colocada sobre una malla de acero inoxidable (rejilla de 1 X 1 cm). Entre éstos dos se coloco un
colector de orina (cuadro de madera forrado de plastico, 51 X 41 cm), todo esto fue soportado
por una mesa con superficie de vidrio. Frente a la caja se coloco una videocamara conectada a
su vez a un sistema de circuito cerrado de grabacion, el cual consistié de un DVR, un monitor y
de una computadora (Figura 22). Todo este arreglo permitio guardar el registro y observarlo in
vivo en tiempo real.

Al inicio de cada registro, en ambas fases, se coloc6 un bebedero con 50 ml de agua y al
final se cuantific su volumen restante, esto para determinar la cantidad de agua ingerida durante
las 6 h. Cuando se observé que la hembra expulso orina, se midi6 con una jeringa de insulina el
volumen. Se anotd en la hoja de registro la hora de expulsion de orina, su volumen, y
posteriormente, se revisaron los videos para determinar el tiempo exacto de la miccidén y con
ello el intervalo entre las micciones. Con los datos de la hoja de registro y con los videos se
determinaron los siguientes parametros de la funcion urinaria:

*Frecuencia de expulsiones: Numero total de expulsiones en 6 h (niim. /6 h).

*Intervalo entre las expulsiones: Tiempo entre las expulsiones de orina (min).

*Duracion de la expulsion: Tiempo que tarda el flujo de orina durante las expulsiones

(s).

*Volumen de orina por expulsion: Cantidad de orina por expulsion (ml)

*Volumen total de orina: Cantidad de orina expulsada en 6 h (ml)

De las grabaciones se determinaron también los signos conductuales de incontinencia urinaria
caracterizados por la expulsion de orina en forma de gotas durante las actividades cotidianas de
cada animal, por ejemplo, cuando la rata bebe, come, se para en dos patas, husmea, estornuda,

etc.
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Registro de la actividad refleja del EEU
Los animales fueron anestesiados con uretano (1.2 g/kg, i.p.) y con la ayuda de un microscopio
estereoscopico se removio el pubis y se localizo a la uretra. Luego se insertaron las puntas de
un par de electrodos de plata en el EEU (didmetro de 0.05 mm) para registrar su actividad
eléctrica. Los electrodos fueron conectados a un amplificador de sefales eléctricas Grass 7P511
y este a un convertidor de senales analdgicas a digitales (Digidata 1440A). Este ultimo estuvo
sincronizado con el software AxoScope para la observacion, el almacenamiento y el andlisis de
la actividad eléctrica del EEU.

Usando el programa Clampfit-Axoscope, version 10.4, se analizo la actividad eléctrica
del EEU durante un segundo, identificado justo a la mitad de la duracion de la estimulacion
mecanica (presion con unas pinzas quirdrgicas, Lawton 22-0910) de la vaina clitoral o de la

vejiga urinaria (Figura 23).

45



// 0
Estimulaciones ~—_
mecanicas
o
Vaina clitoral
C“‘QOnfu:lo
vaginal
(‘-—)\Ano
Convertido de senales Digidata 1440
EMG
‘ 1s '

Amplificador de
sefiales biologicas =

E EU Software Axoscope 10.4

Figura 23. Organos que inducen actividad refleja del esfinter externo de la uretra (EEU) y
componentes del sistema electrofisiologico para el registro del misculo. A. Esquema de la piel
perineal de la rata hembra en una vista ventral. Se muestran las estructuras estimuladas: la vaina
clitoral y la vejiga urinaria. B. Sistema de registro electrofisioldgico del EEU.
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Registro de la actividad electromiografica del EEU durante los cistometrogramas

Después del registro de la actividad refleja del EEU se localizé y se sutur6 un catéter en el domo
vesical. El catéter se conectd a una bomba de infusion para llenar a la vejiga urinaria con
solucion salina (5 ml/h) y a un transductor de presion para medir la presion intravesical (Figura
24). Posteriormente, se suturaron la musculatura y piel abdominal.

Los datos de presion fueron registrados y almacenados por el mismo sistema de registro
empleado en los EMGs del EEU. Se analizaron tres expulsiones de orina, 20 minutos después
del inicio de la infusion. Durante la contraccidn vesical se analizé la amplitud y frecuencia de 5
s de actividad tonica del EEU, inmediato a la actividad fasica o bursting del EEU. Finalmente,
también se analiz6 la amplitud, frecuencia y duracion de tres fases activas de la actividad fasica

del EEU, durante la expulsion de orina, con el programa Clampfit-Axoscope, version 10.4.

47



o *_ -~ Catéter

'\ . Bomba de infusion

S S ’
i

Transductor de presion

K\ Convertido de sefales

T4 Digidata1440

EMG

Amplificador de

sefales bioldgicas « CMG
_—

Software Axoscope 10.4

Figura 24. Sistema de registro de la actividad electromiografica del EEU durante los
cistometrogramas. A. Componentes para la infusién de solucion salina en el domo vesical. B.
Sistema electrofisioldgico para el registro simultaneo de la actividad EMG del EEU y presion
intravesical (CMG).
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Parametros cistométricos

Posterior a la infusion salina continua de 20 minutos se analizaron los parametros cistométricos
de tres episodios de expulsion de orina. Los parametros cistométricos fueron los siguientes:
presion umbral (PU, en cmH>0), intervalo intercontractil (IIC, en s), amplitud de la contraccion
vesical (ACV, en cmH>0), duracion de la contraccion vesical (DCV, en s), tiempo de expulsion
de orina (TE, en s), volumen por expulsioén de orina (VE, en ml), orina residual (OR, en ml),
capacidad vesical (CV, en ml) y eficiencia vesical (EV, en %) (Figura 25). La OR se obtuvo
inmediatamente a la Gltima expulsion de orina, la CV es el resultado de la suma de VE + OR.

La EV fue calculada bajo la siguiente formula:

EV = VEX 100
S CcV

[ Iic /.

Figura 25. Ejemplo de dos episodios de expulsion de orina durante un cistometrograma. Los
parametros cistométricos que se evaluaron en el presente estudio fueron: TE, tiempo de
expulsion de orina. DCV, duracion de la contraccion vesical. 1IC, intervalo intercontractil. PU,
presion umbral. ACV, amplitud de la contraccion vesical.
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Analisis estadistico

Todos los resultados son presentados con el valor de la media + el error estandar. Los andlisis
estadisticos y las graficas se realizaron con los programas Sigma Plot y Graphpad Prism 5. En
el experimento 2 con una ANOVA de una o dos vias se compararon las medias de los parametros
urinarios, electrofisiologicos y cistométricos entre el grupo DV con el grupo SH DV. La prueba
post-hoc de Tukey fue usada para comparar grupos individuales. El valor de significancia para

los analisis estadisticos fue de p<0.05.

50



8.2 Resultados del experimento 2

Conducta de expulsion de orina de la rata hembra intacta

Se encontrd que la rata hembra presentd una conducta estereotipada de expulsion de orina
(Figura 26). Para ello, la rata dejo de realizar sus actividades cotidianas como comer, beber,
dormir, etc., se dirigid hacia la orilla de la caja, coloco su tren posterior sobre la pared de la caja
y expulso orina en un flujo continuo. El 100% de las expulsiones de orina fueron relacionadas
con esta conducta estereotipada y ocurrieron en la orilla de la caja, principalmente en las

esquinas.

Figura 26. Fotografia de la conducta estereotipada de miccion de la rata hembra. Note la orina
delimitada con el 6valo color negro en el colector de plastico.
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Los valores de los parametros urinarios variaron durante el ciclo oscuridad-luz de la rata
hembra intacta. El nimero de expulsiones de orina con la conducta estereotipada (oscuridad,
9.5 £ 0.8 expulsiones/6 h vs luz, 4.5 = 0.3 expulsiones/6 h) y el volumen total de orina
(oscuridad, 4.8 = 0.6 ml vs luz, 3.4 = 0.3 ml) fue significativamente mayor en la fase de
oscuridad que la de luz (¢ pareada, p<0.001). El intervalo entre las expulsiones de orina (luz, 85
+ 9 min vs oscuridad, 39 + 3 min, ¢ pareada, p=0.0048), el volumen de orina por expulsion (luz,
0.7 £ 0.05 ml vs oscuridad, 0.5 + 0.03 ml, ¢ pareada, p=0.005) y la duracion de la expulsion (luz,
3.6 £ 0.1 s vs oscuridad, 2.9 + 0.05 s, ¢ pareada, p<0.001) fue mayor en la fase de luz que en la

de oscuridad.

Efectos de la DV sobre la conducta de miccion

Los dias 3 a 5 post-DV, el 100% de los animales presentan goteo de orina sin la conducta
estereotipada de expulsion, los cuales fueron considerados signos conductuales de incontinencia
urinaria. El goteo no se present6d previo a la DV o en los animales SH DV, en ningun dia
postcirugia (Figura 27). Este goteo fue asociado a conductas que implicaron esfuerzo, como
cuando las ratas se pararon en dos patas para alcanzar el alimento, el bebedero o para husmear,
y durante el estornudo, el rascado, y la marcha. Se observé que el 50% de los animales con DV
gotearon de 1-10 gotas, el 35% de 11-49 y el 15% mayor a 50 gotas, en las 6 horas de la fase de
oscuridad.

En la fase de oscuridad, la DV aument6 significativamente el nimero de gotas en los
dias 3 a 9 post-DV, y en la fase de luz en los dias 3 a 7 vs pre-DV o SH DV (ANOVA de dos
vias para mediciones repetidas, p<0.001). En los dias 7 a 9 disminuy6 a un 75% los animales
que expulsaron gotas de orina. El 100% de las ratas dejo de gotear en el dia 11 post-DV en la

fase de luz y en el dia 13 post-DV en la fase de oscuridad.
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Figura 27. Conducta y grafica del goteo de orina de la rata hembra con DV. A. Fotografia de la
rata hembra al dia 3 con DV posterior a la expulsion de gotas de orina las cuales fueron marcadas
con los ovalos. B. Grafica de la frecuencia del goteo de orina en la fase de oscuridad y de luz
previo y en los dias, 3, 5, 7, 9, 11 y 13 posteriores a la DV o SH DV. *** indica diferencias
significativas entre las ratas DV con las ratas pre-DV y SH DV, en ambas fases del ciclo.
ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, p<0.0001.
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Efectos de la DV sobre los parametros urinarios

Los parametros urinarios fueron calculados considerando sélo las expulsiones de orina que
coincidian con la conducta estereotipada de miccion. En los animales SH DV, los parametros
urinarios no variaron en ningun dia de registro (ANOVA de una via para mediciones repetidas,
p>0.05).

La DV disminuy¢ significativamente la frecuencia de expulsiones de orina y aumentd
significativamente el intervalo entre las expulsiones de orina en el dia 3 en comparacion con los
animales SH DV en el mismo dia de registro, en ambas fases del ciclo luz-oscuridad (ANOVA
de dos vias para mediciones repetidas, p<0.05; Tablas 2 y 3).

La DV también disminuyo significativamente la duracion de la expulsion de orina en los
dias 3 a 9 en la fase de oscuridad y en los dias 5 a 11 en la fase de luz en comparacion con los
animales SH DV en los mismos dias de registro (ANOV A de dos vias para mediciones repetidas,
p<0.05; Tablas 2 y 3).

No se presentaron diferencias significativas en el volumen por expulsion de orina ni
volumen total entre los animales con DV y los animales SH DV, en ninguna de las dos fases del

ciclo (ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, p>0.05).
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Tabla 2. Parametros urinarios de ratas hembras con DV (n=8) o SH DV (n=5) registrados durante 6 h de la fase de oscuridad

Frecuencia de Intervalo entre Volumen total de

Volumen por expulsion Duracién de la expulsion

Dias ex’pulsiones expulsjones (ml) expulsion (s)
(numero/6 h) (min) (ml)
SH DV DV SH DV DV SH DV DV SH DV DV SH DV DV
Pre 10+0.7 9+0.9 354+2 43 +4 05+0.06 049+003 46106 51107 29+0.04 3+0.1
3 11.4+08 8+0.6™ 342+4 475+4* 056+0.04 0.71+0.09 6+0.3 59+1 3+0.2 3.6+0.3*
5 9.5+0.7 10.1 £ 1 3913 38+4 055+0.06 052+0.05 59+05 531 23+0.2 3.5+0.3"
7 9.8+ 1 94+0.8 385+4 40.1+3 058+0.06 056+005 57+04 51+1 26+0.2 3.6+0.2"
9 7.8+0.9 9.5+0.9 49.3+6 390.8+4 059+006 059+0.06 4605 4706 25101 3.2+0.1%
11 9.2+1 8.3+0.9 424 +5 456+5 0.60+0.06 061+007 55+05 55+07 22+0.1 3.1+£0.08
13 9.5+0.6 11.5+02 385%2 31+05 049+0.03 0.57+0.12 5+0.2 6.5+ 1 2.7 +£0.08 3.1+0.08
p 0.07 0.20 0.72 0.71 0.16 0.13 0.34 0.80 0.6 0.9

Los valores representan el promedio + error estandar. * y ** indican diferencias significativas en comparacion con los animales
SH DV en el mismo dia de registro. ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, p<0.05 y p<0.01, respectivamente.
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Tabla 3. Parametros urinarios de ratas hembras con DV (n=8) o SH DV (n=5) registrados durante 6 h de la fase de luz

Frecuencia de

Intervalo entre

Volumen por expulsion

Volumen total de

Duracion de la expulsion

Dias ex’pulsiones expuls_iones (ml) expulsion (s)
(numero/6 h) (min)
SH DV DV SH DV DV SH DV SH DV DV SH DV DV SH DV

Pre 48+04 42+0.3 83+12 874+7 07+006 0.71+£0.04 33+0.3 35+04 3.7+0.1 35+0.2
3 6+0.3 41+03** 612+3 89.1+6* 0.86+0.06 0.71+0.06 52+04 3.1+0.2 3+0.1 35+0.2
5 58+0.5 55+0.2 6517 66.7+3 069+007 069+005 4104 3.8+0.3 2403 3.8+0.3*
7 51104 3.8+04 725+ 6 100.3+9 0.78+0.04 0.76+0.10 4.1+0.3 3.1+0.2 3.1+£03 4 +0.3*
9 53+0.3 44+0.3 69 +4 848+7 065+007 0.74+0.11 3403 32104 2.2+0.1 3.5+0.2*
11 45+04 48+0.2 84.8+ 10 754+4 0.75+0.07 0.64+0.05 33104 3.1+0.3 23+01 3.5+0.08*
13 48+0.3 5+0.1 76+ 4 72 +1 0.77+0.04 0.70+£0.08 3.6+0.2 35+04 3.6+0.2 3.5+0.08
P 0.15 0.19 0.17 0.57 0.67 0.64 0.08 0.9 0.10 0.15

Los valores representan el promedio + error estandar. * y ** indican diferencias significativas en comparacion con los animales

SH DV en el mismo dia de registro. ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, p<0.05 y p<0.01, respectivamente.



Recuperacion de la actividad eléctrica del NDC posterior a la DV

En el dia 3 post-DV, la frecuencia de la actividad del NDC durante la estimulacién del clitoris
continud siendo significativamente menor que la registrada en los animales SH DV (ANOVA
de una via, p<0.05). Sin embargo, en el mismo dia, la amplitud del ENG se habia recuperado

en alrededor del 90% (ANOVA de una via, p>0.05) (Figura 28).
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Figura 28. Electroneurogramas representativos del NDC. A. Actividad eléctrica del NDC en los
animales SH DV o con DV y graficas de la amplitud (B) y frecuencia (C) de la actividad del

NDC en ambas condiciones. *** indican diferencias significativas en comparacién con los
animales con DV. ANOVA de una via, p<0.001.
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Actividad eléctrica del esfinter externo de la uretra después de la DV

En los animales SH DV, el EEU respondi6 a la estimulacion de la vaina clitoral y de la vejiga
urinaria en todos los dias de registro, pre y postcirugia (Figura 29). En general, la actividad del
EEU en respuesta a la estimulacion vesical (amplitud, 87.4 = 11 pV; frecuencia, 344 + 50 Hz)
fue significativamente mayor que la respuesta a la estimulacion de la vaina clitoral (amplitud,
54.2 £ 6 pV; frecuencia, 255 £ 25 Hz) (¢ pareada, p<0.05).

La respuesta del EEU no vari6 significativamente post-SH DV (inmediato, 3 - 15 dias,
ANOVA de una via, p>0.05), por lo que los animales fueron agrupados (n=8) y el promedio de
su amplitud en ambas estimulaciones se consideré como el 100% de actividad. En contraste, la
DV aboli6 la respuesta refleja del EEU inmediatamente y al dia 3 después de la DV (Figura 29),
el musculo no respondio a la estimulacidn mecénica de la vaina clitoral ni de la vejiga urinaria.
Sin embargo, la amplitud y la frecuencia del tono basal del EEU se incrementaron en
comparacion con los animales SH DV (amplitud, 11.6 £ 0.6 uV vs 3.1 £ 0.2 pV; frecuencia,
61.5+5 Hz vs 39.8+3 Hz; respectivamente. ANOVA de una via, p<0.01; Figura 30).

La actividad refleja del EEU retorné en el dia 6 postDV en un 26% de amplitud (14.5 +
5 uV) durante la estimulacién de la vaina clitoral, y en un 16% de amplitud (14.3 = 7 puV)
durante la estimulacion vesical, comparado con el 100% de amplitud de respuesta del EEU en
los animales SH DV (Figura 29).

Posterior al dia 6 post-DV, entre los dias 7 a 11, la amplitud de la actividad refleja del
EEU fue incrementdndose gradualmente hasta alcanzar el 100% de su actividad en el dia 12 (60
+ 13 uV) y 15 (58 £ 15 uV) post-DV durante la estimulacion de la vaina clitoral y en el dia 15
(82 £ 10 uV) durante la estimulacion vesical. La recuperacion de la frecuencia de la actividad

del EEU siguid el mismo patron que la amplitud (Figura 30).
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Figura 29. Actividad electromiografica (EMG) del EEU en respuesta a la estimulacion de la

vaina clitoral y la vejiga urinaria. Note que la actividad fue abolida inmediatamente y al dia 3
posterior a la DV. La actividad retorn6 gradualmente del dia 6 a los dias 12 y 15 post-DV.
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Figura 30. Graficas de Amplitud (A) y Frecuencia (B) de la actividad eléctrica del EEU en los
animales con DV y SH DV. Note que los valores de ambos parametros de los animales DV
regresaron parcialmente a los niveles de los animales SH DV a partir del dia 6 post-DV y
completamente a partir del dia 12 post-DV.
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Actividad eléctrica del EEU de ratas DV durante cistometrogramas

En los animales SH DV se encontré que el EEU mostro6 dos tipos de actividad EMG durante los
cistometrogramas, tonica y fasica. La actividad tonica se presentd durante el llenado vesical, y
previo y posterior a la expulsion de orina, y la fasica estuvo relacionada al periodo de expulsion
de orina (Figura 31). La actividad tonica y fasica del EEU fue abolida inmediatamente después

de la DV (Figura 31).
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Figura 31. Ejemplos representativos de EMGs del EEU (A y C) y CMGs (B y D) de animales
SH DV e inmediato a la DV. Los dos patrones de actividad del EEU de los animales SH DV
fueron abolidos inmediato a la DV. Note que durante la expulsion de orina de los animales SH
DV se muestra oscilaciones de alta frecuencia (HFO) y que en los animales DV se pierden las
HFO vy la forma del CMG cambia de dos picos a un solo pico.
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Durante los CMGs, la actividad fasica y tonica del EEU aparecieron al dia 7 pos-DV
(Figura 32 y 33). La amplitud de la actividad tonica del EEU se increment6 gradualmente a
partir del dia 7 post-DV y ya no fue diferente de lo obtenido en la actividad tonica del EEU de
los animales SH DV hasta el dia 11 post-DV (Figura 33). En contraste a la amplitud, la
frecuencia de la actividad tonica del EEU alcanzé el valor de los animales SH DV desde el dia

7 post-DV (Figura 33).
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Figura 32. Ejemplos representativos de EMGs del EEU durante los cistometrogrmas de animales
SH DV y post-DV. Note que la actividad EMG del EEU apareci6 al dia 7 post-DV y fue
incrementando su amplitud gradualmente hasta el dia 11 post-DV.
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Figura 33. Graficas de Amplitud y Frecuencia de la actividad tonica del EEU de los animales

SH DV y DV. Note que la amplitud increment6 gradualmente a partir del dia 7 post-DV y
alcanzo el valor de los animales SH DV al dia 11 post-DV.

63



La actividad fasica que aparece durante la expulsion de orina fue también analizada. Se
analizaron tres trenes de actividad (el primero, el ultimo y uno intermedio). Los valores de la
amplitud, la frecuencia y la duracion de los trenes de actividad de los animales SH DV fueron
considerados como el 100% de actividad y fueron comparados con los valores de los animales
con DV. Durante la expulsion de orina, la amplitud, frecuencia y duracién incrementaron
gradualmente a partir del dia 7 post-DV y alcanzaron los valores de los animales SH DV hasta

el dia 11 post-DV (Figura 34 y 35).
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Figura 34. Ejemplos representativos de la actividad fasica del EEU durante la expulsion de orina
de animales SH DV y post-DV. Note que la actividad fasica del EEU apareci¢ al dia 7 post-DV
y fue incrementando su amplitud gradualmente hasta el dia 11 post-DV.
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Figura 35. Gréficas de Amplitud, Frecuencia y Duracion de tres trenes de actividad féasica del
EEU durante la expulsién de orina de los animales SH DV y DV. Note que los tres pardmetros
incrementaron gradualmente a partir del dia 7 post-DV y alcanzaron los valores de los animales
SH DV al dia 11 post-DV.
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Parametros cistométricos

En los CMGs de los animales SH DV, se observé un trazo continuo de presion intravesical, la
cual, fue incrementando gradualmente conforme aumentaba el llenado vesical. Cuando la
presion alcanzo un umbral de presion, esta increment6 subitamente hasta alcanzar un pico
maximo de contraccion (ACV). Inmediatamente la presion disminuy6 y aparecieron las HFO,
las cuales estuvieron relacionadas con la expulsion de orina. Finalmente, la presion aumento
nuevamente para luego disminuir bruscamente hasta alcanzar su valor previo a la presion umbral
(Figura 31 y 36). En los primeros 6 dias post-DV, tanto las HFO como el segundo pico de

presion fueron abolidos, y estos reaparecieron a partir del dia 7 post-DV (Figura 36).

Inmediato a la DV, disminuy6 significativamente la amplitud y duracion de la
contraccidon vesical, el tiempo y volumen de expulsién de orina, y la eficiencia vesical, en
comparacion con los animales SH DV (ANOVA de una via, p<0.05) (Tabla 4). El volumen por
expulsion de orina y la eficiencia vesical se mantuvieron disminuidos significativamente hasta
el dia 6 post-DV. No se observaron diferencias significativas en el umbral de presion ni en el
intervalo intercontractil entre los animales DV y los animales SH DV (ANOVA de una via,

p>0.05, Tabla 4).
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Figura 36. Cistometrogramas representativos de los animales SH DV y DV. Note que la fase de
expulsion de orina caracterizada por el descenso subito de la presion vesical y las HFO fueron
abolidos en los primero 6 dias post-DV.
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Tabla 4. Parametros cistométricos de ratas hembras con DV (n=34) o SH DV (n=8)

PU IIC ACV DCV TE VE CV EV
(cmH20) (s) (cmH20)  (cmH20) (s) (ml) (ml) (%)

SHDV 43+03 130+24 205%1 20.7+0.6 42+03 0.40+0.04 0.62+0.02 72 +1
DV O 6.5+0.8 82 +1 14.7+1* 126+0.8* 1.5+£0.05* 0.12+0.01** 06+0.05 17+0.5**
DV3-6 45+02 118+21 19.2+1 19.5+1.6 3304 012x0.02"** 0.65+0.08 25+4***
Dv7-9 50+06 161+20 20.7*1 19.7+0.6 45+04 029+0.03 0.51+0.05 64 +4
DV 10-11 48+0.6 94 +4 2361 22+15 24+01 e e e

p 0.29 0.08 0.02 0.04 0.001 <0.001 0.38 <0.001

Los valores representan el promedio + error estandar. * (p<0.05), ** (p<0.01) y *** (p<0.001) indican diferencias significativas
en comparacion con los valores de los animales SH DV y con DV al dia 10-11. ANOVA de una via. Pardmetros cistométricos:
PU, presion umbral; IIC, intervalo intercontractil; ACV, amplitud de la contraccion vesical; DCV, duracion de la contraccion
vesical; TE, tiempo de expulsion de orina; VE, volumen por expulsion de orina; CV, capacidad vesical; EV, eficiencia vesical. ---
----- indica que no se obtuvieron los valores.

68



8.3 Discusion del experimento 2

El parto es considerado un factor importante para la aparicion de disfunciones urinarias en la
mujer, principalmente de incontinencia urinaria de esfuerzo (Snooks y cols. 1986, Viktrup y
cols. 1992). Estudios epidemioldgicos han mostrado que la incontinencia urinaria disminuye
meses después del parto (Fritel y cols. 2012), sin embargo, el periodo de observacion
generalmente ha sido corto y estudios longitudinales por més de 12 meses son escasos, por lo
que existe controversia si la funcidn urinaria se recupera o empeora con el tiempo (Quiboeuf y
cols. 2016).

La DV en ratas da la oportunidad de evaluar la funcion urinaria a lo largo del tiempo, ya que
se ha estimado que alrededor de 15 dias de vida en la rata equivale a un afio en el ser humano
(Sengupta 2013).

Confirmamos que la rata hembra presenta una conducta estereotipada de la miccion,
similar a lo reportado en machos (Juarez y cols. 2012). Esta conducta sugiere que la rata percibe
el llenado vesical y expulsa la orina hasta haber encontrado un lugar adecuado para ello, similar
a lo que sucede en humanos. El hallazgo de esta conducta es de gran utilidad ya que cualquier
expulsion de orina en el centro de la caja, durante el trayecto o posterior a la expulsion de orina
en la orilla de la caja pudo ser considerado como signo de disfuncion urinaria. Asi, los
parametros urinarios de la rata hembra variaron con respecto al ciclo luz-oscuridad. La
frecuencia de expulsiones de orina con la conducta estereotipada es mayor en la fase de
oscuridad que la de luz, induciendo que el intervalo entre cada una de ellas sea mayor en esta
ultima fase, similar a lo reportado previamente en ratas y en humanos ( Noh y cols. 2011, Juarez
y cols. 2012). Estos resultados sugieren que hay una mayor capacidad vesical de
almacenamiento de orina cuando las ratas duermen en la fase de luz.

En el presente experimento demostramos que la DV induce signos conductuales de
incontinencia urinaria de esfuerzo, tales como goteo de orina cuando el animal se paraba en dos
patas. Sin embargo, no hubo cambios significativos en el numero de micciones. El goteo de
orina estuvo relacionado con la abolicion y decremento de la actividad EMG del EEU ya que la
recuperacion de la continencia urinaria post-DV se relacion6 con la recuperacion de la actividad

refleja del EEU.
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Con el sistema de registro conductual utilizado en esta tesis doctoral logramos
diferenciar entre las expulsiones de orina con la conducta estereotipada o normal de la miccién
de las ratas hembra intactas, de las expulsiones de orina sin esta conducta, y que fueron en forma
de gotas. Esta conducta de goteo de orina fue considerado como signo conductual de
incontinencia urinaria en las ratas con DV.

Estudios previos en animales no anestesiados, encontraron un incremento en la
frecuencia de expulsiones de orina en lugares no frecuentes observados en los animales control,
una semana posterior a la lesion bilateral de la inervacion uretral (Heidkamp y cols. 1998, Kerns
y cols. 2000), y este patrén anormal de expulsion de orina fue considerado signo de disfuncion
urinaria. Sin embargo, los autores de dichos estudios no cuantificaron el numero total de marcas
ni diferenciaron a las expulsiones normales de la rata de las anormales, para asi diferenciar el
efecto de la lesion, ademads solo registraron un periodo de dos horas en la fase de oscuridad.

En multiples estudios que emplean una caja metabdlica, no se ha observado la expulsion
involuntaria de gotas posterior a la DV. Esta diferencia puede deberse a que las gotas observadas
en nuestro estudio tienen un volumen de alrededor de 20 pl y éstas pueden ser indetectables por
la caja metabolica o bien pueden adherirse en la pared de su tubo colector (Chun y cols. 1990,
Pan y cols. 2009). La expulsion de las gotas estuvo relacionada principalmente a conductas que
implicaron esfuerzo como el pararse en dos patas para alcanzar el alimento, el agua o para
husmear, y durante el acicalamiento y el estornudo, lo que indica que las ratas con DV presentan
signos de incontinencia urinaria de esfuerzo. Por lo que se sugiere que este goteo puede
ocasionarse dado que la DV disminuye la resistencia uretral (Cannon y cols. 2002, Pan y cols.
2007) y por lo tanto no es capaz de soportar el aumento de la presion intravesical inducida por
la presion externa abdominal, teniendo como resultado el escape de orina por la uretra.

En condiciones normales, el EEU contribuye significantemente a la resistencia uretral
(Jiang y cols. 2011) y se contrae cuando hay aumento en la presion intravesical (reflejo guardian)
para evitar el escape de orina (Cannon y cols. 2002). Es interesante el hecho de que la actividad
de este musculo se encuentre abolida inmediatamente y al dia 3 después de la DV durante la
estimulacion de la vaina clitoral y de la vejiga urinaria, dos estructuras que inducen su actividad
(Jiang y cols. 2009, Pastelin y cols. 2012). Estos resultados sugieren que la inactivacion de este

musculo es el mecanismo que induce el goteo de orina en las ratas con DV.
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Por otra parte, el mecanismo que induce la inactivacion de este musculo durante la DV
es incierto. La DV puede lesionar las vias aferentes que inducen la actividad refleja, la via
eferente, las uniones neuromusculares o al EEU per se. En relacion a los mecanismos de lesion
durante la DV, un estudio previo sugiere que el mecanismo de la disfuncion del EEU es por la
lesion del EEU y dafio de sus uniones neuromusculares, mas que por la lesion del nervio
pudendo ya que la actividad de este nervio present6 actividad 4 dias posteriores a la DV (Jiang
y cols. 2009). Sin embargo, se registrd el nervio pudendo a nivel del canal del Alcock, region
en donde el nervio es mas grueso y aun no se ha ramificado. Para descartar una lesion de la
RMPLS sera necesario registrar el nervio mas cercano al EEU, es decir, registrar la rama que
va directamente al EEU.

Debido a que en los CMGs no encontramos diferencias siginificativas en la presion de
contracciéon maxima del detrusor ni su duracion, y tampoco en la frecuencia de expulsion de
orina en los dias de registro posteriores a la DV, se sugiere que los nervios sensoriales y motores
vesicales no fueron lesionados por la DV, o su recuperacion fue muy rapida. Esto puede deberse
a la localizacion de los nervios sensoriales vesicales en la capa subepitelial (submucosa) de la
vejiga urinaria (Andersson 2002) ya que se observd que esta capa no se adelgaza con la DV,
situacion contraria a la mucosa (epitelio) y al detrusor (resultados del experimento 1).

La recuperacion diferencial de la actividad del EEU en respuesta a la estimulacion
clitoral y vesical a los 6 dias, puede indicar que las vias aferentes del reflejo clitoto-EEU (RSNP)
se recuperan antes que las aferentes del reflejo vesico-EEU (nervios vesicales). Esto puede
deberse a la naturaleza de los nervios aferentes de estos reflejos. El nervio dorsal del clitoris
contiene fibras mas gruesas (mielinicas AP, ~10 um2 de grosor) que las aferentes vesicales
(mielinicas Ad, ~2 um2 de grosor), por lo que estas ultimas son mas susceptibles al dafio
inducido por DV (Moore y White 1996, Ishii y cols. 2012).

Un hallazgo importante fue la correlaciéon del reestablecimiento de la continencia
urinaria en un 50% de los animales en el dia 8 postDV con la recuperacion del 50% de la
actividad refleja del EEU. El restablecimiento al 100% tanto de la funcion urinaria y del EEU
ocurri6 en el dia 12 post-DV. Esto nos sugiere que en ratas la continencia urinaria depende de
la actividad del EEU. La recuperacion de la funcion urinaria fue consistente con los estudios de

Pauwels y cols. (2008), ya que ellos encontraron, empleando una prueba de estornudo, que el
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goteo desaparece en las ratas con DV a los 14 dias. En contraste, nuestros resultados de la
recuperacion de la actividad refleja del EEU difieren de lo que previamente se habia reportado
ya que la actividad se recupero a los 12 dias y no a la tercera semana (Jiang y cols. 2009).

La recuperacion funcional del EEU y de la conducta urinaria posterior a la DV sugiere
que el circuito neuromuscular que controla este misculo requiere un periodo de alrededor de 12
dias, es decir, que las posibles lesiones de su control motor, la RMPLS, sus uniones
neuromusculares y el muasculo per se se recuperan en ese periodo de tiempo. Es probable que
los factores neurotroficos como el factor neurotrofico derivado del cerebro participe en la
recuperacion de dichos procesos (Gill y cols. 2013).

Con respecto a la actividad ténica y fasica del EEU durante los cistometrogramas
continuos, éstos han sido reportados previamente (Cruz y Downie 2005, Jiang y cols. 2009). La
actividad fasica ha sido correlacionada con una eficiencia vesical de alrededor del 70% en ratas
anestesiadas (Cruz y Downie 2005). En nuestro estudio con los animales DV observamos una
correlacion entre la ausencia de la actividad fasica durante las expulsiones de orina con una
disminucion de la eficiencia vesical mayor al 60%. Por lo que la ausencia de este patron de
actividad indujo un decremento considerable de la eficiencia vesical en los animales con DV,
inmediato al dia 6 post-DV.

La abolicion y recuperacion simultanea tanto de la actividad tonica como la fasica del
EEU durante los cistometrogramas post-DV, sugiere que las vias aferentes y eferentes que
inducen estos patrones de actividad estan anatomica y funcionalmente relacionados. A pesar de
que aun se desconoce si la informacion motora de ambos patrones de actividad viaja en los
mismos o diferentes fasciculos de la RMPLS, sabemos que ambos controles neurales se lesionan
durante la DV.

La recuperacion del NDC sugiere que este nervio que inerva al clitoris tiene la capacidad
intrinseca de regeneracion posterior a su lesion. En tal proceso regenerativo se pueden presentan
varios cambios moleculares y celulares en el soma de la neurona, en el sitio de lesion y en el
organo blanco. Por ejemplo, se ha mostrado que inmediato a la lesion de un nervio se presentan
potenciales de accion antidromicos los cuales activan factores de transcripcion en el soma de la
neurona para la sintesis de proteinas estructurales como la tubulina, actina y miosina (Faroni y

cols. 2015). Ademas, a 24 horas de la lesion se presenta una migracion de macrofagos, los cuales
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contribuyen a la degeneracion de la region distal del nervio lesionado, asi como una alta

proliferacion de las células de Schwann, las cuales secretan varias moléculas que asisten en los

procesos regenerativos como las moléculas de adhesion celular (CAM, siglas en inglés) y

factores neurotréficos como el factor de crecimiento nervioso (NGF, siglas en inglés), BDNF,

neurotrofina 3 (NT-3, siglas en inglés), entre otros. Esto forma un ambiente rico en factores

neurotroficos que hacen viable el crecimiento de los axones lesionados (Faroni y cols. 2015).

El conocimiento de los mecanismos de lesion y recuperacion funcional de los tejidos

lesionados por la DV pueden ser blanco a tratamientos no invasivos como la neuromodulacion.

8.4 Conclusiones del experimento 2

La rata hembra no anestesiada presenta una conducta estereotipada de expulsion de
orina, la cual es una herramienta para evaluar la funcidn urinaria y el circuito nervioso
que controla la miccion.

La DV induce signos conductuales de incontinencia urinaria de esfuerzo, los cuales estan
relacionados con la abolicién y decremento de la actividad electromiografica del EEU.
La recuperacion de la continencia urinaria estd relacionada con la recuperacion de la
actividad EMG del EEU.

La DV no afecta importantemente a los pardmetros urinarios y cistométricos, a
excepciodn de la frecuencia urinaria que disminuye en el dia 3 postDV, y de la eficiencia
vesical que disminuye temporalmente en los primeros 6 dias post-DV.

La actividad fasica del EEU es necesaria para una correcta eficiencia vesical, por lo que

su ausencia, disminuye la eficiencia de expulsion de orina en animales anestesiados.
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9. Experimento 3. Estimulacion eléctrica transcutanea del nervio dorsal del clitoris
9.1 Métodos del experimento 3
Estimulacion eléctrica
Inmediato a la DV por 4 horas, se prolong6 la anestesia de los animales por una hora con una
combinacion de Ketamina (60 mg/kg) y Xilazina (7.5 mg/kg) (dia 0, 2 y 4 post-DV). Durante
la anestesia, se colocaron sobre la vaina clitoral dos electrodos de acero inoxidable (Figura 37).
Los electrodos fueron conectados a una unidad de aislamiento de estimulo (Grass SIU5, EUA)
y éste a un estimulador de corriente alterna (Grass S44, EUA) (Figura 37).

Se administraron pulsos eléctricos a la vaina clitoral corriente eléctrica pulsada durante
una hora con una corriente de 0.88 mA, una frecuencia de 20 Hz y una duracion del pulso de 1
ms. Después de la hora de estimulacion, los animales fueron trasladados al sistema de registro
conductual. En los animales SH EET s6lo se colocaron los electrodos sobre la vaina clitoral pero

no se administrd corriente eléctrica.
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Unidad de aislamiento de estimulo

Electrodos

Piel perigenital

Figura 37. Componentes del sistema de estimulacion eléctrica de la rata hembra. Note que los
electrodos de estimulacion se colocaron en la vaina clitoral, adyacente al meato urinario. VC,
vaina clitoral; PI, pezén inguinal; OR, orificio rectal.

Analisis estadistico

Todos los resultados son presentados con el valor de la media + el error estandar. Los analisis
estadisticos y las graficas se realizaron con los programas Sigma Plot y Graphpad Prism 5. En
el experimento 3 con una ANOVA de dos vias se compararon los pardmetros urinarios entre el
grupo DV, EET y SH EET. La prueba post-hoc de Tukey fue usada para comparar grupos

individuales. El valor de significancia para los andlisis estadisticos fue de p<0.05.
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9.2 Resultados del experimento 3
Efecto de la estimulacion eléctrica transcutanea del NDC sobre la conducta de miccion
Se encontrd que al dia 5 post-DV el nimero de gotas disminuy06 significativamente en el grupo
con DV + EET (11 £ 4 gotas), en comparacion con los animales DV (41 + 8 gotas) y DV con
SH EET (39 + 5 gotas) (ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, p<0.05) (Figura 38).
No se presentaron diferencias significativas en el nimero de gotas entre el grupo DV con
EET y el grupo SH DV en ningun dia de registro (ANOVA de dos vias para mediciones
repetidas, p>0.05).
El nimero de gotas de los grupos DV y DV con EET aument6 significativamente en
comparacion con el grupo SH DV del dia 5 al 9 post DV (ANOVA de dos vias para mediciones
repetidas, p<0.05) (Figura 38).
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Figura 38. Grafica de la frecuencia del goteo de orina (6 h en la fase de oscuridad) en animales
DV o SH DVcon estimulacion eléctrica transcutanea del NDC (EET) o estimulacion testigo (SH
EET). ** indica diferencias significativas con las ratas DV y DV SH EET. +++ indica
diferencias significativas con las ratas SH DV. ANOVA de dos vias para mediciones repetidas.
p<0.0001.
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Efecto de la estimulacion eléctrica transcutanea del NDC sobre los parametros urinarios

No se presentaron diferencias significativas en el numero de expulsiones de orina (Figura 39),
el intervalo entre expulsiones de orina, ni en el volumen total y por expulsion de orina entre los
cuatro grupos experimentales (ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, p>0.05) (Tabla

5).

18

16

'}

14

12

10

Expulsiones de orina/6 h

/ —&—DV —@—SHDV ——DV+SH EET —— DV+EET

0 . , . ; :
5 7 9 B 13

Dias post-DV

Figura 39. Grafica de la frecuencia del numero de expulsiones de orina con la conducta
estereotipada (6 h en la fase de oscuridad) en los animales DV o SH DV con EET o SH EET,
en los dias 5 al 13 post-DV. ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, p>0.05.
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Tabla 5. Parametros urinarios de ratas hembras con DV con SH EET (n = 8) o EET (n=5)
registrados durante 6 h de la fase de oscuridad

Dias

Intervalo entre expulsiones

Volumen por expulsion

Volumen total de expulsion

(min) (ml)
SHEET EET SHEET EET SH EET EET
5 50 + 8 60 +7 0.71+01 075+009 55+05 5.4+ 1
7 43 +3 51+7 0.77+0.1 080+0.08 6.4+0.8 5+0.9
9 38+4 43+8 069+01 062+004 6.1+07 59+0.7
11 32+2 39+2  0.63+0.09 0.74+0.06 6.4+0.7 6.7+0.5
13 35+3 39+2  057+0.07 068+01 58+0.8 55+0.3

Los valores representan el promedio + error estandar. ANOVA de dos vias para mediciones
repetidas, p>0.05.
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9.3 Discusion del experimento 3

Estudios clinicos han mostrado que la neuromodulacién, a través de activar eléctricamente a
vias neurales especificas, ofrece un tratamiento eficaz a las patologias urogenitales como vejiga
hiperactiva, disfunciones sexuales e incontinencia urinaria, asi como una mejora en la calidad
de vida de las mujeres (Bartley y cols. 2013, Banakhar y cols. 2014). Asi mismo, en estudios
preclinicos se ha mostrado que la estimulacion eléctrica directa de nervios lesionados favorece
la recuperacion tanto del nervio como la de su 6rgano blanco (Nix y Hopf 1983, Jiang y cols.
2012). Sin embargo, la estimulacion eléctrica directa de nervios lesionados no es comin en la
clinica debido a su escasa practicidad.

Por ello, en este estudio se eligid estimular eléctricamente de manera transcutanea al
NDC debido a que se ha reportado que su estimulacion activa por via refleja a las motoneuronas
del esfinter externo de la uretra (McKenna y Nadelhaft 1989) y aumenta la irrigacion sanguinea
al area pélvica (Vachon y cols. 2000). La activacion de las motoneuronas del EEU podria
incrementar la expresion de factores neurotroficos tal como el BDNF, lo que asistiria en la
regeneracion de la RMPLS, y cuya expresion, se ha reportado, decrementada posterior a la DV
(Jiang y cols. 2012). El decremento en la expresion del BDNF, asociado a la DV, podria retrasar
la recuperacion del circuito neuromuscular del EEU. En este sentido en esta tesis se evaluo si la
EET del NDC favorece la recuperacion del circuito neuromuscular del EEU, evidenciado por la
reaparicion de la continencia urinaria en las ratas con DV. A favor de nuestra hipotesis
encontramos que la estimulacion transcutanea del NDC facilita la recuperacion conductual de
la continencia urinaria, debido a que encontramos un menor nimero de expulsiones de gotas en
los dias de registro post-DV comparado con los animales sin estimulacion o con estimulacion
testigo. De hecho, en los animales estimulados eléctricamente el goteo fue abolido en el dia 11
post-DV, en contraste a los animales sin estimulacion en donde el goteo de orina desapareci6 al
dia 13 post-DV.

La recuperacion conductual de la continencia urinaria en las ratas con EET sugiere que
la estimulacion favorece la recuperacion del circuito neuromuscular del EEU, es decir,
favoreceria tanto la regeneracion de las fibras musculares del EEU, de la RMPLS y de sus
uniones neuromusculares. Hacen falta mas estudios histoldgicos y de inmuno para corroborar

esta hipdtesis. Incluso, sera necesario estudios de biologia molecular para dilucidar si se
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incrementan los factores neurotroéficos en las motoneuronas del EEU posterior a la EET del
NDC, tal como ocurre con la estimulacion eléctrica del nervio pudendo posterior a la DV, o con
aplastamiento del nervio pudendo (Jiang y cols. 2012).

La estimulacion mecanica de la vaina clitoral en los animales con DV y SH EET no
favorecid la recuperacion de la continencia urinaria a pesar de que se ha mostrado que esta
estimulacion activa reflejamente al EEU (Pastelin y cols. 2012), quizés por la adaptacion de los
receptores sensoriales al estimulo ya que los electrodos permanecen en la piel clitoral sin pasar
corriente eléctrica.

La EET del NDC no afect6 los parametros urinarios, tales como la frecuencia urinaria.
Esto sugiere que la estimulacion no afecta la funcion vesical de almacenamiento ni expulsion
de orina. Contrario a nuestro estudio se ha reportado que durante la estimulacion de la rama
motora hay un decremento significativo en la frecuencia de la contraccion vesical (Jiang y cols.
2012). Sin embargo, no hay estudios a mediano y largo plazo que evalten la funcioén vesical

posterior a la estimulacion eléctrica de nervios del AUG.

9.4 Conclusiones del experimento 3
e La EET del NDC disminuye los signos conductuales de incontinencia urinaria en ratas
con DV.
e LaEET del NDC abole los signos conductuales de incontinencia urinaria al dia 11 post-
DV.

e La EET del NDC no afecta los parametros urinarios a mediano plazo.
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10. Conclusion general

La DV lesiona la estructura e inervacion del AUG a corto plazo, induce signos conductuales de

incontinencia urinaria de esfuerzo y abole temporalmente la actividad EMG del EEU. El sistema

neuromuscular del EEU y la continencia urinaria se recuperan gradualmente a partir de la

primera semana post-DV. La estimulacion transcutanea del nervio dorsal del clitoris facilita la

recuperacion de la continencia urinaria en ratas con DV.

11. Perspectivas

Se planea registrar la actividad de la RMPLS durante cistometrogramas en su region
distal, cercana al EEU en animales SH DV y DV.

Se recomienda realizar un estudio histoldgico de los nervios que se estiran durante la
DV para conocer la region de lesion y los cambios tisulares que sufren los nervios a lo
largo del tiempo.

Se requiere realizar un estudio histologico mas preciso del EEU para conocer cuéles
fibras se lesionan durante la DV y si estas se degeneran o regeneran a lo largo del tiempo.
Se pretende evaluar la conducta de miccion de ratas con DV durante mayor tiempo,
debido a que hay una tendencia de aumento de la frecuencia de expulsiones de orina en
los ultimos dias de registro.

Se plantea realizar estudios de Biologia Molecular para conocer si la estimulacion
eléctrica del NDC incrementa la expresion de factores neurotroficos como el BDNF en

la motoneuronas del EEU.
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13. Publicaciones

Conclusions: Ahsence of the MIF u assocated with
aitered bladder filling and domdras volume senstivity,
however cophorectony elimurated this difterence. Oophaorec-
tomy In infact amamals was not assocated with changes m
hlagder nling. Cophorectomy and MIF were not 2sseciated
with changes in vouding function or detnasor tenzion gener
aton charactenstics. We conclude that MEF has 2 role in biadder
hiling control that negates any effect ot
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could be related to pelvic argan prolapse (POF). In lysyl codase
likee-2 {Lowdl) knockout {KO) mawse model of POP, the candition

develops after vaginal delivesy and has been shown to
clastin dusters. To establsh a

naltxparowes (N), muitiparows non-prolapsed (MNF) and muln
parcas prolapsed (MFj loxdl KO mice. and nulliparous wild

MWMBWMMWW
trom age-matched N (n —3); MNP {n —3); MP fn— 3] and WT
{n — 2} animals. Passsge 2 caltured cells fram each group, with 6
replicates cach, wese cultured for 21 days in DMEM/F12
medium with 10X fetal bavine serum, and then assayed for
increase m DNA content and total slastic matnx level using
Fastin assay. mENA was tolated from cell cultures, then KT
PCR was performed o 2ssess the expression of

tropociastin
m;&mnmﬂmwmzw

Results: The ratio of total elastin to DNA [ng/ng) was

different and increased in the MF group when
comparad to all ather groups, in the N group it was signibicantly
reduced when comparsd to MNP ang WT muce. BT~ PCR showed
that the Colla expression was significantly increased tn MP
muce compared to MNP mice. MMPS expeession was signify
cantly mncreased in the N group when compared to the WT
ammals.

Conclusions: MF mice developed POF desprie relatively higher
coliagen gene ﬁﬂn\g tmpatred ECM stnacture.
mmuttnsangung suggest that pathophy=ologc
changes 1n lowdl KO mice, Mndngehnm:mdcnﬂagea
disorganization, may lead to, or be triggesed by, prolapse,
Indcing o compensatory mepenerative response, which s
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aberrant and imtninsically lbmated s ability to remnstate
heaithyy ECM and thus peevent of reverse POP.
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ACUTE URINARY RETENTION AND SOMATIC AND
AUTONOMIC FELVIC NERVES INJURY INDUCED BY SIMULATED
CHILDBIETH TEAUMA IN RATS
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Introduction and Objectives: Postpartum unnary retention
has heen cbserved after long labor duration. The rat model of
vaginal distention (VD) induces bladdes hypoxia and urethra

study
mmmummwmum
as damage to pelvic somatic and autonomi nerves.
Methods: Twenty Wistar virgin female rats were divided imto 2
groups; vagmal distention (VD, n — 10), and sham (SH, n — 10}
Ancsthetzed rats underwent 4 hours of VD (VD group), or the
Foley catheter was introduced in the vaging but not distended
mmlmmwmmmmaumm
pericemed and the pelvic bone removed to chserve the lower
unnary tract features and measure the length of reievant
nerves {n — 8 pes groupl. In 6 ratg, {3 VD and 3 SH) the actrnty of
the darsal nerve of the clitons (DNC) and cavernous nerve (CN)
were recorded, and the pelvic nerve was electrically (10 Hx, 4V,
0A ms duration) stimulated to induce bladder contraction. In
the other four rats (2 VD, 2 SH) the bladder was coliected for
histology. A student’s t-test was used to analyze the mesuits
with F<005 mdicating a3 sgnihcant difference between
groupz.
Resalts: in addrtion to stretehing the motor branch of the sacral
plexs, also known 25 the motor hranch of the pudendal nesve,
VD aigrafcantly incressed the length of DNC, ON, and nerves of
the bladder {p< 0.01) The balloon compressed the urethra to
the pelvic bone avouding unne expulmion, which sigrahcantly
mncrezsed bladder length and urine volume (p < 001} Hema
tomas wese cbserved, matnly in the bladder dome and neck. CN
and DCN activity In response to perigemital skin stomulation

{p < 0.01}. Hadder histology demonstrated blood and leukocyte
extravasation.

Condusion: The results suggest that simulated childberth
trauma in rat somatic and autonomic nerves, and
induces bladder overdistention as a collateral effect of bladder
outiet obstruction dunng V. Inareased pelvic nerve threshold
to mduce hiadder contraction may be result of damage to
etterent nesves or detrusor impairment. We conclade that VD
may be also wsed as a model for aoute urinary retention.
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Palacios JL, Juarez M, Morin C, Xelhuantzi N, Damaser MS,
Cruz Y. Neuroanatomic and behavioral correlates of urinary dysfunce
tion induced by vagnal distension 1n rats. Am J Physiol Renal Physiol
310: F1065-F1073, 2016. First published March 2. 2016:
don: 10,1 1524sjprenal 004 1 7.2015 ==The aim of the present study was
10 use a model of simulated haman childbinth in rats to determine the
damage to gemitounnary structures and behayvioral signs of wunnary
dysfunction induced by vagimal distension (VD) in female rats. In
experiment |, the length of the gemtouninary truct and the nerves
assocated with it were measured immediately after ssmulited human
delivery induced by VD or sham (SH) procedures. Electroneurograms
of the dorsal nerve of the chitons (DNC) were also recorded. In
experiment 2, histological characteristics of the biadder and major
pelvic ganglion of VD and SH rals were evaluated. In experiment 3,
uninary parameters were determined in conscious anmals during 6 h
of dark and 6 h of light before and 3 days after VD or SH procedures.
VD significantly increased distal vagina wadth (P < 0.001) and the
length of the motor branch of the sacral plexus (P < 0.05), DNC
(P < 0.05), and vesical nerves (P < 0.01) and decreased DNC
frequency and amplitude of finng, VD occluded the pelvic urethra,
inducing urinary retention, hematomas in the bladder, and thinness of
the epathehal (P < 0.05) and detrusar (P < 0.01) layers of the bladder.
Major pelvic ganglion parameters were notl modsfied after VD. Rats
dripped wrine in unusual places 1o void, without the stereotyped
behavior of mictunbon after V. The neurcanatomic injuries afler
VD occur alomgside behavioral signs of unmary mcontinence as
determined by 2 new behavioral tool for assessing muctunition in
conscious animals.
external urethral sphincter: dorsal nerve of the clitoris: major pelvic
ganglion: mictunition

MICTURITION consists of two phases: storage and unne expul-
sion. During storage, the detrusor is relaxed while the bladder
neck and urethra are activated, preventing involuntary bladder
emptying (11). Extrinsic elemens such as the levator anmi
muscle also contribute to the muntenance of continence (3).
When the bladder reaches its threshold volume, spinal and
supraspinal reflexes are triggered to induce bladder contraction
and uwrethral relaxation. and urine flows through the urethm
(11). Damage to the lower urinary tract andfor its innervation
can induce urinary dysfunction (3, 29, 41).

Uninary dysfunction affects the health of many women (60).
Stress urinary incontinence has been described as involuntary

Address for repeint and other cornes s Y. Cruz, Centro
Thaxcals de Biologh de b Condocts, Usiversadad Autdooou de Thaxcals,
Carretera Tlaxcalo-Pushla km 15, Thocala Tlax 90000, Méuco (e-mauil:

crazgomezy @ yahoo.com.mx ),
bepeiwww.ajpoenal. org

loss of urine during effort and is the most prevalent urinary
disorder related 10 vaginal childbirth, which is knowu to injure
the pudendal nesve and denervate the external urethral sphinc-
ter (EUS) (3. 15, 37).

Maternal pelvic viscera and nerve damage results from the
difficulty of human childbirth due the large fetal head and brain
relative to the maternal pelvis size. Neonates at birth have
heads that are close to the size of the matenal birth canal
through which they must pass during the second stage of
parturition (48). Births of fetuses over 4 kg or fetal malposition
often prolong parurition (30), retaining the fetus in the pelvic
cavity, the main anstomic resistance to fetal expulsion. Pro-
longed second stage of parturition is not uncommon in primi-
gravid women, with an incidence of 37% (30. 55).

Simulated delivery injury models. including vaginal disten-
sion (VD) with a balloon in rats. have been created to better
understand the injury process during parturition of women (20,
33). The diameter of the balloon and the duration of the
distention can be adjusted to mimic the difficalty of parturition
in women. A prolonged parturition can be modeled with VD of
greater duration than the duration of parturition in intact rats
(19, 34). Using the VD model, investigators have demonstrated
bladder, urethral, and vaginal hypoxia (9). anatomic and func-
tional damage to the EUS and its inneevation (4, 21), and
decreases in wrethral resistunce (26). Whether these VD-
induced structural and functional changes are sufficient to
cause signs of voiding dysfunction in uwake animals is un-
known.

Most of the studies using simulated delivery injury models
have focused on urethral newromuscular injury (4, 21, 58).
However, in addition to the pudendal nerve, there are other
somatic and autonomic nerves running over or adjacent to the
vaginal wall that could also be stretched during childbirth (40).
Nonetheless, injury to pelvic, perineal, or biadder nerves has
not been investigated in the rat VD model of simulated deliv-
ery. Moreover, no behavioral correlates of urinary dysfunction
have been investigated after VD in conscious rats.

The aim of the present study was to determine, in anesthe-
tized rats, the VD-induced damage to genitourinary structures
and nerves and, in conscious animals, the behavioral signs of
urinary dysfunction.

MATERIALS AND METHODS

Experimental dexign. Thirty-four adult nulliparous Wistar female
rats (250=300 g body wi) were housed with water and food ad Ebitum
and maintzined on 3 12:12+h light-dark cycle. The expersmental
protocol was approved by Tlaxcala University Commuttee on Labo-
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Abstract

Purpose of Review The purpose of this study is 1o determine
whether neural andfor endecrine factors are related to urinary
and sexual disease comorbidity,

Recent Findings Common neural circuitries at cerebral, spi-
nal, and peripberal levels participate in the coatrol of wogen-
ital organs. The convergence and crosstalk of pelvic organ
information in the central nervous system may underlie co-
morbidity of uninary-sexual dysfunctions. and akso subserve
the success of genital and tibial nerve stimulation therapies w
treat overactive bladder. Nonetheless, the relevance of gonadal
hoemones to the pathophysiology of uninary-sexual functions
is still controversial,

Summary The etiology of urinary dysfunctions is usually con-
sidered 1o be at the periphery. However, spinal and supraspinal
sites controlling urogenital organs deteriorate with age and
can be another factor for urogenital dysfunctions. In addition,
although it is well recognized that urinary incoatinence has a
negative impact on sexual functions, there is no research in-
vestigating the impact of sexual function/dysfunction on the
urinary organs.

This article is part of the Topical Collection on Preclinical and
Pavchophysiology
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Introduction

The urogenital wact performs reproductive, sexual, and uri-
nary functions. Its organs are embryologically related and re-
main anatomically linked in adulthood. They are also in close
anatomical and physiological relationships with intricate net-
works of pelvic blood vessels and nerves. as well as with
striated musculature. Due to its complexity, the urogenital
organs are usually comparmentalized for its stady and clinical
eatment (urology, gynecology. sexology). However, urinary
and sexual dysfunctions (SD) are common in adult people.

The incidence of uninary and sexual comorbidity is espe-
cially high in people with neurodegenerative disorders such as
diabetes and Parkinson disease and at advanced age when the
concentration of gonadal hormones has decreased and pro-
cesses of neural degeneration are occurring [ 1]. This suggests
that alterations in endocrine and/or peripheral and central neu-
ral pathways controlling the urogenital functions may be re-
lated to sexual-unnary comorbidities. For example, clinical
and preclinical studies suggest that increased activity of the
pelvic autonomic innervation is related to prostate cancer,
polycystic ovarian syndrome, and loss of ovarian function at
senescence [2—4]. In addition, autonomic innervation of the
urogenital organs is vulnerable during surgical procedures in
the pelvie region. leading 1o urinary and sexual postoperative
problems.

On the other hand, it calls the attention that patients with
overactive bladder (OAB) are treated with electrical stimula-
tion of the clitonis or tibial nerve [5]. The effectiveness of this
neuromodulation clearly indicates a crosstalk between genital
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Retencion urinaria posparto:
conducta clinica y modelos
experimentales para su estudio

Palacios-Galicia JL,* Mufoz-Toscano A,* Péres-Martinez C ' Cruz-Gomez Y4

Hesumen

VUIELTDE N puesto que la retencidn urinaria posparto no €s un
msoqseseoom;dereyave.laﬁwmddndemmtmmenlas
madadsohﬂéﬂcassmuy limitada, sobre todo en América Latina.

METODO: de informacién publicada, ol e inglés,
muelosaﬁasl(n)yzmb redacionada mnlas preventivas
y tratamientos de la retencion urinaria endosbamdedam
de bibliografia biomédica: Pubmed y ggm
SLSLLL A se encontraron 31 articulos cientificos en inglés rela.
cionados con el tratamiento de La retencidn urinarna posparo y pocos
euudiou en rmdelos animales de retencidn urinaria aguda, ninguno
nistico de la retencida urnaria pospano se estas
blececnndauxll de métodos invasivos ¥ no imvasivos: catéteres y
ulmonido El tratamiento incluye acciones preventivas (reduccian de
del parto mediante adiestramiento adecuado del
de las unidades obstéiricas o la aplicacién de masaje en la regadn
sacra) y posteriones al panto (uso de catéeres uretrales o suprapibicos),

COSL LU e retencion urinara pospanto es una complicacion
clinica que requiere entender que ¢ d Co y tratamiento teme-
pranos coatribuyen sustancialmente a disminuir la alta prevalencia
de disfunciones vesicales femeninas. En esta revisida se evidencid la
necesidad de estudios preclinicos que permitan conocer L repercusion
alugoplamdelareeencldn urinaria y probar nuevos tratamientos.

CALATIAS L retencidn urinara posparto, estudios preclinicos,
prevalenda, diag\ﬂsnoo, prevencidn, tratamiento, disfuncidn vesical.

Ginecol Obstet Mex. 2017 Jul;85(7):457-465.

Postpartum urinary retention: clinical
behavior and experimental models for
study

Palacios-Galicia IL,' Mufioz-Toscano A,* Pérez-Martinez C,¥ Cruz-Gémez Y™
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CAL RO since postpartum urinary redentian is not a condition
that is considered severe, information of its treatment in obstetrical
units & very limited, especially in Latin America.
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HYPOTHESIS / AIMS OF STUDY

Pralonged childbirth ts a risk factor for urinary Incontinence
whose mechanisms are not well established. In rats, the vag-
inal distension (VD) model, which mimics prolonged child-
birth, stretches the pelvic nerves, abolishes external urathral
sphincter (EUS) [1] activity and Induces urine leakage, a ba-
havioral sign of stress unnary incontinence [2]. The present
study aimed to determine In rats after VD If the alectromy-

agraphic (EMG) activity of the EUS and behavioral urinary
continence recover simultaneously.

STUDY DESIGN, MATERIALS AND METHODS

The expenimental protocol was approved by the university
committee on Laboratory Animals and performed in accosd-
ance with the gusdalines of the Mexican Council on Labora-
tory Andmals Care (NOM-062-Z00-1999), and the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (National Research
Councll of the National Academies, USA). we employed adult
nuiliparous Wistar female rats (250-300 g). The animals were
randomized to undergo ¢ h of VD or sham VD (SH). In VD an-
imals, to simulate the difficulty of the fetus passing through
the pelvic cavity and the injury Induced by a prolonged sac-
ond stage of human childbirth, 3 modified 10 Fr. Foley bal-
loon catheter was Inserted Into the vaginag and filled with 4
mi water for a period of 4 h.In SH animals the catheter was
placed into the vagina for 4 h but was not inflated. Rats were
divided Into two expenments. In expedment 1, micturition
behavior was recorded for 6 h, before and 3 to 13 days af-
ter VD {SH, n=5; VD, n=8) employing a closed-circult video
systam that includes Infrared cameras and digital video re-
cording. Animals were placed In 2 wire floor cage and void-
ed volume was collected In a piastic container. The ventral
abdominal area of the animals was videotaped to determine
ufine loss during spontansous rat behaviors. Stereotyped
female micturition behavior occurred when rats walked to
the edges of the cage, placed the rump toward the wall, and
expelied unine, flowtng In a stream [2]. In this case unine was
found In the four edges but mainly in the comners. Leakage
was considerad as any small volume of urine expelled (-0.02
mi} without the stereotyped female behavior of micturition,
and the number of drops were analyzed.

5343

In experiment 2, EUS EMGs wers recorded Immediately
and 3-12 days aftervD (VD, n=5 per day; SH, n=8) employing
an electrophysiological recording system. EUS EMG respons-
es were Induced by mechanical simulation of the ditoral
sheath (pudendo-pudendal reflex) or the bladder (blad-
der-EUS reflex). During both stimulations, amplitude (V)
and frequency (Hz) of 2 1-second sample at the middle of
the FUS EMGs was analyzed.

RESULTS

SH rats showed the steraotypead female behavior of micturt-
tion and did not drip urine in any body posture throughout
the study. in contrast, 100% of VD rats dripped urine In the
absence of the sterectyped vosding behavior at day 3 (38 +
7 drops) and 5 (39 + & drops) after VD. The leakage was asso-
dated with behaviors Implicating stress, such as standing to
reach food, sneezing, and vertical exploration, At
day 7 (28 = 5 drops) and 9 (13 = 2 drops) after VD, the drip-
ping disappeared In 70% of animals and at day 13 In 100%.
In SH animals, EUS EMG activity during the pudendo-pu-
dendal reflex was 87.4 + 11 pv and 344 + 50 Hz, and dur-
ing bladder-FUS reflex was 522 + 6 gV and 255 + 25 Hz In
the VD group, EUS EMG activity was abolished immediately
until day 5 after VD. At day 6, EMG activity during the pu-
dendo-pudendal reflex was recovered In 26% (145 + 5 V)
and 16% during the bladder-EUS reflex (143 + 7 pv) with
respect to EUS EMG amplitude of SH animals. At day 7 and
9 after vD the amplitude of EUS EMG activity was recoverad
10 40-60% and 30-35% during the pudendo-pudandal and
bladder-FUS reflexes, respectively. Atday 10-12 both reflexes
were recoverad 10 100%.

INTERPRETATION OF RESULTS

The stereotyped behavior of micturttion of female rats sug-
gests that they feel bladdes fullness and volition to expel
urine, then move to the edges of the cage. Theredore, any
urine expelied without the stereotypad behavior of mictu-
rtlon was conskdered as a sign of urinary Incontinence. The
fact that vD completely abolished the EUS EMG aciivity at
the first 5 days after vD, which comelates with the maxi-
mum exprassion of stress urinary Incontinence (leakage as-
soclated with stress behaviors), corroborate that EUS tonic
contraction contributes to maintain urinary continence [3].
EUS nactivity can be induced during VD by injury of the EUS
muscle, Its nerve or newromuscular junctions. Given that
urine leakage did not occur all the Ume, we assume that rats
n maintain certain degree of urinary continenca after v,
suggesting that tha other componeants of urinary continence
are not severaly affectad by vD, particularly urethral smooth
muscle and epithelial cells and their innervation from the
major pelvic ganglia §2]. EUS activity gradually recoverad af-
tervD and required about 10-12 days to restore to the values
of SH animals suggesting that this time period is the window
for regenerative processes of the injured structures after vD.
Glven that EUS activity recovery precedes recovery of bahav-
Joral expression of urinary continence, suggests that EUS ac-
thvity Is necessary to correct urinary continence In rats after
vD.
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TRANSCUTANEOUS ELECTRICAL STIMULATION OF DORSAL
NERVE OF CLITORIS FACILITATES URINARY CONTINENCE
RECOVERY AFTER VAGINAL DISTENSION IN RATS

Jose L. Palacios®, Tlaxcala, Mexico; Carlos Pérez, Chihuahua, Mexico;
Margot S. Damaser, Cleveland, OH; Margarita Juarez, Yolanda Cruz
Gomez, Tlaxcala, Mexico

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: Vaginal distension (VD)
injures the external urethral sphincter, stretches pelvic nerves and in-
duces urine leakage, a behavioral sign of stress urinary incontinence.
Electrical pudendal nerve stimulation accelerates recovery from urinary
incontinence. The aim of the present study was to determine whether in
conscious rats transcutaneous electrical stimulation (TES) of the DNC
facilitates urinary continence recovery after VD.

METHODS: Twenty adult nulliparous Wistar female rats
(250—300 g) were anesthetized (ketamine, 60 mg/kg and xylazine, 7.5
mg/kg, ip) to undergo 4 h of VD (n=8), sham VD (n=5) or VD+TES (n=7).
In VD animals, a 10-F Foley balloon catheter was inserted into the vagina
and filled with 4 ml of water for 4 h. In SH animals, the catheter was placed
into the vagina but not inflated. In the VD+TES animals, 3 stimulations
(immediately, and 2 and 5 days after VD) were applied to the ciitoral
sheath for one hour with a pair of electrodes (0.9 mA, 20 Hz and 0.2 ms of
duration). Micturition behavior and urinary parameters were evaluated
during 6 h of dark, before and at 1, 3, 6 and 8 days after VD or SH VD.

RESULTS: Before VD, rats show a stereotyped behavior of
micturition. No rat leaked urine. Voiding frequency and voiding volume
were, 1040.7 voids and 0.59+0.2 ml, respectively. After VD, stereotyped
voiding behavior decreased at 1 day. From 1 to 3 days post VD, 100%
of VD rats, with and without TES, leakage urine during behaviors
implicating stress such as standing 1o reach food, sneezing, scratching,
or standing on their hind legs for vertical exploration. Six and 8 days
after VD, the percent of animals dripping urine decreased with TES (day
6, 70%. day 8, 28%) compared to those without TES (day 6, 87%; day
8, 75%). A similar effect of TES was observed on the number of leaks
per animal at day 8 (TES 6+3 vs without TES 29+7; p<0.001).

CONCLUSIONS: VD-induced behavioral signs of urinary in-
continence decrease gradually after the first 5 days post VD and TES
accelerates functional recovery of continence. Further studies are
required to compare effectivity of TES vs direct electrical pudendal
nerve stimulation (invasive technique) on nerve regeneration after VD.

Source of Funding: CONACyT: 183446 YCG, JLPG-488223,
Doctorado en Ciencias Biolgicas, UATx.
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for advancement of precision medicine approaches to UCPPS
treatment. We performed consensus clustering within muitiple sub-
domains of baseline data coliected in the MAPP Research Network
Epidemiology and Phenotyping (EP) Study. Resulting clusters were
evaluated in terms of differential risk of improvement in longitudinal
symptoms.

METHODS: Baseline symptom data from 424 participants (233
women; 191 men) with UCPPS (i.e., interstitial cystitis/ bladder pain
syndrome or chronic prostatitis/ chronic pelvic pain syndrome) in the
MAPP Research Network EP Study were analyzed. Consensus dus-
tering was implemented to produce subgroups with maximal separation
of baseline symptom profiles. A "mean consensus” score, using the
empirical likelihood of pairs of patients being classified into the same
cluster, was computed for each cluster. The resulling subgroups were
evaluated in longitudinal models to Investigate 48-week symptom
improvement.

RESULTS: Subgroups resulting from 1,000 replications of
consensus clustering were generated separately for each of four
subdomains: 1) global sensory sensitivity, with maximal separation
on "sensitivity to odors" (prevalence 2% vs. 88%); 2) bladder hy-
persensitivity with maximal separation on "pain increases as bladder
fills" (prevalence 6% vs. 92%), 3) body map pain regions with
maximal separation on “arm pain" (prevalence 4% vs 80%); 4)
chronic overlapping pain conditions with maximal separation on
"TMJ* (prevalence 8% vs 94%) (Figure). The mean consensus
scores ranged from 81% to 97%, suggesling that these patient
subtypes are highly reproducible. Furthermore, over 48-weeks of
follow-up, the subgroup with high prevalences of bladder hyper-
sensitivity features (cluster 1) was less likely to improve (p<0.01) in
urological pain severity, and the subgroup with high prevalences of
COPC features (cluster 2) was less likely to improve (p<0.01) in
urinary severity.

CONCLUSIONS: These results hold great promise for scaling
consensus clustering methods to expanded symptom domains to pro-
duce stable clusters that shed new insights into clinically relevant pa-
tient subtypes with differential longitudinal profiles.
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Efecto de la electroestimulacion
percutanea del nervio tibial

en pacientes con enuresis
monosintomatica. Experiencia
inicial en México

Pérez-Martinez C,* Palacios-Galicia JL,* Vargas-Diaz 1B, Cruz-Gémez ¥+

Resumen

OBJENVO: Analizar el efecto de seis sesiones de nearomodulacion
por electroestimulacidn del nervio tibial en pacientes con
enuresis monosintomatica resistente al tratamiento y describir los
factores de riesgo de la técnica.

MATERIALES ¥ METODOS: Ensayo clinico, aleatorizado, controlado
prospectivo, efectuado en pacientes de 6 a 15 ahos de edad, con
me&mummmuudesdsmdemm&\.
sin reaccién al tratamiento de primera y segunda linea. Los pacientes
se al azar a dos : 1) grupo activo {con electroesti-
mul )y 2) grupo plaoeglptsz electroestimulacion), a quienes se
z:icarm seis sesiones de neuromodulacion por electroestimulacion
nervio tibial or activo) o sels sesiones simuladas
{grupo placebo). Se analizaron las variables de edad, nivel socioeco-
nimico, sexo, evolucidn de la enuresis, diarlo vesical (antes y despus
del ratamiento) y uroflujometria. Para determinar Ia normalidad de
los datos se aplicd la prueba de Shapiro-Wilk. La comparacién entre

Arupos por Sexo y de tratamiento se realizé con la prueba para-

RESULTADOS: Se estudiaron 8 pacientes: 4 nifias y 4 nifos, con
promedio de edad de 10.6 = 1.6 afos. La edad y el sexo no mostraron
diferencias estadisticamente significativas. La mejoria de los pacien-
1es (noches secas) fue de 80 + 7.5% en el grupo activo vs 3.7 £ 1.2%
en el grupo placebo (p<0.001). Los efectos adversos fueron escasos.

CONCLUSIONES: La neuromodulacién por electroestimulacion del
nervio tibial posterior durante sels sesiones es efectiva en el tratamiento
de pacientes con enuresis monosintomatica resistente al tratamiento;
es una técnica de bajo costo, ficilmente reproducible y con efectos
adversos casi nulos.

PALABRAS CLAVE: Enuresis; nervio tibial; vejiga.
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Urethral regions with differential tissular composition may
underlie urinary continence and voiding function in female rats
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11 INTRODUCTION

Aims: To analyze, in female rats, the anatomical and histological features of the
urethra and its relationship with the vagina and clitoris, and its innervation.
Methods: Seventeen adult female Wistar rats were used. Gross anatomy and
acetylcholinesterase (AchE) histochemistry were performed to describe the urethral
features, adjacent structures, and inpervation. The histomorphometric charactenistics
of the urethra were determined in transversal, longitudinal, or coronal sections stained
with Masson's Trichrome.

Results: The female rat urethra is not 2 homogeneous wbular organ. The pre-pelvic
and pelvic regions are firmly attached 1o the vagina with belt-like striated fibers
forming 2 urethea-vaginal complex. The bulbar regions have curved segments and 4
narrow lumen. The clitoral region is characterized by a wrethra-clitoral complex
surrounded by a vascular plexas. The fumen area and thickness of the urethral layers
significantly varied between regions (P < 0.05). Innervation of the urethra arrives
from the major pelvic ganglion, the dorsal nerve of the clitoris (DNC), and the mwtor
branch of the sscral plexus (MBSP).

Conclusions: Differential tissular composition of the urethra may underlie urinary
continence and voiding dysfunction through different physiological mechanisms.
The urethra-vagina complex seems 1o be the main site controlling urinary continence
through active muscolar mechanisms, while the bulbar urethra provides passive
mechanisms and the urethra-clitons complex seems to be crucial for distal uretheal
closure by means of a periurethral vascular network.

KEYWORDS
clisonis, female urethrn, ureshral gland, urinary incontinence

with genital organs.' While in some species such as
rabbits, the urethra opens into the vaginal lumen.? in rats,

The urethra plays an important role in urinary continence
and voiding. During urine storage. a tonic activity of the
external urethral sphincter (EUS) contributes to urinary
continence. During voiding, the urethra opens when
bladder contraction occurs. so that a voiding event is
efficient. In females, the urethra is anatomically related

similar to women, the urethra opens into an external
urinary meatus.

Despite of a separated urethral opening, the woman
urethra is still related to genital organs. In fact, it is 2 matter of
debate whether distal urethra, clitons, and vagina are truly
separated structures. '

N funey aund Lot 2009;1-9.
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14. Congresos y reconocimientos

SOCIETY rorR NEUROSCIENCE

Society for Neuroscience
Neuroscience 2012
October 13-17, 2012
New Orleans, LA

Please let this serve to certify that
Jose Palacios Galicia, n/a

has attended Neuroscience 2012, the 42nd Annual Meeting of the Society for Neuroscience at
Ernest N. Morial Convention Center in New Orleans, LA,

I'he Society for Neuroscience (S1N) is a nonprofit membership organization of basic scientists
and physicians who study the brain and nervous system. The Society’s primary goal is to
promote the exchange of information among researchers. For this purpose, SIN holds a
prestigious annual meeting, attended by scientists and researchers from around the globe. It is
considered the most important annual forum for the neuroscience research community,
offering attendees the opportunity to leam about the latest advances in brain research and to
meet and network with their colleagues at top destinations throughout the United States.

StafT Signature:

2\ ,74/7/

Elizabeth Rumsey
Assistant Director of Annual Meeting Program
Society for Neuroseience

Date: Tuesday. October 16, 2012

1121 14th Steeet, NW - Suite 1010« Washington, BC 20005 « Telephone: (202) 962-4000 © www.sin.org
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This certifies that

Jose Luis Palacios, MS

has participated in the 2015 Annual Meeting of the

American Urological Association
in New Orleans, LA May 15-19, 2015

Z | American
:@ Urological
2% | Association WW
7

Education & Research, Inc.

utes this live sevivity foe » maximum of 65.0 AMA PRA Categery | Crediee™
smmenurate with the extent of theis participation in the sctivisy.

credited by the Acerediation Counal for Continuing Medical Education (ACCME to provide continuing medical edueation for physicians
he content cantained in this CME activity is valid, fair, belanced, sclentificall y rigorous, and free of commercial béas

Accreditation: The Amencan Utological Association
It & the policy of the AUA to
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CURSO

Internacional
Bases Biologicas

de Ia Conducta

Otorga la presente

CONSTANCIA

A José Luis Palacios Galicia, Margarita Judrez Romero,
Alfonso Medel Rojas y Yolanda Cruz Gémez

Por su participacion con el cartel Correlatos neuroanatomicos y
conductuales de disfuncién urinaria inducidos por la distension
vaginal en ratas

XX Curso Internacional Bases Biologicas de la Conducta
Impartido del 9 al 13 de octubre, con una duracion de 40 horas.

Tlaxcala, Tax., a 13 de octubre de 2015

Yare S [ Vol
argérita rtinez Gémez Dr. Jorge §Odri 2 Antolin
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This certifies that

Jose Luis Palacios, MSc

has participated in the 2016 Annual Meeting of the
American Urological Association
in San Diego, CA on May 6-10, 2016

s | American
| | Urological

=% | Association 7% W

Education & Research, Inc.

The Amencas Urological Assochithon (AUA) deaignases the e ity far s smaziesm of 845 AMA PRA Cagery 1 Crnd™,
Phrwciams choabl damn caly the confit commenaneate onh fhe eyt of Sar pamopenon i the activiry
Accradinations The Americn Ussdogoal Asocisson (ALA] i dwes] twy the Apgresh Comcd for € tey MaScal B (ACEME) by peowmtle conmarmtig madicd adisstion ks [ T
It in the podicy of the AUA 1 cxsere thar S contene intremal o iy OMT scuvry W velal, fir, Salaaced, scaenmfonly fgoocos, ssd free of commeseial bis
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Universidad Auténoma de Tlaxcala (I,

-:ncsm
LR R

it Autes Otorga la presente

de Tarcala

Constancia
A: José Luis Palacios Galicia, Margarita Juarez @lcs
Romero and Yolanda Cruz Gémez '
Por participar con el poster
“Time course of urinary continence and recovery of LUT reflexes

after vaginal distension in rats” N socem i
l NEUROSCENCE
Celebrado en el marco de las actividades del 4th Workshop
“Urogenital ApparatussPhysiology and Pathophysiology”
Tlaxcala, Tlax., dél 26 4l 28 Septiembre de 2016

B kP
/AIMI %T’ 7\ /\N:ﬁf( S
Dr,(v Mafrgann( Marﬁma}umu Dra. Yo Lmda Cruz Gomez
Coordinadora CTBC Organizadora
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@ | Universidad Auténoma de Tlaxcala q,

Otorga la presente

Constancia
35 6ICS

A: José Luis Palacios Galicia , Alvaro Munoz , Margot S
Damaser, Yolanda Cruz Gémez

“Transcutaneous electrical stimulation of the dorsal nerve of
the clitoris facilitates functional recovery from stress urinary
incontinence after vaginal distension in rats”

Por participar con el poster: BN
* NEUROSIENCE

@ Celebrado en el marco de las actividades del 5th Workshop “Urogenital Apparatus: S; 2. P

‘ess Neurogenic and degenerative pathologies Tlaxcala, Tlax; del 27 al 29 septiembre de |, .
CWCYT 2017 N'-: =y
Dra. Yolanda Cruz Gémez Dra. Dora luz Corona-Quintanilla
Organizadora Organizadora
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This certifies that

Jose Luis Palacios, MSc

has participated in the 2018 Annual Meeting of the
American Urological Association
in San Francisco, CA, May 18-21, 2018

#e | American
Il@_‘ Urological -2 7 7
¥ | Association %/%W"

Education & Rescarch, Inc,

1% Asstrviean Unrbagpesd Anaoniatims (ALTA) dhenigrnabn thn Den sntivity T0r n mwsiomnrm of S0 AMA FIUT Cangory 1 O™ Mispseians shwmbd vbanm nody the ot commenmints wiy fy
s oF thede gaariicrpanion wh s seoiiry. “The Amencan Dnilogges! Asmacniun (ALTA) (s seemlined Ty the Arcodimaim Conedl fir Connn Iocblond Dadrcutbon (AUCMI po provms b
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Universidad Autéonoma de Tlaxcala (i)

Al A Otorga el presente

e Viasaule

Reconocimiento

A: José Luis Palacios Galicia, Margarita Juarez H(S
Romero and Yolanda Cruz Gémez

Por haber obtenido el primer lugar con la presentacion del poster

“Time course of urinary continence and recovery
o of LUT reflexes after vaginal distension in rats” I::l“.‘." >

Celebrado en ol marco de las actividades del 4th Waorkshop
"Uragenital Appararuss Physiology and Pathophysiology™
Thaxcala, Tlax., del 26 al 28 septiembre de 2016

g sz

ﬁ . ' S —

Clen! B> ~{Z v 3 rﬁc\ \,
o e
Dra.Matgaritd Martinez'Gomez Dras Yolinda Cruz Gome:

Coordinadomm CTBC Organizadora
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Universidad Auténoma de Tlaxcala <,
Otorga la presente o
Reconocimiento
A: José Luis Palacios Galicia @|CS

Por haber obtenido el primer lugar con la presentacién del
poster
“Transcutaneous electrical stimulation of the dorsal nerve of o
the clitoris facilitates functional recovery from stress urinary
incontinence after vaginal distension in rats*

Celebrado en el marco de las actividades del 5Th Workshop “Urogenital

Apparatus: Neurogenic and degenerative pathologies” Tlaxcala, Tlax; del 27 al 29 ${¢ D
septiembre de 2047, OF v
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Dra. Yolanda Cruz Gémez Dra. Dora Luz Corona Quintaniila
Organizadora ~ Organizadora
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