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RESUMEN

Diferentes estudios han demostrado que el parto puede conducir a un dafio en los musculos
del piso pélvico, influyendo en el desarrollo de incontinencia urinaria de esfuerzo, debido a la
distencion de fibras musculares, lo cual representa un problema a medida que la poblacion
envejece, su incidencia maxima es en mujeres multiparas y posmenopausicas, siendo una piedra
angular de este trastorno pélvico, conocerlo ayudaria a la calidad de vida de este piso pélvico.
En musculos de las extremidades, el dafio muscular esta relacionado con alteraciones
metabolicas que impactan el metabolismo de carbohidratos, lo que podria resultar de interés
para comprender la regeneracion de musculos del piso pélvico después del parto. Dado que
la regeneracion muscular depende en gran medida de la degeneracion muscular, existe la
necesidad de comprender ambos procesos en musculos como el pubococcigeo (mPc) e
iliococcigeo (Ic).

Dado que las afecciones musculares constituyen una de las condiciones debilitantes mas
severas, es posible suponer la evaluacion de una amplia variedad de compuestos y estrategias
farmacolodgicas para reducir el dafio o acelerar la regeneracion muscular. Uno de estos
compuestos es el péptido XT1 capaz de activar vias de sefializacion relevantes para la activacion
y diferenciacion de precursores celulares involucrados en regeneracion.

Es por ello, que el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del péptido XT1 sobre el
dafio bioquimico en los musculos pélvicos en el posparto temprano de ratas primiparas. Para
ello se ocuparon 18 ratas de la cepa Wistar divididas en 3 grupos: Nuliparas (Null), ratas
primiparas sacrificadas a los 3 dias posparto y administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1
(P3+XT1), evaluando la cuantificacion de glucosa y glucdgeno, la actividad de la beta-
glucoronidasa. Nuestros resultados sugieren que en el postparto temprano no hay signos de
dafio muscular consolidado en los musculos del piso pélvico que puedan interferirse o

mejorarse con el tratamiento de XT1.
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1. INTRODUCCION

En la mujer, los MPP participan en procesos reproductivos (como el parto y el embarazo) y
excretores; factores fenotipicos (obesidad), el estilo de vida, la genética, la edad, el embarazo,
el nimero de partos, la menopausia, etc, conducen el riesgo para el desarrollo de incontinencia
urinaria de esfuerzo (IUE) y el prolapso de 6rganos pélvicos (POP), donde las mujeres son
mas propensas a la aparicion de estas disfunciones pélvicas (Aoki y col. 2017; Olsen y col.
2003).

La glucosa es un combustible necesario para la contraccion del musculo esquelético.
Ingresa a la fibra muscular a través de difusion facilitada, mediante transportadores de glucosa,
principalmente a través del transportador de glucosa 4 (GLUT4). El GLUT4 estd expresado
diferencialmente entre fibras tipo ST y fibras de tipo FT (Kern y col. 1990; Gémez-Zorita y col.
2012). En musculos de las extremidades, el daiio muscular esté relacionado con una reduccion
transitoria de la expresion de GLUT4. Ciertamente la recuperacion de su expresion podria
resultar de interés para comprender la regeneracion de los musculos del piso pélvico (MPP)
después del parto (Asp y col. 1995).

La IUE es una afeccion comun con una morbilidad significativa y las opciones de
tratamiento incluyen ejercicios del piso pélvico, tratamiento farmacologico y cirugia. Es por
ello, que en este proyecto se pretende evaluar el efecto del péptido XT1 sobre el dafio que

precede a la regeneracion muscular.



2. ANTECEDENTES

2.1 Transportador de glucosa 4 (GLUT4)

El transporte de glucosa muscular estd mediado por proteinas transmembranales responsables
del transporte especifico de glucosa estimulada por la contraccion del musculo esquelético y/o
la accion de la insulina (Richter y col. 2013). El principal transportador de glucosa expresado
en el musculo esquelético y tejido adiposo es el transportador de glucosa 4 (GLUT4) (Stockli
y col. 2011). El GLUT4 se localiza en el citoplasma almacenado en forma de vesiculas que
son sensibles a la insulina, al ejercicio fisico y a situaciones de hipoxia (Machado y col. 2019).
Este transportador reside en un compartimiento cerca de los tubulos (T) transversos y regula
aproximadamente el 90% de la captacion de glucosa en musculos esqueléticos adultos (Richter
y col. 2013).

La absorcion de glucosa estd mediado por la estimulacion de insulina, hormona que se
une al receptor de insulina (RI). EI RI es una proteina heterotrimérica con actividad de tirosina
cinasa, conformada por dos subunidades alfa () y beta (B), unidas mediante enlaces disulfuro.
Después de esta union, el RI sufre una alteracion conformacional, desencadenando su
autofosforilacion en residuos de tirosina. Una vez activado, el RI promueve la fosforilacion de
tirosina en diferentes sustratos, incluido el sustrato de receptor de insulina 1 (SRI-1). La
fosforilacion activa a la enzima fosfatidilinositol cinasa 3 (PI3K). Sucesivamente, PDK-1
fosforila la proteina cinasa B (PKB, también llamada Akt), el cual tiene un papel clave en la
via de sefalizacion de la insulina (Carbo y col. 2004; Castrejon y col. 2007; Machado y col.
2019; Pereira y col. 2017).

Cuando esta activo, Akt es responsable de la activacion del AS160 (sustrato Akt de 160
kDa). El AS160 puede actuar en la translocacion de GLUT4 a la periferia, aumentando la
actividad de las proteinas Rab que estimulardn la translocacion de estas vesiculas que
contienen GLUT4 a la periferia. Por lo tanto, estos mecanismos de activacion y la liberacion
de vesiculas que contienen GLUT4 son esenciales para la homeostasis de la glucosa (Pereira

y col. 2017). (Fig. 1)
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Fig.1 Esquema del mecanismo de transporte de glucosa a través de GLUT4 a la membrana celular

(Tomado y modificado de Sandoval-Muiloz y col. 2016)

El mecanismo molecular que conduce a la absorcion de glucosa inducida por la
contraccion en el musculo esquelético implica la translocacion de transportadores de glucosa
GLUT4 desde los sitios de almacenamiento intracelular a la membrana superficial (Derave y
col. 1999). La contraccion muscular aumenta de manera aguda los niveles de transportador de
GLUT4 en el sarcolema y en los tubulos T (Richter y col. 2013). Un aumento transitorio en la
concentracién de Ca?' intracelular y un aumento en la relacion AMP/ATP, contribuyen a
mejorar la translocacion de GLUT4 a la superficie celular. Debido a que la concentracion de
Ca?' extracelular esta mediada por activaciones de la proteina Ca** calmodulina quinasa II y
quizas de la proteina quinasa C convencional. Ademas, Ca*>"/CaM parece activar la via de
sefnalizacion de AMPK (Jessen y col. 2005; Rose y col. 2005).

La insulina y el ejercicio (por contraccion) estimulan de manera aguda el reclutamiento
de GLUT4 a las superficies celular de las células musculares y adiposas independientemente
de la transcripcion o traduccidon; sin embargo, estos dos estimulos fisiologicos inician
mecanismos de sefializacion distintos que conducen a una mejor translocacion de GLUT4 y

absorcion de glucosa (Kuo y col. 1999).



La ingesta de alimentos y el ejercicio, al estimular de manera individual la
translocacion de los GLUT4 en la membrana celular, incrementan de manera sumatoria el
glucdgeno en la fibra muscular (Kuo y col. 1999). Este gluc6geno almacenado en el musculo
esquelético proporciona glucosa a las fibras musculares durante la contraccion muscular, en
consecuencia, el contenido de glucégeno muscular disminuye después del ejercicio en los
musculos que trabajan (Adeva-Andany y col. 2016).

Diferentes estudios han sugerido que el glucogeno juega un papel fundamental en la
regulacion de la entrada de glucosa en las células musculares no estimuladas y en las células
musculares estimuladas por la insulina o el ejercicio (Derave y col. 1999). El papel regulador
del glucogeno en el transporte de glucosa esta relacionado con el tipo de fibra, se ha reportado
que la concentracion de glucogeno es mayor en fibras blancas que en fibras rojas, tanto en el
musculo en reposo como posterior al ejercicio (Derave y col. 1999; Kuo y col. 1999).

De igual manera, la expresion de GLUT4 en el musculo se relaciona con la naturaleza
metabolica del tipo de fibra, donde los musculos con fibras tipo ST (oxidativas, rojas o lentas)
musculos que se entrenan en deportes aerdbicos de larga duracion expresan mas cantidad de
GLUT4 que las fibras tipo FT (glucoliticas, blancas o rapidas) (Derave y col. 1999; Gémez-
Zorita y col. 2012). A través del estimulo de contraccion por estimulacion eléctrica, se puede
mostrar como las fibras lentas captan mas glucosa que las fibras rapidas (Gomez-Zorita y col.
2012).

Una vez que la glucosa ha ingresado a la célula, puede metabolizarse para producir
energia o sintesis de lipidos o almacenarse como glucdgeno. Este aumento en el nimero de
moléculas de GLUT4 disponibles en la superficie celular aumenta la velocidad méxima de la
velocidad de transporte de glucosa a las células. Una vez que se elimina la estimulacion con
insulina, GLUT4 es endocitositado de regreso a la célula mediante la gemacion de vesiculas
en la membrana plasmatica que contiene clatrina. Tras la internalizacion, GLUT4 se convierte
en parte de los endosomas tempranos y se vuelve a clasificar en vesiculas intracelulares (Hou
y col. 2007).

Se ha evidenciado que la expresion de GLUT4 se ve disminuida en la atrofia muscular
y la denervacion, consistente con la disminucion de los requerimientos de energia en estas

condiciones (Huang y col. 2007). Datos obtenidos de musculos de las extremidades y en el



contexto de medicina del deporte, han propuesto que el dafio muscular resulta de insultos
mecanicos y/o metabdlicos, aunque ciertamente la desregulacion de la homeostasis de calcio
intracelular subyace a ambos (Tee y col. 2007).

A nivel muscular existe una afectacion en el metabolismo de la glucosa como lo indica
un estado de resistencia a la insulina, una reducida expresion de GLUT4 y una disminucion en
el contenido de glucégeno muscular, entre otros (Tee y col. 2007). Este compromiso energético
podria reducir la sintesis de proteinas fibrilares requerida para recuperar la atrofia muscular que

se presente después de una lesion nerviosa (Langer y col. 2018).

2.6 Musculos del piso pélvico (MPP)

En la mujer, el piso pélvico es una estructura anatoémica de musculos estriados y tejido
conectivo dependientes del control voluntario, que cumple funciones dentro de la cavidad
pélvica. Los MPP forman una estructura de soporte y mantenimiento de posicidon para los
organos pélvicos (elevadores del ano, el coccigeo, el esfinter anal externo, el esfinter uretral
estriado y los musculos perineales superficiales y profundos) (Carrillo y col. 2013; Gémez y
col. 2015).

Estos musculos, en particular, el misculo elevador del ano (MEA), cubre la mayor
parte de la pelvis, estd formado por tres fasciculos o haces y su forma de “U” o “V” abierta
hacia anterior, permite el paso de los extremos distales de los sistemas urinario (miccion),
genital (copula y el parto) y digestivo (defecacion) (Carrillo y col. 2013). Juntos, los
musculos elevadores del ano (3 fasciculos o haces, pubococcigeo, puborrectal e iliococcigeo)
y coccigeo forman los musculos del piso pélvico (Hartmann y col. 2014). El haz
pubococcigeo se origina lateral al haz puborrectal, en la sinfisis del pubis, sobrepasando el
recto e insertandose a nivel del coccix. El haz puborrectal se origina en la cara posterior de
ambos lados de la sinfisis del pubis, siendo un musculo grueso que avanza con direccion
posterior e inferior hasta detrds del recto a nivel de la unidon anorrectal donde sus fibras se
cruzan dando la caracteristica forma de «U». El haz iliococcigeo se inserta en las regiones

laterales a la sinfisis de pubis y en el arco tendinoso del musculo elevador del ano (un



engrosamiento ancho curvo y concavo de la fascia del obturador) y hacia la parte posterior

se inserta en el ligamento ano coccigeo (Goémez y col. 2015) (Fig. 3).
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Figura 4. Esquema de la musculatura del piso pélvico. Tomada de Gémez y col. 2015.

Durante el embarazo, el aumento progresivo del volumen del utero somete a las
estructuras perineales a una sobrecarga importante, asi también, el aumento de la presion
intraabdominal sobre la vejiga por parte del feto durante el embarazo puede conducir al
debilitamiento de las estructuras del suelo pélvico (Arruda y col. 2019; Carrillo y col. 2013).

La distension vaginal y el dafio a las estructuras del piso pélvico durante el parto, se
debe a demandas mecanicas impuestas a los MPP que superan los limites fisiologicos
(Catanzarite y col. 2018) y con ello a la aparicion de lesiones del piso pélvico, especificamente
los defectos en la porcidon pubovisceral del elevador del ano, seglin se determina mediante el
analisis de la expresion de moléculas relacionadas con el daflo muscular, técnicas de imagen
(resonancia magnética tridimensional), histomorfologicas (ATPasa, ACE) y electrofisiologia
(Carrillo y col. 2013; Cortes y col. 2005). De igual manera, existe la posibilidad de trauma en
el musculo elevador del ano en la mujer (que conforman al musculo coccigeo, musculo
puborectal y musculo iliococcigeo), determinando una prevalencia entre un 15 a un 35% de

alteraciones anatomicas, ademds, pueden producirse lesiones a nivel de la inervacion,



especialmente en los nervios pudendos lo cual provocaria una denervacion y atrofia de este
musculo, determinando una pérdida de la estructura y secundariamente un descenso del piso
pélvico (Arruda y col. 2019; Carrillo y col. 2015).

El parto por intervencion quirurgica (cesarea) tiene un efecto protector sobre el prolapso
temprano de los 6rganos pélvicos posparto, pero el modo de parto no difiere significativamente
con respecto a la incidencia de incontinencia urinaria posparto o la fuerza de los MPP de la
pelvis (Junqueira Vasconcellos de Oliveira y col. 2018).

La disfuncion de los MPP se ha asociado con un riesgo significativamente mayor de los
trastornos del suelo pélvico, como el prolapso de 6rganos pélvicos (POP) e incontinencia urinaria
de esfuerzo (IUE); diferentes estudios han proyectado que la prevalencia de estas patologias
aumentard a medida que la poblacién mundial envejezca, con el embarazo y el nimero de partos,
su incidencia maxima es en mujeres multiparas y posmenopausicas (Alperin y col. 2016; Aoki
y col. 2017; Arruda y col. 2019).

La International Urogynecological Association (IUGA) y la International Continence
Society (ICS) han definido a la IUE como cualquier pérdida de orina involuntaria en asociacion
con tos, estornudos o algin esfuerzo fisico (Aoki y col. 2017; Mironska y col. 2019).

El mecanismo de IUE tiene dos componentes, el primero es estructural, el soporte fisico
del tracto urinario y esta compuesto por la musculatura del piso pélvico y el tejido conectivo;
el segundo es neuromuscular y consiste en el mecanismo del nervio pudendo (NP) y el esfinter
uretral externo (EUE). Las relaciones anatomicas y funcionales entre los musculos pélvicos y
perineales contribuyen de manera importante al cierre de la uretra durante la continencia
urinaria en las mujeres. En los partos, la IUE es probable que sea el resultado de una lesion
estructural y neuromuscular (Carrillo y col. 2013).

Histoloégicamente, el musculo elevador del ano en humanos consiste en una
combinacion heterogénea de tipo I o fibras oxidativas (70%), responsables del mantenimiento
del tono del piso pélvico, proporcionando asi soporte a las visceras pélvicas, y de tipo II o
glucolitico (30%), activada durante el aumento de la presion intraabdominal (Do Carmo y col.

2011).



Estudios preclinicos para tratar la incontinencia con células progenitoras o células
madre arrojaron resultados prometedores. En el adulto, la activacion de las células satélite da
como resultado la regeneracion del tejido muscular estriado (Amend y col. 2015).

Otro modelo animal empleado en diversos estudios de estructura y funcioén de los MPP
aparte de la rata es la coneja doméstica, debido a que sus musculos pélvicos estan bien
desarrollados y son accesibles para andlisis morfométricos y funcionales. Estudios evaluados en
este modelo evidenciaron los efectos de la experiencia reproductiva sobre la estructura de los
musculos pélvicos (mPc) y perineales (mBs) para procesos fisioldgicos como la miccion,
demostrando que la multiparidad dafia estos musculos, los cuales ayudan en las fases de
almacenamiento y evacuacion de la miccion, lo cual modifica sus patrones de activacion durante
las diferentes etapas de miccion (Martinez-Goémez 2011; Lopez-Garcia y col. 2016). De igual
manera, estudios previos han evidenciado que el mBs y el mPc de conejos multiparos muestran
procesos asimétricos de dafio, apoyados por la actividad de la B-glucuronidasa (Lopez-Garcia y

col. 2016).

2.7 Musculatura pélvica de la rata, GLUT4 y daiio muscular

Las ratas son el modelo animal mas utilizado para estudiar los mecanismos de incontinencia y
para las pruebas preclinicas de los tratamientos, a pesar de su estado cuadrupedo, su anatomia
e inervacion de los musculos del piso pélvico muestran una clara similitud con los humanos. La
musculatura pélvica de la rata tiene participacion activa durante la copula. En la rata, esta
musculatura incluye el musculo pubococcigeo (mPc), coccigeo (mCc) e iliococcigeo (mlc)
(Poortmans y Wyndaele.1998). El mPc en la rata es el musculo mas grande del piso pélvico, se
origina en la cara interna del hueso pélvico a nivel del acetdbulo y se inserta en la tercera y
cuarta vertebra caudal (Brink y Pfaff. 1980). Sus fibras ventromediales tienen tejido conectivo
que se adhiere a la superficie peritoneal de la pared vaginal ventral y corre caudalmente,
lateralmente al recto (Pacheco et al. 1989; Poortmans y Wyndaele 1998). Las fibras del mlc
tienen su origen en el borde ventromedial del eje posterior a la muesca glutea a nivel del
acetabulo; viajan caudalmente y se desarrollan dos tendones que recorren en sentido caudal

corriendo a lo largo del borde lateral de la cola ventral, (Poortmans & Wyndaele 1998). El mPc



y el mlc se activan de manera refleja durante la estimulacion genital, el movimiento de la cola
y durante la fase de almacenamiento de la orina en el proceso de la miccion (Cruz y col, 2011;
Martinez-Gomez y col. 1992). Los musculos pubococcigeo e iliococcigeo en la rata son
musculos constituidos por fibras rapidas principalmente (Poortmans y Wyndaele 1998) (Fig.
4). Mientras que, en el ser humano, son principalmente fibras de contraccion lenta, siendo un
ejemplo, de como las demandas mecanicas impuestas en los MPP, ya sea por la postura corporal
vertical producen un cambio en las propiedades contractiles y metabolicas del suelo pélvico

(Poortmans & Wyndaele 1998).

_~ M. illococeygeus {mic)

- M., coceygeus (mCc)

B\ M. pubococeygens (mPc)

Figura5 Esquema de la musculatura pélvica de la rata. Tomada de Anat Rec 251:20-7

El grupo de trabajo del Dr. Francisco Castelan ha evaluado la expresion del GLUT4 y su
relacion con acciones hormonales en el mlc y en el mPc de la rata. Recientemente han reportado
que la expresion de GLUT4 parece estar regulada por estrogenos en el pubococcigeo, pero no
en el iliococcigeo, hallazgo que coincide con una regulacion similar del contenido de glucogeno
(Carrasco-Ruiz y col. 2018). Debido a que la concentracion sérica de estradiol incrementa hacia
el final de la gestacion en laratay la factibilidad de localizar focos de dafio muscular en musculos
pélvicos de la rata, es posible predecir una regulacion diferencial de la expresion de GLUT4 en

ratas primiparas. Considerando los retos metabdlicos a los que se enfrentan dichos musculos, las



alteraciones en la expresion de GLUT4 serian de relevancia para comprender el dafio que sufre
la musculatura pélvica.

Dado que las afecciones musculares constituyen una de las condiciones debilitantes mas
severas, es posible suponer la evaluacion de una amplia variedad de compuestos y estrategias
farmacolodgicas para reducir el dafio o acelerar la regeneracion muscular. Uno de estos
compuestos es el péptido XT1, cuya actividad en regeneracion muscular ha resultado
suficientemente atractiva con fines de patente. Al respecto se ha especulado que podria actuar
mediante vias de sefializacion relevantes para la activacion y diferenciacion de precursores
celulares involucrados en regeneracion. Datos preliminares del grupo de investigacion del Dr.
Castelan sugieren la existencia de un vinculo entre la administracion de XT1, la expresion de
GLUT4 y la reduccion del dafio en musculos pélvicos de ratas primiparas en el postparto tardio
ya que la expresion de GLUT4 y su translocacion hacia sitios de membrana es un eslabon critico
en la cadena de procesos fisiologicos que conducen a la regeneracion muscular. En este contexto
hemos considerado pertinente evaluar el efecto de XT1 aplicado el dia del parto y determinar
su influencia sobre la expresion de GLUT4 en ratas primiparas en el postparto temprano.

En musculos de las extremidades, el dafio muscular esta relacionado con una reduccion
transitoria de la expresion de GLUT4 (Asp y col. 1995). Ciertamente la recuperacioén de su
expresion podria resultar de interés para comprender la regeneracion de musculos del piso

pélvico después del parto.

2.2 Toxinas clostridiales

Las toxinas clostridiales son un grupo de proteinas simples u holoproteinas sintetizadas por
bacterias del género Clostridium sp., pertenecientes a la familia de bacilos gram-positivos,
anaerobios y formadores de esporas. En este grupo de toxinas se incluyen a la toxina tetanica,
la cual es una neurotoxina de naturaleza proteica sintetizada por la bacteria Clostridium tetani,
y por otro lado la toxina botulinica, sintetizada por algunas cepas de C. botulinum, C. barati y
C. butirycum. Las toxinas tetanica y botulinica afectan al sistema nervioso y son los agentes
causantes de las enfermedades del tétanos y el botulismo (Popoff'y col. 2001), las cuales se

caracterizan por contraccion muscular y espasmos recurrentes (Patricio Martinez 2017).
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2.3 Toxina tetanica

La toxina tetanica, acta sobre el sistema nervioso al inhibir la liberacion de neurotransmisores
como glicinay GABA (Popoff'y col. 2001; Poulain 1994). Esta toxina esta conformada por una
proteina clasificada como metaloproteasa de zinc (Zn>"), la cual se sintetiza como un
polipéptido de cadena sencilla de 150 kDa de peso molecular (Calvo y col. 2012; Surana y col.
2017) y es modificado de manera post-traduccional por proteasas propias de la bacteria para
producir dos cadenas unidas por puentes disulfuro; la cadena pesada (CH) de 100 kDa y la
cadena ligera (CL) de 50 kDa, las dos cadenas se pueden subdividir en tres dominios diferentes
tanto estructural como funcional, cada uno con aproximadamente 50 kDa, el dominio de unién
neuroespecifica, dominio de traslocacion de membrana y el dominio catalitico (Calvo y col.
2012; Toivonen y col. 2010; Turton y col. 2002).

La CL situada en el extremo N-terminal, contiene el dominio catalitico de la toxina,
actta en el citosol y tiene una actividad neurotoxica, ejerciendo una actividad de metaloproteasa
de zinc contra la proteina integral VAMP/sinaptobrevina o proteina de membrana asociada a
vesiculas sindpticas o sinaptobrevina (requerida para la liberacién de neurotransmisores)
(Poulain 1994; Toivonen y col. 2010). La escision proteolitica de VAMP/sinaptobrevina en las
sinapsis de las interneuronas inhibitorias evita la liberacion de GABA y glicina en la hendidura
sindptica y produce excitacion sostenida de la neurona motora causando espasmos tetanicos
(Pellizari y col. 1999; Toivonen y col. 2010).

La CP situada en el extremo C-terminal, esta formado por dos fragmentos funcionales
no téxicos de 50 kDa cada uno, Hx y He, el dominio de translocacion de la membrana (extremo
amino-terminal o N-terminal (HN)), que forma canales i6nicos en la membrana celular y permite
el paso de la CL hacia el lumen celular y el extremo carboxilo-terminal o C-terminal (Hc)
(denominado XT1) es el dominio no toxico y es el responsable de la unidn especifica a las
membranas neuronales (unié a gangliosido C) y su posterior internalizacion de la toxina en la
célula diana. Este fragmento carece de la toxicidad de toda la toxina y posee la capacidad de

unirse a las neuronas terminales, asi como de atacar especificamente las neuronas motoras.
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(Figura 1y 2) (Calvo y col. 2012; Candalija 2015; Poulain 1994; Pellizan y col. 1999; Toivonen
y col. 2010).

Puente 1= y. CcP
disulfuro - 3 CL
o B HN §--§
\ s
COOH N
NP 4 P Dominio de unign ~ Dominio de Uominio
Dominio‘—) 11 traslocacion catalitico
catalitico @5
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de unién Unién Actividad de
neurcespecifica metaloproteasa de
Zn®*
Dominio
de traslocacion
Fig.2) Esquema de la estructura tridimensional Fig. 3) Esquema de la estructura proteica de la toxina
de la toxina tetanica, esquematizado en colores tetanica (Tomado y modificado de Calvo y col. 2012).

los dominios proteicos. (Tomado y modificado de

Calvo y col. 2012).
2.4 Mecanismo de accion

El XT1 se une a la membrana presinaptica de la union neuromuscular (ganglidsidos de la
superficie celular), dependiente de clatrina y trafico intracelular dentro de vesiculas endociticas
e interrumpe la liberacion de neurotransmisores como GABA y glicina, al escindir las proteinas
involucradas en la fusion especifica de la membrana vesicular, se internaliza y se transporta
retroaxonalmente a la médula espinal (Pellizzari y col. 199; Popoff y col. 2001). Hallazgos
recientes mostraron que tanto la unidon como la internalizacion estdn mediadas por la CP,
mientras que el bloqueo intracelular de la liberacion de neurotransmisores involucra solo la CL
(Poulain 1994; Surana y col. 2017).

La supervivencia neuronal depende de la exposicion constante a neurotrofinas (NT) o
factores de crecimiento, los cuales son polipéptidos que controlan la generacion, supervivencia,
diferenciacion, regeneracion y apoptosis de las neuronas en el sistema nervioso central y
periférico (Pan y col. 2009; Toivonen y col. 2010) mediante la unién a dos tipos de receptores
de superficie celular: tirosinas cinasas (Trk) y el receptor de neurotrofina p75N™® (Toivonen y
col. 2010).

Se ha demostrado que el XT1 y algunos factores de crecimiento, por ejemplo, el factor

de crecimiento neuronal (NGF) y el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
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desencadenan las mismas vias de transduccion de senales. La via del BDNF requiere la
activacion de MAPK (proteinas cinasas activadas por mitdogenos), que conducen a un
incremento del CREB vy, finalmente, de la transcripcion de Bel-2. Una segunda via envuelve
la activacion de la adenilciclasa y la PKA (proteina quinasa A), por mediacion de receptores
ligados con proteinas G, que conduce a la activacion de CREB, y el subsecuente aumento en
la expresion del BDNF (Moreno-Galarza y col. 2018).

El XT1 y el NGF comparten los mismos organulos de transporte retrogrados dentro
de las neuronas motoras, en compartimentos que incluyen neurotrofinas y sus receptores, 1o
que sugiere que el receptor de neurotrofina p75™N™® es el primer marcador de membrana de la
via endocitica retrograda utilizada por XT1, sirviendo como una sefial "natural" para potenciar
la focalizacion de los factores que se espera mejoren la viabilidad neuronal al inducir sefiales
de supervivencia y contrarrestar la muerte celular (Toivonen y col. 2010). Se ha evidenciado
que el XT1 ingresa a las neuronas motoras junto con los receptores de neurotrofina TrkB y
p75NTR (Calvo y col. 2012; Toivonen y col. 2010). Recientemente se ha demostrado que XT1
puede albergar propiedades terapéuticas (Moreno-Galarza y col. 2018; Toivonen y col. 2010).

2.5 Propiedades neuroprotectoras del péptido XTI

Las propiedades neuroprotectoras del fragmento XT1 parecen depender de la sefalizacion a
través de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y la proteina quinasa B (también llamada Akt).
Induce la fosforilacion del receptor de tirosina cinasa, el factor neuronal derivado del cerebro
(BDNF), la activacion de la via Akt. El XT1 recombinante de la toxina tetanica, carece de la
toxicidad de toda la toxina, posee la capacidad de unirse a las neuronas terminales y de ser
transportado retroaxonalmente, asi como también, la neuroproteccion por factores neurotréficos
deriva de su potencial para inducir estas vias a través de sus receptores Trk (Moreno-Galarza y
col. 2018; Toivonen y col. 2010).

De igual manera, se ha demostrado que el XTI, refuerza las células neuronales y las
protege de agresiones externas, asi como de promover la supervivencia de las neuronas motoras

en cultivos e in vivo después de la seccion del nervio (Pan y col. 2009; Toivonen y col. 2010).
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Es decir, tiene un efecto neuroprotector que evita la muerte de las neuronas cuando se les somete
a situaciones agresivas.

El BDNF vy la neurotrofina 4 (NT-4) se regulan positivamente en el musculo diana
después de una lesion nerviosa. Por el contrario, los mismos factores neurotroficos se regulan a
la baja después de una lesion muscular para permitir la regeneracion de la union neuromuscular
(Pan y col. 2009).

Por este motivo, se ha evidenciado que el XT1 puede ser mas eficaz que las
neurotrofinas. Aunque el mecanismo detallado sobre como el XT1 activa al receptor Trk atin
no se ha dilucidado, es probable que tenga similitudes con los factores de crecimiento y es
concebible que la activacion de Akt y MAPK/ERK por XT1 mejore su endocitosis por las

neuronas (Toivonen y col. 2010).
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3. JUSTIFICACION

El parto representa uno de los principales factores de riesgos para el desarrollo de incontinencia
urinaria de esfuerzo debido a la distencion de fibras musculares representando un problema a
nivel mundial que afecta la calidad de vida de un gran nimero de mujeres, siendo una piedra
angular de estos trastornos pélvicos, conocerlo ayudaria a la calidad de vida de este suelo
pélvico. Es por ello, que en este trabajo pretendemos evaluar el efecto del XT1, usando como

sujeto experimental a la rata hembra.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cudl es el efecto del péptido XT1 sobre el dafio bioquimico en el musculo iliococcigeo y

pubococcigeo de ratas primiparas dentro de los primeros 3 dias posparto?

5. HIPOTESIS

El efecto del péptido XT1 reduce el daiio en el musculo iliococcigeo, pero no en el pubococcigeo

dentro de los primeros 3 dias postparto.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Determinar el efecto del péptido XT1 sobre el dafo de los musculo iliococcigeo y pubococcigeo

obtenidos el dia 3 postparto en la rata primipara

6.2 Objetivos especificos

En ratas primiparas, administradas o no con XT1, y sacrificadas el dia 3 postparto:
1. Cuantificar los niveles de glucosa sérica
2. Evaluar la expresion relativa y distribucion del transportador de glucosa 4 (GLUT4) en
los musculos iliococcigeo y pubococcigeo.
3. Analizar el contenido de glucdgeno en los miisculos iliococcigeo y pubococcigeo.

4. Evaluar la actividad de la beta-glucoronidasa.
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7. METODOLOGIA

7.1 Animales

Se utilizaron 18 ratas de la cepa Wistar de 3 meses de edad alojadas en cajas de polipropileno
(37x27x16 cm) y mantenidas en condiciones invertidas de luz obscuridad (L:D 12:12,
encendido de luces a las 20.00 h), con acceso libre de agua y alimento. El uso y manejo de estos
animales para experimentacion descritos en este protocolo fueron aprobados por el
Comité de Bioética del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta (UATX), en apego a los
lineamientos para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio del Instituto de

Investigaciones Biomédicas (UNAM).

7.2 Grupos experimentales

Las ratas primiparas (P) tuvieron su primera copula (dia 0 de gestacion) a los 3 meses de
edad con machos sexualmente expertos de la colonia. Las ratas nuliparas (Null, n=6)
fueron sacrificadas (en el ciclo estral de proestro) aproximadamente a los 4 meses de edad
para que coincida con la de las primiparas. Las ratas primiparas fueron sacrificadas el dia
3 postparto (grupo P3, n=12). Las ratas del grupo P3 (n=6, c/u) recibieron una tnica dosis
(i.p.) de XT1 (P3+XTT1) diluido en solucién salina (0.9% NacCl, SS) y la otra mitad (n=6, c/u)
solo el vehiculo de administracion (P3+SS). Las ratas de los grupos experimentales fueron
sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital sddico (120 mg/kg de peso, i.p.) y las crias
mediante decapitacion. El dia del sacrificio registramos el peso corporal y el peso
huimedo del tutero. Se realizo la diseccion de los musculos pubococcigeo e iliococcigeo.
Posterior a su extraccion, cada musculo izquierdo se congel6 inmediatamente y fue

almacenado a -80° C hasta su procesamiento.

7.3 Cuantificacion de glucosa y glucdgeno:

Se obtuvo sangre por puncion cardiaca, se centrifugé a 10000 rpm durante 15 minutos,
se obtuvo el plasma y se congelo y almaceno a -80°C hasta su cuantificacion. El protocolo
para cuantificacion de glucogeno fue adaptado del método usado en publicaciones previas

de otros autores (Passonneu 1974; Zhang 2012). Se utiliz6 una porcion de musculo
congelado y se hidroliz6 usando &cido clorhidrico (HCl) 2N y como control hidréxido de 6

sodio (NaOH) 2N, se agreg6 el tejido y se homogenizd, se calentd en bafio maria hirviendo

durante una hora y se



agitd cada 10 minutos, se centrifugo a 10000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante que contenia
el producto de la hidrolisis se midi6é usando un método enzimatico colorimétrico para medir la
glucosa usando un kit comercial (Stanbio Laboratory). Para ambos protocolos el peso de la
porcién de musculo fue registrado. El contenido de glucdgeno muscular se calculé como la
diferencia entre las cadenas de glucdgeno y la glucosa libre y se expres6 como milimoles de
unidades de glucosilo por gramo de peso muscular himedo. Para el célculo de la cantidad de

glucogeno se utilizé la formula citada por Zhang 2012.

Absorbancia (muestra) / Absorbancia (estandar) X Concentracidon del estandar X Volumen (estandar)
X
Volumen total/ Volumen (muestra)/ Peso de la muestra X 1000

La cuantificacion de glucosa se realizo usando un kit comercial (Licon) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se midié usando un espectrofotometro a una absorbancia de

492nm.

7.4 Actividad de la B-glucoronidasa:

Aproximadamente ~100 mg de cada musculo se rompieron usando un homogeneizador
electronico (TissueTearor, BioSpec Products, Inc.) en tampon de lisis (Tris-HCI1 20 mM pH 7.4,
glicina 100 mM, NaCl 100 mM, Triton X-100 al 0.1%, 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo,
DL-ditiotreitol 1 mM) afadido a un coctel inhibidor de proteasa (Sigma-Aldrich, México). Los
homogeneizados se centrifugaron a 19900 xg durante 30 min a 4°C en una centrifuga
refrigerada (Legend Micro 21 R, Thermo Scientific). Se recogio el sobrenadante y se midio la
concentracion de proteina utilizando el método de Bradford. Brevemente, a cada sobrenadante
se mezcld con tampoén de acetato 100 mM, pH 4.2 y se incubd durante 5 min a 37 ° C.
Posteriormente, se agregd p-nitrofenil-p-D-glucurénido (Sigma - Aldrich, México) 5 mM como
sustrato enzimatico y se incub6 durante 18 horas a 37 © C. La reaccion enzimatica se detuvo
con tampon de glicina 100 mM frio, pH 10. Los tubos se centrifugaron a 5200 xg durante 10
min a 4°C. Los sobrenadantes se utilizaron para medir la actividad de la B-glucuronidasa
mediante espectrofotometria con un dispositivo digital (Novaspec II, espectrofotometro

visible). El p-nitrofenol (4-nitrofenol, Sigma—Aldrich) se consideré como el producto final de
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la reaccion enzimatica y se usé para construir una curva estandar. Las muestras y los estandares
se midieron a 420 nm por duplicado. Las mediciones se expresaron como mmol de p-nitrofenol

- h - kg de proteina total.

7.5 Expresion de transportadores de glucosa 4 (GLUT4):

El tejido fue homogenado con un homogenizador electronico en buffer de lisis (0.02M tris HCI
pH 7.4, 0.Im NaCl, 0.IM glicina y Tx 0.1%) adicionado con un coéctel de inhibidores de
proteasas (Sigma), ImM PMSF y 1 mM ditiotreitol. Los homogenados obtenidos fueron
centrifugados durante 30 min a 15000g a 4°C. Se recupero el sobrenadante y se determiné la
concentracion de proteinas mediante el método de Bradford. La separacion electroforética de
las proteinas se realiz6 utilizando geles de poliacrilamida y dodecil-sulfato de sodio (SDS-
PAGE) de acuerdo con el método de Laemmli (1970). Las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa usando el sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad). Las membranas
se incubaron con una solucion de 5% de leche descremada y 0.1% tween-20 en TBS (Tris-HCl
pH 7.4, NaCl 150 mM) por 60 min a temperatura ambiente, para evitar uniones inespecificas
de los anticuerpos. Las membranas se incubarén durante 16-18 h a 4°C, con el anticuerpo
primario (GLUT4 antibody cat. Santa Cruz Biotechnology) diluidos 1:250 en leche descremada
al 1% y 0.1% tween-20 en TBS. Después fueron incubadas con el anticuerpo secundario (anti-
mouse acoplados a peroxidasa, Santa Cruz Biotechnology) diluido en 1% de leche descremada
y 0.1% Tween 20 en TBS, durante 2 h a temperatura ambiente. Las bandas inmunorreactivas se
revelaron utilizando un kit de quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico,Pierce) y la
exposicion de placas radiograficas a las membranas. Se midié6 mediante densitometria con el

programa Imagel. Los resultados obtenidos fueron expresados en unidades arbitrarias.
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7.6 Analisis de resultados:

Los datos representan el promedio + error estaindar del promedio (EE), a menos que se indique
otra cosa. Para el andlisis de los resultados obtenidos se utiliz6 un andlisis de varianza de una
via para muestras independientes. Para identificar las diferencias entre grupos se aplicé una
prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples. En cualquier caso, se considerd una
P<0.05 como estadisticamente significativa. En todos los casos se uso el programa de andlisis

estadistico Prism 6 para Windows (GraphPad).
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8. RESULTADOS

El andlisis de la masa corporal al dia del sacrificio mostré un incremento significativo en el
grupo P3+SS (283.0+£7.50 g) y P3+XT1 (282.2+2.328 g) con respecto al grupo Null
(236.0+5.88 g) (F2,15=22.51, P<0.0001).
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Figura 6. Masa corporal de los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de ratas primiparas sacrificadas el dia
3 posparto administradas con solucién salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1). Los datos muestran la media +
E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via) para identificar las diferencias entre

grupos se utilizo una prueba post-hoc de Tukey.
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Los niveles séricos de glucosa no difirieron significativamente entre el grupo Null (144.5+6.27

mg/dL), P3+SS (142.7+6.30 mg/dL) y P3+XT1 (161.3+13.58 mg/dL) (F2,15=1.196, P<0.3297).
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Figura 7. Glucosa sérica de los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de ratas primiparas sacrificadas el
dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1). Los datos muestran la
media = E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via), para identificar las

diferencias entre grupos se utiliz6 una prueba post-hoc de Tukey.

21



El peso hiimedo del mlc indica un incremento al comparar el grupo P3+SS (0.0616+0.011 g) y
una disminucion en el grupo P3+XT1 (0.0366+0.004 g) con respecto al grupo Null
(0.029+0.004 g) (F(2, 15=4.749, P<0.05,). Mientras que en el mPc no se encontraron diferencias

significativas entre el grupo Null (0.01158+0.004 g), P3+SS (0.1275+£0.011 g) y P3+XT1
(0.1208+ .009 g) (F-0.4178, P<0.6659).
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Figura 8. Peso humedo del mlc y mPc de los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de ratas primiparas
sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1). Los datos
muestran la media + E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via) para identificar

las diferencias entre grupos se utilizo6 una prueba post-hoc de Tukey.
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En el peso muscular normalizado del mlc no se encontraron diferencias significativas entre el
grupo Null (12.38+2.150 mg/100g), P3+SS (21.99+4.386 mg/100g) y P3+XT1 (13.03+1.722
mg/100g) (F=1.150, P=0.3431), asi como en el mPc del grupo Null (49.20£2.211 mg/100g),
P3+SS (44.91+£3.612 mg/100g) y P3+XT1 (42.73+£3.22 mg100g), (F=3.229, P=0.0682).
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Figura 9. Peso muscular normalizado del mlc y mPc de los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de ratas
primiparas sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1).
Los datos muestran la media = E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via) para

identificar las diferencias entre grupos se utilizo una prueba post-hoc de Tukey.
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El ancho del mlc del grupo Null (3.120£0.145 mm), P3+SS (3.1334+0.155 mm) y P3+XT1
(3.057 £0.186 mm) (F=0.06268, P=0.9395) y largo del grupo Null (13.02+0.348 mm), P3+SS
(12.80+£0.297 mm) y P3+XT1 (12.91+0.204 mm) no se encontraron diferencias significativas
(F=0.1378, P=0.8724).
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Figura 10. Ancho y largo del mlc de los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de ratas primiparas
sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1). Los datos
muestran la media+ E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via), para identificar

las diferencias entre grupos se utilizo una prueba post-hoc de Tukey.
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Respecto a la medicion del ancho del grupo Null (4.144+0.1980 mm), P3+SS (4.389+0.1246
mm) y P3+XT1 (4.374+0.090 mm) (F=0.8978, P=0.4283) y el largo del grupo Null
(17.73£0.589 mm), P3+SS (17.99+0.3315 mm) y P3+XT1(17.77+0.517 mm) en el mPc no se
observaron diferencias significativas (F=0.08377, P=0.9201).
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Figura 11. Ancho y largo del mPc de los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de ratas primiparas
sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1). Los datos
muestran la media + E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via) para identificar

las diferencias entre grupos se utilizd una prueba post-hoc de Tukey.
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La concentracion de glucdgeno en el mlc del grupo Null (2.7434+0.86 mmoles), P3+SS
(2.42240.66 mmoles) y P3+XT1 (2.615+0.78 mmoles) (F=0.04087, P=0.9601) y del mPc del
grupo Null (0.9367+0.14 mmoles), P3+SS (1.101£0.085 mmoles) y P3+XT1(0.6010+0.23

mmoles) no se observaron diferencias significativas. (F=2.242, P=0.1453)
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Figura 12. Concentracion de glucogeno en el mlc y el mPc de los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de
ratas primiparas sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1
(P3+XTT1). Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via), para identificar las diferencias

entre grupos se utilizé una prueba post-hoc de Tukey.
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El peso himedo del musculo séleo indicd un incremento significativo al comparar el grupo
P3+XT1(0.1183%0.0047g) con el grupo Null (0.100+0.0044g), no observando diferencias en
el grupo P3+SS (0.1117+0.0040g) (F(2,15=4.387, P=0.05). En cuanto al peso normalizado no
se encontraron diferencias significativas entre los grupos Null (41.27+£0.52 mg/100g), P3+SS
(38.96+1.40 mg/100g) y P3+XT1 (41.32+1.69 mg/100g), (F=1.062, P=0.3705).
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Figura 13. Peso humedo y peso normalizado de los grupos de ratas Nuliparas (Null), y de ratas
primiparas sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1).
Los datos muestran la media + E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via) para

identificar las diferencias entre grupos se utilizé una prueba post-hoc de Tukey.
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El ancho del musculo soleo entre los grupos Null (5.240+0.085 mm), P3+SS (5.377+0.201
mm) y P3+XTI1 (5.635+0.065 mm) (F=2.314, P=0.1331) y el largo de los grupos Null
(23.4240.599 mm), P3+SS (22.88+0.878 mm) y P3+XT1 (22.00+0.131 mm) no mostraron
diferencias significativas (F=1.347, P=0.2898).
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Figura 14. Ancho y largo del musculo so6leo entre los grupos de ratas nuliparas (Null) y de ratas
primiparas sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1).
Los datos muestran la media + E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via) para

identificar las diferencias entre grupos se utilizé una prueba post-hoc de Tukey.
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En el peso himedo del musculo EDL se encontr6 un incremento de peso en el grupo P3+XT1
(0.1217+0.0047 g) comparado con el grupo Null (0.1017+0.0047 g) mientras que en el grupo
P3+SS no existieron diferencias (0.1067+0.0055 g) (F2,15=4.239, P<0.05). Por el contrario, no
se encontraron diferencias significativas en el peso normalizado de los grupos Null

(41.85+2.258 ) P3+SS (36.51+1.308 g) y P3+XT1 (41.71£2.073 g) (F=2.505, P=0.1152).
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Figura 15. Peso humedo y peso normalizado del musculo EDL entre los grupos de ratas Nuliparas
(Null) y de ratas primiparas sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y
XT1 (P3+XT1). Los datos muestran la media = E.E. Los datos fueron analizados mediante una

ANOVA (una via) para identificar las diferencias entre grupos se utiliz6 una prueba post-hoc de Tukey.
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El ancho de los grupos Null (4.003+0.243 mm) P3+SS (4.116+0.2615 mm) y P3+XTI
(3.97440.1405 mm) (F=0.1063, P=0.8999) y el largo de los grupos Null (27.01+£0.477 mm) y
P3+SS (28.25+0.785 mm) y P3+XT1 (29.05+£0.605 mm) de los musculos EDL no se
encontraron diferencias (F=2.530, P=0.1153).

EDL EDL

(=2}
']
w
N
]

o0 n A

=

i
N
i
°
=

i

N
]
(]
]

Ancho Muasculos EDL (mm)
)
-
Largo Masculos EDL (mm)
—
=)
Il

o
L
o
L

1 T T T
Null P3+SS  P3+XT1 Null P3+SS  P3+4XT1

Figura 16. Ancho y largo del musculo EDL entre los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de ratas
primiparas sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1).
Los datos muestran la media + E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via) para

identificar las diferencias entre grupos se utiliz6 una prueba post-hoc de Tukey.
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El peso normalizado de los ovarios de los grupos Null (29.2442.537 mg/100g), P3+SS
(35.5942.53 mg/100g) y P3+XT1 (28.19+£3.937 mg/100g) no se encontraron diferencias
(F=1.694, P=0.2171).
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Figura 17. Peso normalizado de los ovarios entre los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de ratas
primiparas sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1 (P3+XT1).
Los datos muestran la media = E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA (una via) para

identificar las diferencias entre grupos se utiliz6 una prueba post-hoc de Tukey.
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En la figura 18 se observa un incremento de peso himedo del uUtero en el grupo P3+SS
(1.018+0.105 g) y P3+XT1 (1.080+0.060) con respecto al grupo Null (0.570+0.052 g)
(F2,15=13.25, P<0.001). De igual manera, se observa un incremento en el peso normalizado del
grupo P3+SS (0.3622+0.041 mg/100g) y P3+XT1 (0.3825+0.020 mg/100g) con respecto al
grupo Null (0.2408+0.20 mg/100g) (F(2,15=6.6984, P<0.001).
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Figura 18. Peso humedo y peso normalizado del utero entre los grupos de ratas Nuliparas (Null) y de
ratas primiparas sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y XT1
(P3+XT1). Los datos muestran la media + E.E. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA

(una via) para identificar las diferencias entre grupos se utilizé una prueba post-hoc de Tukey.
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La actividad de la B-glucoronidasa del mlc de los grupos Null (2.840+0.49.36 m/M) P3+SS
(4.4304£0.78 mm) y P3+XT1 (4.090+0.652 mm) (F=1.64, P=0.2271) y del mPc de los grupos
Null (12.30+1.69 m/M) y P3+SS (6.176+1.108 m/M) y P3+XT1 (11.13£2.63 m/M) no se

encontraron diferencias significativas. (F=2.88, P=0.0869)

=10 mlc T 25- mPc

c =

8 g R
g S 8 " s 2 20

T o 3 ]
£3 ! 5515 ’ '
sS& 7 £

SE L TIi— 8E |
22 4 % £ 104 an |
ag at +r @3
38 3 o |
3¢ 27 A TG 5 A
25 2 E at
T E g¢
< & 0- a (-

z g

E E

Null  P3+SS  P3+XT1 Null  P3+SS  P3+XT1

Figura 19. Actividad de la beta-glucoronidasa en el mlc y el mPc entre los grupos de ratas Nuliparas
(Null) y de ratas primiparas sacrificadas el dia 3 posparto administradas con solucion salina (P3+SS) y
XT1 (P3+XTI1). Los datos muestran la media + E.E. Los datos fueron analizados mediante una
ANOVA (una via) para identificar las diferencias entre grupos se utiliz6 una prueba post-hoc de Tukey

Kram.
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9. DISCUSION

Nuestros resultados muestran un incremento en el peso corporal de los grupos primiparas
(P3+SS y P3+XT1), posiblemente debido a una alta ingesta de alimentos durante la gestacion
y al nimero de crias, asi como diferencias significativas en el peso huimedo del mlc, de igual
manera, existieron diferencias significativas en musculos de las extremidades (s6leo y EDL)
de las ratas primiparas tratadas con XT1 y sacrificadas en el dia 3 postparto. Ademas,
existieron diferencias en el peso himedo y el peso normalizado del utero, esto nos podria dar
una idea sobre el estado hormonal en el que se encontraban dichas ratas. La baja especificidad
y eficacia de los anticuerpos para evaluar la expresion de GLUT4 dificultaron la conclusion
de estos experimentos. En conjunto estos hallazgos sugieren que en el postparto temprano no
hay signos de dafio muscular consolidado que puedan interferirse o mejorarse con el

tratamiento de XT1.

En contraste, no se encontraron diferencias significativas en el peso normalizado del mlc y
del mPc, de los grupos experimentales (Null, P3+SS y P3+XT1), lo cual nos puede decir que
no existe alguna variabilidad en el peso de cada rata experimental (Hurt y col. 2011), lo
mismo ocurrid en el peso normalizado de los musculos de las extremidades (S6leo y EDL)

donde no se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

De igual manera, no existieron diferencias significativas en el ancho y largo de los MPP esto
nos podria decir que en el postparto temprano a un no se evidencia la consolidacion de dafo
en estos MPP. Se ha informado en experimentos con animales que durante el parto se
evidencia una distension vaginal que simula el coronamiento, exhibiendo una elongacién o
estiramiento de los sarcémeros y una alteracion miofibrilar en los MPP, debido a la lesion
mecanica y disfuncion muscular durante el parto, mientras que no se informaron cambios en
los musculos periféricos o de las extremidades (Catanzarite y col. 2018), nuestros resultados

tampoco mostraron diferencias en los musculos de las extremidades.
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Los datos con respecto a la actividad de la B-glucoronidasa, un marcador indirecto de dafo
muscular de manera general (Lopez-Garcia y col. 2014), no evidenciaron diferencias
significativas en los MPP de las ratas primiparas sacrificadas en el dia 3 dia postparto, lo cual
nos podria indicar que en el postparto temprano aun no existe una consolidacion de dafio.
Otros indicadores de dafio muscular que pudieran condicionar el curso de la lesion seria el
empleo de un marcador de estrés oxidativo, indicadores histopatologicos, incluyendo la tasa
de macrofagos, o la cuantificacion de malondialdehido (Panci y col. 2021), por el contrario,
experimentos previos del grupo de trabajo, evidencian que a los 21 dias postparto, la
actividad de la B-glucoronidasa muestra dafio en el mlc, mientras que en el mPc no se

observaron diferencias significativas (Rodriguez-Jaimes en proceso).

El control del metabolismo del glucogeno se produce mediante la fosforilacion y
desfosforilacion tanto de la glucdgeno fosforilasa como de la glucogeno sintasa catalizada
por diversas proteina quinasas y proteina fosfatasas. El efecto de la glucosa es activar el
sistema de proteina fosfatasa; esto ocurre por la union directa de la glucosa a la glucogeno
fosforilasa. (Derave y cols 1999; Hers 1990). Respecto a la concentracion de glucogeno
muscular no se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales, de
igual manera, los niveles séricos de glucosa no variaron significativamente entre los grupos.
Algunos estudios han demostrado que una mayor expresion de GLUT4 se asocia con un
mayor contenido de glucdgeno en los musculos y un equilibrio de la glucosa sérica (Carrasco-

Ruiz y col 2018: Kahn y col. 1998).

Seria relevante evaluar el estado hormonal de las ratas primiparas sacrificadas en el dia 3
posparto, debido a que el peso humedo del utero evidencio diferencias significativas. El Gtero
responde a la influencia hormonal ovdrica diferenciandose en un estado de receptividad
uterina de aceptacion e implantacion de blastocistos. Algunos experimentos han evidenciado
que en ratas ovariectomizadas existe una disminucién de estradiol y un incremento del peso
normalizado del ttero (Carrasco-Ruiz y col. 2018; Groothuis y col. 2007; Ma y col. 2003).
De igual manera, durante el embarazo, existe una distension uterina progresiva debido al
crecimiento fetal, el ttero se adapta a esta distension con un incremento de la hipertrofia

celular que contribuye a un aumento del peso uterino. Por ejemplo, antes del embarazo el
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utero humano pesa aproximadamente de 40 a 70 gr con un volumen de 10 ml mientras que
en el parto el utero pesa alrededor de 1100 a 1200 gr y puede tener un volumen promedio de
5 litros (MacPhee y col. 2017) sin en cambio, el peso normalizado del ovario no se

evidenciaron diferencias.

De igual manera, el presente estudio puede aportar conocimiento sobre el curso de dafio en
el posparto temprano en los MPP y la proteccidon que confiere la aplicacion de una dosis de
XTI en el dia del parto, sugiriendo como una estrategia clinica de prevencion farmacoldgica

en la IUE.

Las limitaciones de nuestro estudio incluyen que las ratas experimentales no se encontraban
en ayunas antes de que se extirparan los MPP y los musculos de las extremidades y que no
hubo una mediciéon de los niveles séricos de insulina, asi como la conclusion de los
experimentos para la evaluacion de la expresion del transportador de glucosa 4, debido a
limitaciones por el COVID-19. Estas circunstancias, ayudarian a comprender el metabolismo
de la glucosa, glucdgeno y la expresion del transportador de glucosa 4. Sin embargo, nuestros
datos apoyan la propuesta que en el postparto temprano en ratas primiparas administradas

con XT1 el dafio muscular no se consolida de manera temprana en los MPP.
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10. CONCLUSIONES

e La masa corporal de ratas nuliparas en el dia tercer dia postparto es menor que la de ratas
primiparas.

¢ El peso humedo del mlc incrementé en ratas primiparas en el dia 3 postparto, efecto que fue
revertido por la administracion de XT1. No se observaron diferencias significativos para el
mPc.

e La actividad beta-glucuronidasa del mlc y del mPc no cambi¢ significativamente entre los
grupos experimentales.

o El analisis de la expresion de GLUT4 requiere de mas experimentos para identificar la
respuesta en cada musculo.

e La administracion de una dosis Uinica de XT1, el dia del parto, podria ser efectiva para mitigar

el dafio en el musculo iliococcigeo en el postparto temprano.

11. PERSPECTIVAS

Seria interesante indagar sobre otros indicadores de dafio muscular, como la evaluacion del
estrés oxidativo y algunos indicadores histopatologicos, incluyendo la tasa de macrofagos, o
la cuantificacién de malondialdehido, asi como indicadores relacionados con alteraciones en
el metabolismo de glucosa, cuya modulacion en el postparto temprano pudieran condicionar
el curso de la lesiéon y donde el compuesto XT1 podria estar influyendo en el proceso de

regeneracion en los MPP.
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