UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAHGALA

UINIVERSIDAD AUTGROMA DE TLAXCALA UniverSidad Aut(’)noma de Tlaxcala

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Determinacion de la infiltracion de TNF-ay CD163
en los musculos pubococcigeo e iliococcigeo con
relacion al consumo de agua azucarada durante
la etapa gestacional y posnatal en la rata macho

TES SIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

P r e s e n t a

L.N. ADRIANA SANCHEZ RIVAS

Director

Dr. Jorge Rodriguez Antolin

Tlaxcala, Tlax. Septiembre, 2023




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAHGALA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA UniverSidad Aut()noma de Tlaxcala

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Determinacion de la infiltracion de TNF-a y CD163
en los musculos pubococcigeo e iliococcigeo con
relacion al consumo de agua azucarada durante
la etapa gestacional y posnatal en la rata macho

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

P r e s e n t a

L.N. ADRIANA SANCHEZ RIVAS

Directora

Dr. Jorge Rodriguez Antolin
Dra. Estela cuevas Romero
Dra. Laura Guadalupe Herndndez Aragdn

Tlaxcala, Tlax. Septiembre, 2023
1




Financiamiento

Este trabajo se realizo en el Centro Tlaxcala Biologia de la conducta en la Maestria en Ciencias
Bioldgicas mismo que esta registrado en el Patrén Nacional de Posgrados de Calidad (PNCP) y
fue financiado por CONAHCYT 1142891 ASR,



Toer=—=1 Universidad Auténoma de Tlaxcala Codigo: ¢ SO3RGE 76
m Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta (CTBC)
| " Maestria en Ciencias Bioldgicas 7 N
u Proceso: Posgrado CTBC Revision: 03
Registro: Carta Autorizacion de Impresion de Tesis
COORDINACION MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA
PRESENTE
Los abajo firmantes, miembros del jurado evaluador del proyecto de tesis que Adriana Sanchez
Rivas realiza para la obtencion del grado de Maestra en Ciencias Biologicas, expresamos que,
habiendo revisado la version final del documento de tesis, damos la aprobacién para que €sta sea
impresa y defendida en el examen correspondiente. El titulo que llevara es “Determinacion a la
expresion de receptores a macréfagos y TNF-Alfa en los musculos pubococcigeo e iliococcigeo
en relacion al consumo de agua azucarada durante la etapa prenatal y posnatal en la rata
macho”.
Sin otro particular, aprovechamos para enviarle un cordial saludo.
ATENTAMENTE
TLAXCALA, TLAX., A 11 DE SEPTIEMBRE DEL 2023
A@ ~
e e
DRA. ESTELACUEVAS ROMERO DR. JORGE beR UEZ ANTOLIN
¢/
DRAEETICIA NICOLAS TOLEDO DRA. LABRA GUADALUPE HERNANDEZ
ARAGON
A
DRA. SARET DAVILA SANTACRUZ
Documento exclusivo para uso de la dependencia responsable o autoridad correspondiente Pagina: ldel




CENTRO TLAXCALA DE BIOLOGIA DE LA CONDUCTA
Coordinacidn de la Divisidn de Ciencias Bioldgicas
Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado

COMITE ACADEMICO )
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Sirva este medio para describir el proceso de revision de la tesis realizada por La estudiante
Adriana Sanchez Rivas titulada “Determinacion de la infiltracion de TNF-a y CD163 en los musculos
pubococcigeo e iliococcigeo con relacién al consumo de agua azucarada durante la etapa gestacional y
posnatal en la rata macho” para optar por su grado de Maestra en Ciencias Bioldgicas.

El documento de la tesis de Adriana Sanchez Rivas fue revisado por mi como director de tesis
antes de presentarse en cada examen tutoral y, posteriormente a los exdmenes tutorales, los miembros
de su comité tutoral realizaron también sus respectivas observaciones. De manera que el documento,
Ilevd un proceso de revision por varios profesores expertos en el tema. ElI documento final de la tesis
fue procesado con el programa del turnitin marcando en su texto de tesis un bajo porcentaje de
similitudes (6%). Los textos detectados con similitud estan marcados en algunos pies de figuras,
dichas similitudes contienen las respectivas citas que indican de donde fue tomada la informacion, otras
similitudes fueron detectadas en la seccidn del Introduccién, Antecedentes, Metodologia, Resultados y
Discusion, correspondiendo a lenguaje comun, por lo que esta similitud no podria ser considerada
como plagio.

Por lo anterior, confirmo que la estudiante no incurrié en ninguna practica no deseable en la
escritura de la tesis.

Sin més por el momento, reciban atentos saludos.

Tlaxcala, Tlax., a 23 de noviembre del 2023

At

Dr. Jorge Rodriguez Antolin

Director de tesis

Sistema Institucional de Autogestion de la Calidad Certificado bajo la Norma:
ISO 9001:2015-NMX-CC-9001-IMNC-2015

SIAC

Km. 1.5 Carretera Tlaxcala/Puebla CP 90070 Tel 246 462 1557 e-mail: coord.general@ctbcuatx.edu.mx Tlaxcala, Tlax.



Z|l-_| turnltln Identificacion de reporte de similitud: 0id:21044:288987938

NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR

Tesis Adriana Sanchez

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
14067 Words 76376 Characters
RECUENTO DE PAGINAS TAMARO DEL ARCHIVO

61 Pages 26.6MB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Nov 23,2023 6:17 PM CST Nov 23,2023 6:18 PM CST

® 6% de similitud general
El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada base ¢

» 6% Base de datos de Internet » Base de datos de Crossref

® Excluir del Reporte de Similitud

» Base de datos de publicaciones » Base de datos de contenido publicado de Crossr
» Base de datos de trabajos entregados » Material citado
« Coincidencia baja (menos de 8 palabras)

Resumen



AGRADECIMIENTOS

Agradezco de manera particular al Posgrado del CTBC, UATX. Por darnos la oportunidad de
seguirnos preparando y aprendiendo, abriéndonos sus puertas en este camino de la ciencia, asi

como a los apoyos recibidos de la beca CONACYT.

De manera particular agradezco al Dr. Jorge Rodriguez Antolin, por su apoyo, guia,
comprension y confianza hacia mi y al proyecto de investigacion, asi como a las Dras. Estela
Cuevas Romero y Laura Hernandez Aragoéon, por su dedicacion, entrega, comprension y
determinacion en su ensefianza, muchas gracias. Su cimiento es invaluable. A la Dra. Rosalia

por su mentoria y ejemplo. Mi respeto y profunda admiracion a ustedes.

A los Docentes del centro, por su guia en cada paso.

A mis amig@s y compaifier@s de laboratorio, ya que, gracias a cada uno, los tiempos en el
mismo fueron mas llevaderos, asi como por su apoyo de compartir conocimiento a este mundo

nuevo de la investigacion. Los llevo en el corazon.

El principal agradecimiento es a Dios quien me ha guiado y me ha dado la fortaleza para seguir

adelante.

Gracias a la vida que cada dia me demuestra, que los suefios se hacen realidad. Y que el rumbo

por el que nos guia es mejor que el que nosotros planeamos.

A todos muchas gracias, atesoro a cada persona que conoci y tuve la dicha de coincidir en esta

aventura.



DEDICATORIA

Dedico esta tesis a mis amados padres Edith Rivas y Eleazar Sanchez por formarme con buenos
valores, sentimientos y habitos. Gracias por sostenerme en los momentos mas dificiles de mi
vida, por su comprension y apoyo para culminar esta meta. Por sus viajes interminables para
venir a verme y acompaiarme en las tempestades.

Gracias por su amor.

También se la dedico a mis herman(@s, Eleazar, Lupita y Maritza porque cada uno a su manera
ha sabido estar presente, entenderme, sostenerme en este transcurso, porque con ustedes tengo
los mejores recuerdos de mi infancia y gracias a su motivacion constante para que yo pueda
cumplir mis anhelos. A mis sobrinos Iker, Mateo y Kenji que, a pesar de su corta edad, sin
ustedes saberlo son el rayito de felicidad y motivacion de nunca rendirme, de ser persistente,
los amo con locura, gracias por quererme. A mis cuilad@s Lupita y Yoshi por su comprension

y ser la guia de mis herman@s.

A mi familia por su amor y estimulo constante. A todas las personas que sin saberlo me

apoyaron en la realizacion de este proyecto.

Nunca pierdas la fe, porque aquello por lo que has luchado lo vas a tener ...CR



Resumen.

La programacion fetal es un proceso de adaptacion del desarrollo debida a la interaccion de la
genética y factores exogenos. La malnutricion materna dada por una dieta hipercaldrica durante
la etapa fetal puede promover el desarrollo de enfermedades en la vida adulta. Se ha sugerido
que un exceso en el consumo de carbohidratos durante el periodo gestacional y postnatal
mantiene un estado de inflamacion crénico en diversos 6rganos y tejidos durante ambas etapas.
Sin embargo, se desconoce si tejidos como la musculatura pélvica son afectados al producirse
un estado inflamatorio, lo cual impactaria sobre las funciones reproductivas en la adultez.
Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que el consumo de agua azucarada durante la etapa pre
y postnatal disminuye la actividad electromiografia del musculo pubococcigeo durante la
activacion del reflejo uretrogenital. El objetivo de este trabajo se centré en determinar si el
consumo de agua azucarada aumenta la infiltracion de CD163 y TNF-a en los musculos
pubococcigeo e iliococcigeo en la etapa gestacional y postnatal en la rata macho. Para ello, se
utilizaron 6 ratas gestantes que consumieron agua simple y 6 que consumieron agua con azucar
al 5%. Posteriormente al destete fueron seleccionadas las crias machos de su descendencia y se
formaron 4 grupos experimentales, de acuerdo con el consumo de agua durante la gestacion y
postdestete: simple-simple (n=6); simple-azucar (n=6); azlicar-simple (n=6) y azucar- azlcar
(n=6). Transcurridas las 14 semanas de tratamiento, se extrajeron los musculos pubococcigeo e
iliococcigeo para identificar CD163 y TNF-o, mediante inmunohistoquimica. Los resultados
indican que el consumo de agua azucarada pre y postnatal (MA-CA) aumenta la presencia de
macrdofagos CD163, en ambos musculos y la expresion de TNF-a, probablemente relacionada
al incremento en tejido adiposo abdominal y pélvico, asi como a los cambios metabolicos que
sufren los musculos. Ello sugiere que el consumo cronico de agua azucarada durante una etapa

temprana del desarrollo activa la respuesta inflamatoria y antinflamatoria.
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial el importante vinculo sobre el estado de nutricion es dado por la alimentacion,
especificamente el estado de malnutricion anteriormente causaba problemas principalmente de
desnutricion, actualmente esto provoca una sobre nutricion vinculada por alimentos o bebidas
con exceso de calorias, pero bajas en nutrientes; como es el caso de las bebidas azucaradas
(Kereliuk y cols. 2017a). El embarazo es un periodo esencial para el desarrollo y la
funcionalidad del musculo esquelético, puesto que el nimero de fibras suele fijarse al nacer y
define la masa muscular adulta. Las alteraciones en cuanto a su morfologia y funcionalidad,
durante el periodo gestacional podrian dar lugar no solo a una alteracion de la masa muscular,
sino también a una disfunciéon metabolica sistémica. La programacion temprana del
metabolismo del musculo esquelético es relevante, ya que, en primer lugar; las adaptaciones
metabolicas regulan su funcionalidad, rendimiento y fuerza, en segundo lugar, el metabolismo
muscular actia como un regulador clave de la homeostasis corporal, debido a su flexibilidad
metabolica, es decir la capacidad de seleccionar el uso de sustrato y controlar la canalizacion
corporal, la sensibilidad hormonal y la homeostasis (Salto y cols. 2020). Por lo que un
desbalance energético en la etapa gestacional y posnatal puede traer efectos adversos.

El desarrollo del musculo esquelético fetal implica los procesos de miogénesis, adipogénesis y
fibrogénesis, derivadas de las células madre mesenquimales (MSC). Cambiar el desarrollo de
éstas, dara como resultado un desequilibrio provocando consecuencias como un aumento de la
grasa intramuscular y de tejido conectivo, asi como una reduccion del nimero de fibras y / o
diametros musculares, lo cual tiene efectos negativos duraderos en la funcion y las propiedades
de los musculos de la descendencia. La etapa fetal también estd asociada a la fibrogénesis en
donde los fibroblastos desarrollados durante este momento sintetizan el tejido conectivo que
forma el perimisio y el epimisio en el musculo esquelético fetal durante el final de la gestacion
(Du y cols. 2010). Las condiciones de salud en el curso de la edad adulta son el resultado de la
combinacion entre el genotipo y el fenotipo que comienza en el periodo prenatal. Este efecto se
conoce como "origenes fetales de la enfermedad adulta”, entre los resultados se han encontrado
modificaciones en la estructura y vias de sefializacion del musculo esquelético, el cual tiene

cualidades de ser metabolicamente flexible, es decir depende del estimulo que sea impuesto,



dara como resultado el tipo de sustrato que sea ocupado para la generacion de energia.

Las alteraciones del entorno intrauterino, como las causadas por la nutricion materna durante la
gestacion, pueden modificar el desarrollo prenatal teniendo consecuencias positivas o negativas
en la vida adulta, ya que son fases criticas para el desarrollo de la descendencia, donde puede
verse comprometida su homeostasis por las modificaciones en el tejido adiposo, donde un mayor
riesgo de sobre activacion del sistema inmunitario en la madre induce una inflamacion crénica
que se vincula con un desbalance energético en la etapa prenatal con riesgo a desarrollar
enfermedades metabolicas en la edad adulta, provocando alteraciones en diversos 6rganos y
tejidos blanco (Claycombe y cols. 2015). En particular el tejido muscular se asocia con cambios
en su funcionalidad y morfologia (Sanglard y cols. 2018). En nuestro grupo de trabajo hemos
mostrado que la dieta con modificacion del 5% de azlcar, induce a cambios en la activacion del
musculo pubococcigeo y su frecuencia durante el reflejo uretrogenital en las crias consumieron

azucar en la etapa pre y posnatal (Corona-Quintanilla y cols. 2021).

1.1 Musculos del piso pélvico y sistema
reproductor masculino

El sistema reproductor masculino estd formado por las estructuras internas: los testiculos, el
epididimo, los conductos deferentes y la prostata, y externas como: el escroto y el pene. Estas
estructuras estan bien vascularizadas y cuentan con diversas glandulas y conductos que
promueven la formacion, el almacenamiento y la eyaculacion de los espermatozoides (Mackern-

Oberti y cols .2013). En esta zona de la parte baja encontramos el diafragma pélvico.

Las partes terminales del sistema urinario corresponden a la uretra y la vejiga, mientras las partes
terminales del sistema digestivo corresponden al recto y el canal anal, los cuales se conectan en
la parte superior por el sistema abdominal e inferiormente por el piso pélvico. Este se debe ver
como una conexion, no de forma aislada. Alteraciones en estos tejidos, puede la continencia
urinaria y en los musculos superficiales problemas de ereccion y eyaculacion, ya que esto son

encargados de mantener una condicion tonica contante, asi como su contraccion (Pischedda y



cols. 2013; Rossetti 2016). El diafragma, pélvico se encuentra constituido por musculos
estriados de caracter voluntario que se asocian con funciones principales de contencion y
proteccion (Carrillo y Sanguineti 2013), la fascia endopélvica y los ligamentos que estan regidos

por un sistema nervioso (Jorge y Bustamante-Lopez 2022; Rossetti 2016).

Los musculos estriados del suelo pélvico en el ser humano forman un complejo funcional muy
importante, puesto que participan en procesos de miccion, sexual y defecacion (Dorey y cols.
2005). Asimismo, conforman estructuras con multiples funciones, abarcan la zona genito-
urinaria-anal, por lo que su participacion es necesaria para el desarrollo de las funciones
involucradas en esta area. Morfologicamente tanto en hombres como mujeres, forman el
diafragma pélvico (Jorge y Bustamante-Lopez 2022; Pischedda 2013). En humanos se sabe que
el piso pélvico es un complejo multicapa, estos se dividen en capa externa compuesta por el
bulboesponjoso, isquiocavernoso, transverso superficial, perineal superficial y el esfinter anal
externo, la segunda capa que recubre el diafragma pélvico, que cubre la cavidad pélvica desde
la parte anterior hasta el posterior musculo puborrectal, isquiococcigeo, pubococcigeo e
iliococcigeo denominados por su ubicacion musculos elevadores del ano formando una
“hamaca” de contencion eléstica, donde la disfuncidon o alteracion de alguno de estos esta
relacionado con diversas patologias (Jorge y Bustamante-Lopez 2022; Rotman y cols. 2020;
Suriyut y cols. 2020). landmark ubica a los musculos de la siguiente manera entre el iliococcigeo

detras y el musculo pubococcigeo en el frente (Courtney 1950).

Las cavidades abdominales y pélvicas se separan por medio del diafragma, anteriormente por
los musculos abdominales y el hueso pélvico, posteriormente por la columna y hacia abajo por
el piso pélvico. Los musculos estriados cierran la cavidad pélvica por medio del cual los 6rganos
pélvicos pasan o donde ellos se abren. La parte anterior (ventral) se encuentra el hiato genital y
en la parte posterior (dorsal) se encuentra el hiato anal. Cada una de estas estructuras esta
rodeada por musculos o por tejido fibroso. El espacio entre los dérganos pélvicos y la pared del
hueso de la pelvis, compuesto de tejido conectivo, el que a su vez esta vascularizado por vasos
sanguineos, nerviosos, linfaticos y tejido adiposo. La inervacion del piso pélvico estd regida por
el sistema nervioso central, es importante para diferentes partes que lo conforman

individualmente y su funcidén en conjunto realiza el mantenimiento del equilibrio en un
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organismo (Figura 1)(Poortmans y cols. 1998).

M. Bulboespanjoso

M. Bulhoesponjoso

M. Elevador del ano M. iococcigeo

M. Coccigeo

M. Pubacoccigeo
M. Puboractal

Figura 1. Ubicaciéon del miisculo pubococcigeo e ilicoccigeo en la rata macho. A) posicion dectibito dorsal B)

lateral, modificada de Poortmans y cols. 1998.

MUSCULO PUBOCOCCIGEO

El musculo pubococcigeo inicia en la superficie interna de la rama pubica superior y esta
insertado dentro de la parte baja sacral y la vértebra coccigea, con una forma triangular. Las
fibras musculares presentan una morfologia transversal poliédrica u ovalada con nucleos
periféricos, constituida por una composicion mixta, con un 33% de fibras de tipo II parte
anterior, relacionada con la uretra, y un 24% de fibras de tipo II en su parte posterior anorrectal,
surgiendo de la parte interna del pubis y de la cara anterior de la fascia obturadora (Poortmans
y cols. 1998; Rossetti 2016). Se origina en la cara interna del hueso pélvico a nivel del acetabulo
e insertado en la vértebra caudal 3 y 4, sus fibras estan unidas en parte a la porcion ventrolateral
del complejo muscular de la uretra externa y esta inervado por medio de la rama somatomotora

del nervio pélvico (Poortmans y cols. 1998). Inervado por motoneuronas situadas en los
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segmentos espinales L6-S1 (Tabla 1)(Lara-Garcia y cols. 2022). En la rata macho, desempena
un papel importante en el proceso de miccion, regulando la tension de la vejiga y
desencadenando un mecanismo reflejo espinal que promueve la continencia. Es importante
también para el rendimiento copulatorio (Poortmans et al., 1998). Por lo que se ha remarcado su

papel en la funcion sexual masculina (Xicohténcatl-Rugerio y cols. 2017).

MUSCULO ILIOCOCCIGEO

Las fibras del musculo iliococcigeo, son triangulares y planas, tienen su origen carnoso en el
borde ventromedial del eje iliaco posterior a la escotadura glitea a nivel del acetdbulo. Comienza
en la espina isquidtica y porcidn posterior de la fascia obturadora (arcus tendineus levator ani),
recorriendo medial e inferiormente para insertarse en el rafe anoccigeo y en las caras laterales
de los huesos y coccigeo, junto con las fibras del lado opuesto. Las fibras pasan caudalmente y
desarrollan dos tendones, que contintian atravesando, recorriendo inicialmente el borde lateral
de la cola ventral. Los tendones de éste pasan medialmente al misculo pubococcigeo (Tabla 1).
El diafragma pélvico abarca la abertura lateral de la pelvis actuando como un estante sobre el
cual los 6rganos pueden descansar. Los musculos pélvicos en la rata estan compuestos por fibras
de contraccion rapida (Jorge y Bustamante-Lopez 2022). El musculo iliococcigeo se encuentra
junto al pubococcigeo y no tiene directamente un origen en el hueso, se inicia por una banda
facial, se extiende en forma de un arco tendinoso del elevador del ano, ubicado por encima de
la fascia del musculo obturador interno a la espina isquial, y se inserta dentro de la parte baja
del sacro y la ultima vertebra coccigea. Al igual que en las mujeres, la rama somatomotora en
los hombres tiene axones sensoriales y motores que inervan los musculos iliococcigeos y
pubococcigeos (Figura 2) (Poortmans y cols.1998).El musculo pubococcigeo e iliococcigeo
estan inervados por la rama somatomotora (Smb) del nervio pélvico, que se compone de axones
aferentes y motores de los segmentos L6 y S1 de la médula espinal y relacionan su participacion
con la contencidn urinaria y la eyaculacion. Su nombre deriva de sus inserciones (Manzo y cols.
2000). El debilitamiento de estos musculos puede predisponer a padecer incontinencia urinaria

o fecal (Rotman y cols. 2020).
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Humano Rata

Abarca la abertura lateral de la pelvis y actia como un estante

sobre el que pueden descansar los 6rganos.

Pubococcigeo
Accidn, ténica lenta Contraccion rapida.
Forma plana Forma plana, origen triangular
Iliococcigeo Banda fibrosa de la pared Borde ventromedial del eje
pélvica ilial, dorsal a la insercién del

M. pubococcigeo

Tabla 1. Comparacion de los musculos pubococcigeo ¢ ilicoccigeo en humano y rata modificada de Poortmans y
cols. 1998.
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M. Bulboesponjoso

M. Isquiocavernoso

Cuerpo perineal

M. Transverso perineal

M. Esfinter externo

M. pubococcigeo

M. iliococcigeo

M. Gliteo maximo

Coxis

Figura 2. Ubicacion de musculos del piso pélvico en humano, modificada de Rotman y cols. 2020).

1.2 Generalidades del musculo

Alrededor de 600 musculos individuales representando la mayor masa tisular del cuerpo, llevan
a cabo funciones de soporte y fuerza (Chal y Pourquié 2017). Existen tres tipos de musculatura;
1) el musculo cardiaco es autonomo, 2) musculo liso principalmente recubriendo visceras y 3)
musculo estriado es voluntario (Mukund y Subramaniam 2020). Este ultimo tiene alrededor del
40% del peso corporal, se encarga de la sintesis y uso de proteinas. Interviniendo en diferentes
factores metabolicos, endocrinos. El tipo de fibras también esta determinado por la regulacion
hormonal como las hormonas tiroideas. Sin embargo, para el tamano de las fibras se involucra
la testosterona (Blaauw y cols. 2013). Conforme a su composicion, se encuentra en su mayoria

por agua 75%, proteinas 20%, hidratos de carbono 5% y otras sustancias como grasas y sales

14



minerales. Entre sus funciones se destaca el convertir energia quimica en mecanica, con esto
generando fuerza y potencia (Frontera y Ochala 2015). Los mionucleos de las células
musculares, los cuales son multinucleados, se ubican principalmente en la periferia a excepcion

las uniones neuromusculares donde se agruparan (Prasad y Millay 2021).

Las células musculares son multinucleadas y postmitoticas, contaran con células satélite que se
encontrardn en el sarcolema y la lamina basal, seran encargadas de la reparacion y regeneracion
ante un dafio, estas se encuentran en un estado quiescente, pero estan dispuestas a actuar ante
una lesion. La matriz extracelular esta conformada por tres capas, la mas superficial que rodea
a las células agrupadas en haces se conoce como epimisio, la capa que envuelve a los haces es
tejido conectivo llamado perimisio, la capa que rodea cada fibra es una membrana basal que se
le llama endomisio, a la membrana de cada célula se le llama sarcolema, asi como también la
matriz tendrd colagenos de distintos tipos. Contienen dos proteinas en mayor proporcion que
abarcan entre un 70-80% y se conocen como proteinas contractiles, una de ellas denominada
actina, la cual forma parte de los filamentos delgados o finos y la segunda proteina llamada
miosina que conforma los filamentos gruesos. Proteinas reguladoras como troponina
independiente de calcio (C, I 'y T) y la tropomiosina se asocia al deslizamiento y generacion de
fuerza. Titina asociada al disco Z es una proteina elastica gigante, nebulina asociada a la actina

(Frontera y Ochala 2015; Mukund y Subramaniam 2020).

1.3Tipo de fibras

Se conocen 4 tipos de fibras, estas se establecen durante el desarrollo embrionario (Schiaffino y
Reggiani 2011). Las fibras tipo I que dan como resultado contracciones lentas con poca
utilizacion de fuerza caracterizdndolas como de menor amplitud pero mayor duracién (lenta,
oxidativa, resistente a la fatiga) el cual morfolégicamente se encuentra densamente
vascularizado y lleno de mitocondrias (donde su regeneraciéon mitocondrial de ATP es mas
eficaz ), mioglobina, enzimas oxidativas dando un color blanco siendo glucoliticas tipo II se
caracterizan por ser de contraccion rapida y altamente fatigables, disminuidas en la cantidad de

mitocondrias, siendo de mayor amplitud pero corta duracion, seran glucoliticas, se dividiran en
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3, esto dependeran de la isoforma de la miosina IIA (rdpida, propiedades metabdlicas
intermedias), oxidativa IIB solo se expresa en roedores (rapida y facilmente fatigables) y 11X
(mas rapida, glucolitica, fatigable), cada tipo tendra unidades motoras especificas, asi como el
complejo troponina-tropomiosina serd diferente segun el tipo de fibra (Blaauw y cols. 2013;

Frontera y Ochala 2015; Mukund y Subramaniam 2020; Schiaffino y Reggiani 2011).

De acuerdo con diversos estudios se ha visto que las fibras rapidas tienden a ser mas resistentes
ante un cambio como es el nutricional a comparacion de las lentas, asi como que estas ultimas
surgirdn de las primeras (Fahey y cols. 2005). Con esto definimos al musculo con una
caracteristica peculiar, su “plasticidad” que lo llevara a dar una respuesta adaptativa a un cambio
prolongado involucrado en las demandas funcionales (Blaauw y cols. 2013). Conforme al tipo
de fibras tendra tres vias principales para la generacion del ATP, para las fibras rapidas
predominantemente sera el fosfato creatina (CP) de regeneracion inmediata que principalmente
se lleva a cabo bajo la actividad de la creatina cinasa, de igual manera se encuentra la via
glucolitica a partir de la glucosa 6-fosfato que viene de depositos intracelulares. Sin embargo,
en las fibras lentas se usa primordialmente la regeneracion oxidativa mitocondrial de ATP, la
cual serd de larga duracion usando como sustratos los acidos grasos y asi también la glucosa
(Blaauw y cols. 2013). Se han visto cambios fenotipicos del tipo de fibras en personas o en ratas
que tienen una dieta rica en azucares y grasa, asi como por la obesidad, cambiando tipo de fibras

lentas a rapidas (Tallis y cols. 2018).
CONTRACCION MUSCULAR

El disco Z se encuentra en los extremos, de color caracteristico obscuro, con bandas I mas clara;
en el centro se encentra la banda A constituida por filamentos gruesos, justo en medio de ésta,
una zona H mas clara dividida por la linea M interconectando los filamentos gruesos (Mukund
y Subramaniam 2020). El comienzo de la contraccion muscular es conocida por la concentracion
de calcio citosdlico que entrard en interaccion con las proteinas, su proceso comenzara con la
activacion de canales de sodio que generan un potencial de accion que se transmite a la fibra
muscular y despolariza tibulos T, aperturando el canal de Ca*" y su entrada, éste a su vez tendra
una interaccion con el complejo troponina-tropomiosina causando la exposicion de miosina y

activa, provocando su unidn por un arrastre de las cabezas de miosina sobre los filamentos de

16



actina, dando la hidrélisis de ATP el cual induce la contraccion, este mecanismo repitiéndose

mas de una vez (Mukund y Subramaniam 2020; Webb 2003).

1.4Metabolismo muscular

El musculo es un reservorio de distintos macronutrientes, entre los destacados se encuentran las

proteinas y los hidratos de carbono (Frontera y Ochala 2015).

Metabolismo glucolitico: La glucosa es la principal fuente de energia especificamente para las
fibras de tipo II, éste comienza con la entrada de glucosa mediante transportadores de glucosa
tipo 4 (GLUT4) principalmente donde entrard al ciclo de Krebs(Mukund y Subramaniam 2020).
De acuerdo con el tipo de fibra sera la cantidad de proteina transportadora GLUT 4 y su

captacion de glucosa (Heinonen y cols. 2012).

Metabolismo oxidative: Principal via para la utilizacion de los productos de la glucélisis o por

medio de los acidos grasos que se lleva a cabo por -oxidacion de los 4cidos grasos.

Mecanismo de captacion de glucosa: Transportadores de glucosa los cuales daran la entrada,
especificamente en el musculo esquelético se conocen cuatro, los dos principales y en mayor
abundancia GLUT4 se encuentra en vesiculas intracelulares y es transportada a la superficie
cuando es estimulada y GLUT1 ubicado en membrana plasmatica, GLUT3 exclusivo musculo

fetal y neonatal, GLUT 5 para el metabolismo de la fructosa (Merz y Thurmond 2020).
CELULAS SATELITE

Se encuentran encargadas de la regeneracion y reparacion muscular, es un proceso controlado
por la expresion secuencial de factores de transcripcion especificamente Pax7 y MyoD (figura
3) que se diferenciaran en miocitos para posteriormente madurar, estdn en forma quiescente
hasta su uso y se encuentran bajo la lamina basal de la miofibra y la matriz extracelular (Schmidt
y cols. 2019), las cuales disminuyen conforme a la edad (Scicchitano y cols. 2018). La formacion
de estas miofibras maduras estan reguladas por todo su microentorno en el que se encuentran
inmersos, asi como la presencia de diferentes moléculas y células como los macrofagos y

citoquinas (Wang y Zhou 2022). Conforme a diversos estudios la adicion de nuevos miontucleos,
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mediante las células satélite se asocia a la hipertrofia muscular, por el contrario, una atrofia se

vincula a la perdida de los mionucleos (Blaauw y cols. 2013).

Figura 3. Diferenciacion de las células satélite modificada de Schmidt y cols. 2019
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1.5Regeneracion del musculo esquelético

Constara de tres fases, la primera (figura 4): La cual se dividira en dos, dada cuando se provoca
el dafio, reclutando a los leucocitos circulantes y a los neutrofilos, tras la lesion alrededor del
dia 6 se lleva a cabo la infiltracion de macrofagos de tipo 1 (CD68) y tipo 2 (CD163), los cuales
alcanzaran su pico aproximadamente a las 24 horas, liberando citoquinas proinflamatorias como
el TNF-a. El segundo momento sucede cuando los macréfagos liberan citoquinas de tipo
antinflamatorias como la IL-10. Fase 2: Sucede cuando comienza la activacion y diferenciacion
de las células satélite, en donde se formaran los miocitos para dar lugar a los miotubos
multinucleados, que se caracterizardn por tener los nucleos centrales debido a su nueva

formacion. Por ultimo, la fase 3: De regeneracion, en la cual se llevara a cabo la maduracion de
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las miofibrillas (Schmidt y cols. 2019).

Pl Diz Dia7 Dia2l
« Célula satélite ’ Miofibra
« Progenitor miogénico
* Macréfago . Poz-miofibra
PAF
® Otras células

Figura 4. Regeneracion muscular modificada de Schmidt y cols. 2019.

1.6 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo transitorio en el musculo es bueno ya que se relaciona con la activacion
celular producida por el ejercicio, sin embargo, una acumulacion incontrolada de éste puede
tener complicaciones patoldgicas, ya que se relaciona con la inflamacion, asi como la disfunciéon
mitocondrial, la cual se asocia con atrofia muscular dado a cambios en biogénesis y recambio
mitocondrial, cambio de CA2+, la apoptosis(Boured;ji y cols. 2022%; Scicchitano y cols. 2018).
Al existir alguna alteracion del metabolismo de la glucosa o lipidos surgen las especies reactivas
de oxigeno en las mitocondrias como respuesta celular (Roberts et al., 2005). El 6xido nitrico
(NO) se produce por tres isoformas de la sintetasa del 6xido nitrico (NOS); células endoteliales
(eNOS, NOS3), tejido nervioso (nnNOS, NOSI) y (Inos, NOS2) la cual es inducida por citocinas
inflamatorias como el TNF-a. En el musculo esquelético, se encuentran estas tres isoformas en

las fibras tipo II (nNOS, eNnos) en las mitocondrias de todo tipo de fibras e (Inos) en el
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citoplasma de las fibras tipo 1(figura 5) (Hernadndez y cols. 2011).
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Figura 5. Estrés oxidativo e inflamacion modificada Ceribelli y cols. 2016.

1.7 Miogénesis del musculo

El musculo esquelético corporal deriva de células precursoras mesodérmicas originadas en el
miotoma, un linaje derivado de las somitas (Mukund y Subramaniam 2020). Durante el
desarrollo muscular, las miofibras primarias (tienen nucleos centrales y didmetros mayores) se
forman por primera vez durante la etapa embrionaria, se vuelven lentas (tipo I/oxidativo), la
formacion de las secundarias (tienen nucleos situados en la periferia) y de tamafos pequefios,
se convierten en fibras rapidas (tipo IIA: rapido, mixto oxidativo y glucolitico y tipo IIB: répido,

glucolitico) (Du y cols. 2010; Sharples y cols. 2016). Las fibras primarias musculares de los
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mamiferos se forman aproximadamente en el dia 32-38 gestacional, asi como las secundarias
después de la 38-62 dias, en roedores es un proceso mas veloz, en el dia 14-16 se forman las
primarias, las fibras secundarias alrededor del dia 17-19. Para la formacion se derivaran de
células precursoras de PAX7 (figura 6) para dar paso a la formaciéon de mioblastos, se
diferencian en miotubos y finalmente maduran a fibras musculares, en conjunto con factores
reguladores miogénicos (MRF) especificos del musculo, MYFS5 (proliferacion), MYOD (fusion
temprana), miogenina (fusion) y MRF4 (fusion tardia/maduracion de miotubos) (Sharples,
Stewart, et al., 2016). El gasto de consumo de glucosa fetal representa un 67% para el musculo
esquelético, por lo que su regularizacion es importante (Yates y cols. 2012) porque en esta etapa
las fibras musculares se fijan, en la vida adulta los unicos cambios que pueden ocurrir son la
hipertrofia (donde se traduce como el aumento de organulos, citoplasma y proteinas) o atrofia

(disminucioén de los organulos y atrofia de proteinas) de las fibras musculares (Blaauw y cols.

2013).
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Figura 6. Miogénesis del musculo y factores reguladores miogénicos modificada de (Mukund y Subramaniam
2020).
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1.8 Malnutricion y epigenética

La nutricion humana es una rama de la medicina basada en las interacciones bioquimicas de los
alimentos con el cuerpo humano. La nutricion en equilibrio genera un estado de homeostasis,
sin embargo, puede haber un desequilibrio (Di Renzo y cols. 2019), el cual se presenta cuando
no existe una regulacion entre la ingesta y las necesidades diarias, ya sea por un déficit o un
aumento que provoque cambios estructurales y funcionales a nivel de 6rganos y tejidos,
teniendo el riesgo de desarrollar enfermedades, esto causado por un estado de desnutricion o
sobre nutricion en el organismo, esto se ha vuelto un problema a nivel mundial (Norman y cols.

2008; Pullar y cols. 2019).

Las enfermedades metabolicas estan en aumento, uno de los eventos causales de su desarrollo,
es el papel que juega la nutricion en los periodos importantes de la vida como, en la etapa
gestacional, se relaciona el rol que ejerce la nutricion materna durante la gestacion. Un
suministro inadecuado de nutrientes materno-fetales conduce a marcados cambios en el
metabolismo materno modificando la nutricion fetal. Ya que, se necesitan ajustes, morfologicos
y fisiologicos durante el desarrollo en el entorno uterino, sin estos el crecimiento posnatal se ve
perjudicado (Damasceno y cols. 2013). Diversos estudios epidemioldgicos y experimentales
han demostrado (figura 7) los cambios a nivel estructural, fisioldgico e inclusivo hormonal que
el cuerpo logra hacer para adaptarse, teniendo como consecuencias efectos graves en edad
adulta (Ramirez- Lopez y cols. 2015). La relacion entre la exposicion del entorno materno, el
desarrollo y la salud del feto se reporta en la hipotesis de los origenes evolutivos de la salud y
la enfermedad (DOHabD). El pionero fue el Dr. Baker, planteaba la programacion fetal y el
riesgo en la descendencia a padecer enfermedades. Entre los factores causales esta vinculada la
nutricion en la que se engloba el concepto de malnutricion, la cual se define de dos formas como
una sobrealimentacion o una desnutricion porque ambas provocan un desequilibrio de
nutrientes (Peral-Sanchez y cols. 2022). La forma en la que se llevan a cabo estas
modificaciones se acufia a los cambios epigenéticos, ésta es una ciencia que estudia las
modificaciones del ADN, ya sea por una metilacion, acetilacion de histonas y microRNA.
(Ramirez- Lopez y cols. 2015). Estos cambios ocurren a nivel sistémico y diversos érganos son
afectados entre ellos el musculo esquelético, en donde se han visto cambios estructurales

anatémicos, organizacion espacial, fasciculos que lo componen y sus conexiones especificas.
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Figura 7. Nutricion y salud en la etapa gestacional modificada de Peral-Sanchez y cols. 2022.

La programacion temprana del metabolismo del musculo esquelético es relevante, ya que es un
sistema que ocupa alrededor de 40-50% de la masa corporal total y se encarga de utilizar el
glucdgeno para la produccion de energia, pero al alterarse en etapas criticas donde se fijan el
numero de fibras (figura 6), se puede ver el metabolismo directamente alterado principalmente
por sus vias de sefalizacién metabdlicas y sistémicas, cambiando propiedades fisioldgicas y
bioquimicas segun el estimulo al que se les somete (Damasceno y cols. 2013; Salto y cols.
2020). La glucosa es el principal sustrato para el desarrollo del feto, que procede de la
circulacion materna. Mientras que la insulina es la principal hormona de crecimiento del feto,
que es responsable del 50% del peso fetal. Un mal desarrollo del musculo esquelético fetal
perjudica el metabolismo de la glucosa y los 4cidos grasos por parte del musculo esquelético
en respuesta a la estimulacion de la insulina y, por lo tanto, predispone a la descendencia a
presentar un alto riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas (figura 7) (Du, Tong y cols.
2010). Asi, el cambio de tipo de fibras, como el tamaio en la gestacion se ha visto relacionado
con mayor predisposicion de padecer en la vida adulta enfermedades cronico-degenerativas, las

cuales se han relacionado con la disminucién de transportadores de GLUT4 (Sharples y cols.
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2016). Pero no todos los mecanismos que hacen cambiar el funcionamiento del musculo estan
dados en la primera etapa de su desarrollo, sino también existen otras ventanas importantes,
como lo es en la vida posnatal, donde el organismo tiene la capacidad de elegir sus propios
alimentos, dado a esto que en la actualidad cada vez sea mas recurrente el desequilibrio por una
mala alimentacién provocando en primera instancia inflamacion sistémica. Los cambios
ambientales como los involucrados con la nutricién pueden estar no reflejados inmediatamente
en el nacimiento, ejemplificando el peso al nacimiento. Si no verse reflejados hasta la vida

adulta (Sayer y Cooper 2005).

1.9 Sistema inmunitario innato-adaptativo-inflamacion

Es la respuesta para mantener en homeostasis el organismo, eliminando células danadas,
agentes patdgenos, estimulos nocivos. La diferencia entre inflamacion aguda y cronica es el
tiempo, en la primera las células infiltrantes seran los granulocitos donde al pasar por la primera
fase y no ser mitigada se convertird en cronica, dando paso a la infiltracion de macrofagos
proinflamatorios y antiinflamatorios, asi como neutréfilos y linfocitos, se relaciona una
persistencia de ésta a diversas enfermedades cronicas-degenerativas, dada por el ambiente
externo, sustancias nocivas o al tipo de dieta. (Zhao y cols. 2021; Mann y cols. 2011; Mukund
y Subramaniam 2020). Uno de los sistemas en responder ante estimulos causados por un
desequilibrio externo de la dieta, es el sistema inmunologico. Se conoce que la inflamacién
cronica de bajo grado es la caracteristica a la patologia de obesidad, en donde existe un aumento
de las citocinas proinflamatorias y una disminucioén de las antiinflamatorias en circulacion,
llegando directamente al tejido adiposo a través de hormonas implicadas en sangre como lo es
la insulina y las catecolaminas que ayudaran al aumento de flujo de sangre hacia otros
organos/tejidos diana, los cuales son metabolicamente activos donde migran las células
inflamatorias (Osborn y Olefsky 2012), como el caso del musculo en donde las células
musculares responden las estimulo de moléculas inflamatorias mediante su receptor toll-like4
(TLR4) (Asghar y cols. 2021). Un cambio en el equilibrio de un perfil inmunometabolico
adaptativo, observado en el tejido muscular sano, a un estado des adaptativo como el observado
en los trastornos metabodlicos cronicos, se produce a través de una interaccion deficiente entre

factores de sefializacion inmunitaria y metabolica como el inflamasoma, los receptores de
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insulina, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y otras citocinas (Mukund y Subramaniam
2020). Se asocia la aparicion de macrofagos inflamatorios dada por la reprogramacion
metabolica hacia la glucolisis aerobia y el ciclo de Krebs alterado. En primera instancia estos
estaran encargados en diversos entornos tisulares a promover la homeostasis, pero frente a un
estimulo sea este dado por algin tipo de lesidn o cambio metabodlico estos cambiaran

fenotipicamente montando una respuesta inflamatoria (Kasmi y Stenmark 2015).

2.0 Tejido adiposo

El tejido adiposo se divide en dos, el blanco el cual se encarga de almacenar energia que se
encuentra en exceso dada a un superavit calorico (Burhans y cols. 2019), y el pardo que la disipa
en forma de calor a causa del exceso de energia o por hipotermia. Se relaciona con multiples
funciones y procesos entre los que se encuentran su respuesta inmune, su relacion autocrina y
paracrina. Se ha encontrado que la hipertrofia de este tejido se da en zonas de hipoxia y libera
una mayor cantidad de interleucinas proinflamatorias, vinculando al tejido adiposo blanco
(TAB) que conlleva dafios en organos y tejidos, disminuyendo su flexibilidad metabolica
haciéndolo susceptible a enfermedades cronico-degenerativas (Merifio y cols. 2017). El (TAB)
es regulado principalmente en organismos obesos por la leptina en donde tiene un efecto
proagregante en las plaquetas y también podria regular funcidon inmunitaria a través de una
estimulacion de las respuestas inflamatorias. Donde lograria ser una de las vias implicada en el
principio de la respuesta inflamatoria para su posterior migracion a otros tejidos (Dandona y
cols. 2004). Se ha demostrado que el tejido adiposo blanco, secreta citocinas proinflamatorias
(figura 8) como el factor de necrosis tumoral (Cancello & Clement 2006). Durante la obesidad,
TNF-a produce un aumento de la activacion de los macrofagos (M1) en las células musculares.
El tejido adiposo, principalmente el visceral resguardada cerca de 40% de los macrofagos y
actlia de forma pardcrina, esto a causa de una cascada de inflamacion cronica, generando un
desequilibrio de manera endocrina provocando la migracion por el torrente sanguineo a otros
tejidos, de igual manera se relaciona con cambios en la sefalizacion de la insulina, pudiendo

provocar una resistencia (Osborn y Olefsky 2012).
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Figura 8. Tejido adiposo y translocacion de macrofagos modificado de Yao y cols. 2019.

2.1 Macrofagos

Los macréfagos son células fagociticas mononucleares representan un compartimento integral
del sistema inmunitario innato y derivados de los progenitores hematopoyéticos; monocitos
formados en la médula 6sea, reguladores criticos tanto de la homeostasis, asi como de
patologias relacionadas con alteraciones del sistema inmune, ademas son cruciales para la
remodelacion adecuada de los tejidos durante el desarrollo fetal. Son células que pueden
cambiar fenotipicamente, asi, existen diferentes vias de sefalizacién acorde al tipo de
macrofago activado. Los M1 clésica con un rol inflamatorio dirigido por ligandos del receptor
tipo Toll (TLR) y el interferon gama (IFNy) (figura 8) y alternativamente (M2) antiinflamatorio
inducido por la IL4/IL13 (M2a), el complejo inmunitario (M2b). Se ha visto que su polarizacion
puede cambiar rapidamente, asi como revertirse o repolarizarse. La via JNKs esté relacionada

en este cambio de polarizacion. Asi como la via de sefializacion Jak/STAT implicada en la
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mediacion de respuestas bioldgicas inducidas por citocinas como via [FN-y/Jak-STAT1 (Zhou

y cols. 2014).

De acuerdo con el ambiente por el cual sean estimuladas, en los M1 ocurre un “secuestro” de
hierro para optimizar las funciones bacteriostaticas y de proteccidon, en cambio en la via M2
ocurre “expulsion” de hierro, lo que esta relacionado con reparacion de los tejidos, pero a su
vez provoca el crecimiento tumoral y la metastasis (Shapouri-Moghaddam y cols. 2018). Asi
como presentan fenotipos intermedios que tendran caracteristicas mixtas M1 Y M2 (Skytthe y
cols. 2020). La poblacion de macrofagos M2 es dividida en distintos subtipos. Los macrofagos
M2a macréfagos activados alternativamente, son activados por las citocinas Th2 IL-4 e IL-13,
y estan mas comunmente asociados con la reparacion de tejidos, las heridas y la fibrosis. Los
macrofagos M2c¢ se consideran antiinflamatorios, ya que desempefian un papel clave en la
desactivacion del fenotipo M1 y promueven la proliferacion de células no mieloides. Los
macrdofagos M1 suelen encontrarse en las primeras fases tras una lesion muscular, posterior a
los macrofagos M2c. Los macrofagos M1 expresan marcadores especificos de la superficie
celular, ademas se liberan una serie de citocinas reguladoras como la interleucina 10 (IL-10),
interleucina 1 (IL-1), interleucina 15 (IL-15) y TNF-a y el ligando de quimiocinas, dentro del
musculo la presencia de infiltrados inflamatorios compuestos principalmente por macréfagos,
células T y células dendriticas se correlaciona con la pérdida de fibras musculares mediada por
el sistema inmunitario y una incapacidad para resolver el proceso de regeneracion eficazmente.
Se ha demostrado que la polarizacion de los macrofagos se ve afectada por las vias de deteccion
de nutrientes, como la Proteina-quinasa activada por Monofosfato de Adenina (AMPK) y el
complejo sensible a rapamisina (mTOR1), Los macréfagos que carecen de una subunidad
catalitica de proteina quinasa (AMPKal) han demostrado tener una polarizacion M2
defectuosa” (Mukund y Subramaniam 2020). Los macréfagos inflamatorios se hacen
dependientes de glucosa y por lo tanto, un ambiente lleno de ésta, aumentaré su proliferacion y
aunado a que migraran a otros tejidos, un mecanismo parecido al de las células cancerosas. Los
macréfagos M2 tienden a tener una mayor captacion de acidos grasos para su oxidacion y
obtencion de energia (Kasmi y Stenmark 2015). Ademas, relacionan la ubicacion de los
macrdfagos en el epimisio/perimisio acorde a la linea de defensa innata a la lesion (Mann y
cols. 2011). Se ha corroborado con diversos estudios un aumento de los M1 y M2 en el

envejecimiento (Trollet y cols. 2021). En ausencia de estimulos, el macréfago entra
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inicialmente en un estado quiescente en el que son capaces de mantenerse durante un corto

periodo de tiempo antes de inducir su muerte por apoptosis (Mann y cols. 2011).
MACROFAGOS Y OBESIDAD

Se vinculan en una alteracion de su polarizacion en el desarrollo de la obesidad y su progresion,
en particular un aumento de M2 sobre los M1 (Zelinka-Khobzey y cols. 2021). El tejido adiposo
es el mayor reservorio de células inmunitarias durante la obesidad. En humanos, en estado de
homeostasis el porcentaje de macréfagos va de un 10% y este en estado de obesidad oscila entre
40-50% (Mujki¢ y cols. 2023).Se ha demostrado mediante técnicas invitro que comparten
perfiles celulares muy similares e incluso que un preadipocito puede ser un precursor de un
macrofago, lo cual plantea otro factor que tiene el potencial de plasticidad para

transdiferenciarse en macrofagos (Charriere y cols. 2003).
TIPOS DE MACROFAGOS

En los macrofagos (M1) se ubica la glicoproteina CD68, entre los marcadores M2 se encuentran
CD14, CD163, CD206 y CD209 (Shapouri-Moghaddam y cols. 2018). Los macréfagos M2,
promueven la diferenciacion de células satélite (Bouredji y cols. 2022b). Su metabolismo es
obteniendo por dos vias por una parte aumentando el catabolismo provocando la protedlisis y

por otro disminuyendo las vias anabolicas (Dargelos y cols. 2018).
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2.2 Vias de senalizacion

La exposicion al interferon-g (IFNg) y a los ligandos del receptor tipo Toll (TLR) hacia un
fenotipo inflamatorio (Biswas y Mantovani 2012). A diferencia de la via alternativa la cual es
estimulada por la IL-4, la IL-13, los glucocorticoides, el factor de crecimiento transformante 3

(TGF-B), los complejos inmunitarios y la IL-6 (figura 8) (Skytthey cols. 2020).
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Figura 8. Izquierda via de sefalizacion macrofagos M1, Derecha via de sefializacion macrofagos M2. Modificada

de Grabowska y cols. 2015.
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2.3 CD163

Es una proteina de superficie especifica para monocitos/macrofagos, especificamente de una
subpoblacion de monocitos CD14(high)CD16(+)(Kawarabayashi y cols. 2017; Semnani-Azad
y cols. 2019). Macrofagos M2 receptores scavenger ricos en cisteina (Sporrer cols. 2009)
forman un complejo por su unioén haptoglobina-hemoglobina, de membrana con un peso de 130
kDa y una cola citoplasmatica corta, esta constituido por nueve cisternas de receptores
scavenger de clase B (Etzerodt y Moestrup 2013). Su funcionalidad se relaciona con
sefializacién endocrina, la angiogénesis, el crecimiento tumoral y metéstasis. Se vincula su
expresion en diversas patologias como en las placas ateroesclerdticas carotideas, en la entero
hepatitis no alcoholica, enfermedades inflamatorias como la aterosclerosis, la linfohistiocitosis
hemofagocitica y la diabetes mellitus. Entre los estimuladores mas potentes para su activacion

de esta proteina CD163 se encuentra la IL-6, TNF- a (Skytthe y cols. 2020).

La forma soluble/ plasmatico se logra gracias al desprendimiento de CD163 mediado por el
TNF- a, en cuanto a su parte no soluble éste, es una diana para los farmacos dirigidos a los
macrdfagos en la inflamacion, el receptor se une al TNF- a como inductor débil de la apoptosis
citocina (TWEAK), y algunas bacterias patdégenas y virus (Etzerodt y Moestrup 2013). Se
encontrard en forma constitutiva en diversos tejidos maduros como lo es la pulpa roja esplénica,
células de Kupffer en el higado, de médula 6sea residente (Polfliet et al., 2006). Entre otras
relaciones y vinculos se ha visto la del CD163 en tejido adiposo correlacionado con la tasa de

eliminacion de la glucosa (Hu y cols. 2019).
sCD163

Esta se desprendera en condiciones de inflamaciéon de la membrana del CD163 por medio de la
enzima convertidora de necrosis tumoral (TACE/ADAMI17), donde posteriormente se ird a
circulacion, los niveles se correlacionan con TNF-a (Hu y cols. 2019). Se ha relacionado un
aumento significativo de sCD163 en sujetos obesos y se ha correlacionado como un predictor
a desarrollar DM2 (Fjeldborg y cols. 2013a). Entre los otros factores y mecanismos causantes
de su desprendimiento, se encuentra una dieta rica en grasas y el estrés reticular endoplasmatico

(Huy cols. 2019).
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2.4 TNF-a

El TNF-a es una proteina homotrimera de 157 aminoacidos codificada en el brazo corto del
cromosoma 6 en los seres humanos, con una presentacion en forma soluble y otra unida a la
membrana de los macrofagos y de otras células inmunitarias, que se distribuye en forma soluble
en la superficie celular después de su corte enzimatico (Serensen y cols. 2015; Thoma y
Lightfoot 2018), originada tras la activacion del sistema inmunitario por macroéfagos M1
activados, mastocitos, neutréfilos, linfocitos Ty B, células asesinas naturales y por leucocitos
polimorfonucleares (Jang y cols. 2021; Abdel-Salam y cols. 2009). Es proinflamatoria soluble
denominada TNF-a que como su nombre lo indica, ejerce una citotoxicidad significativa sobre

muchas lineas celulares tumorales y causa necrosis tumoral (Wajant y cols. 2003).

El TNF-a es una proteina transmembrana que se da por la sintesis de la proteina transmembrana
(tmTNF-a), la cual con ayuda de la enzima (TACE) metaloproteinasa, libera el homotrimero
soluble de (sTNF-a) se une a dos tipos de receptores (TNFR) tipo 1 (TNFR1) y tipo 2 (TNFR2)
(figura 9), donde ejercen su funcidon a través de receptores, el primero se dividird en tres
complejos; I, IIa, IIb y Ilc. Complejo I asociado a la induccion de la inflamacién, proliferacion
y defensa inmunitaria, Ila al dominio de muerte. TNFR2 que se relaciona con actividades
homeostaticas; regeneracion de tejidos, proliferacion y supervivencia celulares. Asi, también se
le vinculan respuestas inflamatorias (Xue y cols. 2022% Jang y cols. 2021; Wang y cols. 2019).
Se expresa y sintetiza en los adipocitos y células del estroma vascular (Mann y cols. 2011). El
TNF-a disminuye la lipogénesis, aumenta la lipolisis, induce hiperglucemia y resistencia a la
insulina por interferir con su receptor y activacion de diversas vias de sefializacion. Estudios
sugieren que la expresion de TNF-a en los macréfagos es inducido por los acidos grasos libres
(Sierra-Castrillo y Gémez-Rave 2017). Diversos estudios han relacionado el papel de esta
citocina con resistencia a la insulina (Osborn y Olefsky 2012). Ademas, estudios sugieren un
mecanismo por el cual la obesidad llevara a un aumento de las células inflamatorias y a su vez
se provocara una disminucion de la masa muscular (Wang y cols. 2019). Asimismo, se ha
relacionado con cambios en el metabolismo glucolitico muscular segin diversos estudios
(Remels y cols. 2015). La presencia de TNF-a se ha visto relacionada con cambios en el

metabolismo oxidativo, asi como una expresion de la enzima glucolitica hexocinasa II (HK II).
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2.4 TNF-a y musculo

La asociacion de la malnutricion en las etapas fetales del desarrollo del musculo esquelético se
vincula con la cantidad y calidad de éste, asi como las enfermedades que se desarrollan durante
estas etapas. Cantidades elevadas del TNF-a (figura 10) se vinculan con aspectos como la
pérdida de masa muscular, mayor incidencia de morbilidad y mortalidad. El desarrollo muscular
se lleva a cabo por diversos factores como el factor de regulaciéon miogénica (myoD), en donde
se ha visto que la presencia de la citocina TNF-a impide la fusion /diferenciacion de los
mioblastos. Por ahora se sabe que esta citocina se encuentra en los mioblastos de forma
constitutiva, formando otra cara de la moneda como regulador fisioldgico que participa en la
regeneracion, y no unicamente su participacion en patologias (Sharples y cols. 2016). El TNF-
a actla sobre las células musculares provocando una pérdida de proteinas y una atrofia de las
miofibrillas. Llevado a cabo a través del factor nuclear (NF-kB) (Stratos y cols. 2022). La
senalizacion de (NFxB) en musculo, tiene varias funciones entre las principales se encuentra su
participacion en la regulacion de la inflamacion, asi como en la miogénesis (Tidball y cols.

2018a).
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Figura 9. Vias de sefializacion de TNF- a. Modificada de Xue y cols. 2022a.
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2.5 Fibrogénesis del musculo

La fibrosis fisiopatologica, es esencialmente una acumulacion excesiva de componentes de la
matriz extracelular, pues ésta serd la primera linea de defensa, constituida principalmente de
colageno, es el resultado final de una cascada de acontecimientos que proceden de la lesion
tisular a través de la inflamacion, resultando al final una cicatriz permanente reflejada como un
engrosamiento de la matriz extracelular. La fibrosis puede perjudicar la funcion de los tejidos
y causar enfermedades cronicas en diversos organos y tejidos vitales. Se llevan a cabo
reacciones; como la degeneracion celular y tisular, la infiltracion de leucocitos, la inflamacion
persistente del tejido y la proliferacion de células con un fenotipo similar al de los fibroblastos
(Mann y cols. 2011). Una mala regeneracion dada por un proceso inflamatorio dard como
resultado una fibrosis (Grabowska y cols. 2015). La fibrogénesis estd presente en el desarrollo
del musculo esquelético, mediada principalmente por la via de sefializacion del TGF-f en el
musculo fetal, parece estar en curso durante todo el periodo de gestacion, pero es mas activa
después de la mitad de la gestacion, coincidiendo con la miogénesis (Du y cols. 2010). Ante
cierta agresion al musculo se lleva a cabo una cascada inflamatoria ya sea aguda o crénica en
la cual la matriz extracelular juega un papel importante, en ésta se llevard una remodelacion
sustancial, donde entrardn macrofagos a defensa, los de tipo M2 secretando cascada TGF-j,
que secretara fibroblastos y sintesis de coldgeno para generar la curacion (Mukund y

Subramaniam 2020).

2.6 Continencia e incontinencia urinaria

Se define como la contraccion sistematizada de diversos musculos que forman un complejo de
“hamaca” seguin la hipotesis de ésta, se realiza al tener aumentos de la presion abdominal dando
como resultado el control de la presion uretral, estos actuaran de una forma diferencial pero
coordinada a su vez (Herschorn 2004). Asi, durante el proceso de miccidon el musculo detrusor
se contrae y los musculos lisos y estriados de la uretra se relajan (Hodges y cols. 2020). La
miccidon normal se consigue bajo dos mecanismos cuando la presion uretral disminuye y la

presion de la vejiga aumenta. Los problemas con estos procesos y los musculos involucrados
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pueden conducir a la incontinencia. La presion uretral en los hombres estd controlada por
diversos mecanismos que incluyen varios musculos. El sistema nervioso autonomo es
responsable de la presion tonica para mantener la continencia; musculos estriados/esqueléticos
ubicados en el suelo pélvico, forman fuerzas opuestas para lograr el cierre activo de la uretra,
especificamente los musculos que forman parte del elevador del ano, los cuales participan en
comprimir la uretra y son controlados por entradas reflejas y descendentes para contribuir a la
continencia activandose voluntariamente (Hodges y cols. 2020; Sayner y Nahon 2020). La
incontinencia urinaria es definida por la sociedad internacional de continencia, como “un
sintoma de almacenamiento y se define como la queja de cualquier pérdida involuntaria de

orina", se acufie un 40% - 88% debido a una insuficiencia del esfinter (Hodges y cols. 2020).

2.7 Disfuncion eréctil

Las enfermedades relacionadas con el piso pélvico masculino son multifactoriales y tienen un
origen biologico o psicoldgico segun sea el caso. En este contexto entra la disfuncion eréctil.
Este tipo de patologias para el género masculino, forman una parte vital de su salud y bienestar.
Pero el papel que ejerce el piso pélvico en estas es de suma importancia, pero es tomado en
cuenta en pocas ocasiones (Cohen y cols. 2016). Diversos estudios demuestran que la debilidad
de los musculos del suelo pélvico se relaciona como un factor para el desarrollo de esta
enfermedad (Kim y cols. 2021). La disfuncion eréctil es un trastorno que disminuye la calidad
de vida de los hombres, se calcula que para el afio 2025 existird una prevalencia mundial de
322 millones de casos. Las categorias de factores de riesgo asociadas incluyen el estado de
salud general del individuo y su estilo de vida, incluyendo hébitos de alimentacion y la genética.
Estas condiciones metabdlicas estan fuertemente asociadas con una alteracion con el sistema
inmune dando como resultado un estado proinflamatorio que provoca una disfuncion endotelial
y una disminucion de la disponibilidad y la actividad del ¢xido nitrico (Ghanem y cols. 2021).
Se ha propuesto que uno de los factores a su desarrollo es un cambio en el metabolismo o

alteracion producida por una dieta rica en carbohidratos (Corona-Quintanilla y cols. 2021).
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2. ANTECEDENTES

El tamafio de un musculo estd determinado principalmente por el niumero de las fibras
musculares individuales, aunque la infiltracion patoldgica por grasa y tejido conectivo puede
alterar el tamafio de las fibras musculares (Frontera y Ochala 2015). El principal tejido
responsable de la resistencia a la insulina es el tejido adiposo, en individuos obesos y diabéticos
de tipo 2, acorde a estudios en animales sobre la restriccion temprana o exceso de nutrientes de
la madre y la obesidad durante la gestacion, indican que la dieta materna deficiente o excesiva
pueden predisponer a la descendencia a padecer este tipo de enfermedades (Du y cols. 2010).
Diversos retos en la etapa prenatal y posteriormente en la posnatal de restriccion proteica o
incremento de hidratos de carbono, aumentan en el tejido adiposo, asi como los niveles séricos
de insulina y triglicéridos (Cervantes-Rodriguez y cols. 2014), esto puede modular las vias de
sefializacion y flexibilidad metabdlica del musculo esquelético. Las modificaciones en la dieta
en la etapa prenatal y posnatal estdn relacionadas con modificaciones en la activacion,
frecuencia y reflejo uretrogenital del musculo esquelético particularmente con aquellos que
participan en la respuesta sexual masculina como lo es el pubococcigeo (Corona-Quintanilla y
cols. 2021).

Estudios relacionados al sistema reproductor masculino y los musculos del piso pélvico, con
nuestro mismo modelo de investigacion en donde se le sometid al estimulo de dar agua
azucarada al 5% en la etapa pre y postnatal, reportamos en el testiculo un aumento proporcional
de macroéfagos y mastocitos en el grupo que consumid agua azucarada toda la vida (Cérdoba y
cols. 2022). Recientemente también reportamos que el musculo bulboesponjoso aumenta la
frecuencia durante el reflejo uretrogenital cuando el consumo de agua azucarada es durante la
etapa prenatal, mientras que cuando el consumo de agua azucarada es durante la etapa pre y
posnatal modifica el 4rea transversal de la fibra (Davila 2023).

En ratas alimentadas con una dieta tipo cafeteria en la etapa prenatal y al control con una dieta
rica en hidratos de carbono complejos, mostraron que la primera dieta disminuia
significativamente los transportadores GLUT4 comparado a la dieta control, relacionado a esto,
aumenta el deterioro del metabolismo de la glucosa en musculo. De igual forma la dieta control
mostrd mejora en su estructura y funcionalidad del musculo (Sharples y cols. 2016; Damasceno

y cols. 2013).
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Las evidencias en humanos como en modelos de rata demuestran que el tipo de dieta y, la
obesidad materna; crean un ambiente adverso duradero en diversos sistemas, como el sistema
inmunitario. Estas exposiciones aceleran la adipogénesis, alteran el metabolismo mitocondrial
y perjudican la deteccion de energia, afectando varios 6érganos y sistemas entre ellos el musculo
esquelético. Investigaciones indican que no s6lo el musculo estriado uretral, sino también la
matriz extracelular desempefia un papel fundamental en la insuficiencia urinaria (Piculo y cols.
2014). Dietas altas de sacarosa aumentan las especies reactivas de oxigeno y como
consecuencia provocan una disfuncion endotelial (Roberts y cols. 2005). Las células
inflamatorias viajan por el torrente sanguineo para combatir la inflamacion ya sea causada por
una lesion o una desregularizacion metabdlica, llegando al lugar donde se tiene que combatir
(Grabowska y cols. 2015b). Estudios mencionan que después de cierta agresion muscular,
existe una poblacion homogénea de macréfagos tanto M1 y M2 (Mann y cols. 2011).

Se evalud el CD163 soluble en pacientes obesos y un grupo control con restriccion de dieta, se
encontrd una diferencia significativa mayor en individuos obesos y su asociacion con el
marcador predictor de resistencia a la insulina relacionado a obesidad (Fjeldborg y cols. 2013).
Este mismo marcador en pacientes con riesgo de diabetes mellitus se asocia con el aumento de
sCD163 con un mayor riesgo de disglucemia incidente (Semnani-Azad y cols. 2019).

Collins y cols. (2017) demostraron que la capacidad y velocidad de dafio estd vinculada con el
tipo de fibras que tenga cada musculo, el soleo en su estudio, no tuvo un impacto significativo
de los receptores CD68, puesto que es un musculo oxidativo, el mayor impacto lo sufren las
fibras de tipo glucoliticas, se observan repercusiones dadas por el desafio metabdlico que se les
presente (Collins y cols. 2017). Ademas, se ha relacionado una de las vias por la cual la dieta
podria afectar al epigenoma, es la inflamacion, ya que se ha consolidado un vinculo entre la
dieta y los marcadores proinflamatorios, en la gestacion especificamente cuando estd presente
una inflamacion crénica, vinculada a exceso de tejido adiposo, alterando mecanismos
homeostaticos de ésta. En dicho estudio se investigd la asociacion de citocinas maternas
circulantes y la metilacion en nueve regiones metiladas (las mas estudiadas a su asociacion,
donde el analisis multivariante una menor metilacion de MEG3 y su asociacion con mayores
niveles circulantes de IL-6 y TNF-a, esto dado por alteraciones en su tipo de dieta (McCullough

y cols. 2017).
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3. JUSTIFICACION

Las modificaciones por las dietas modernas, provocan alteraciones relacionadas a la
malnutricion, el consumo de una dieta alta en azucares son bien conocidas, por su alta incidencia
de morbilidad y mortalidad en enfermedades cronico-degenerativas en etapas tempranas de la
vida adulta; sin embargo, existen menos conocimientos sobre la influencia de este tipo de dietas
durante el periodo gestacional, asi como las adaptaciones y alteraciones a corto y largo plazo
de la descendencia, lo que puede traer consigo modificaciones estructurales en la flexibilidad
metabdlica del musculo esquelético.

Un aparato muscular bien desarrollado es importante, pues realizara sus funciones optimas y
esto sera crucial para la salud y bienestar del individuo (Wang y Zhou 2022). Sin embargo, las
modificaciones en el crecimiento y el desarrollo del musculo esquelético durante el periodo
prenatal podrian dar lugar a alteraciones metabdlicas en la masa muscular como cambios en la
adipogénesis o fibrogénesis, asi como una disfuncidon metabolica sistémica.

Diversos estudios vinculaban la asociacion de sCD163 con resistencia a la insulina, en donde
se ha visto que el tejido adiposo blanco visceral aumenta los niveles de este marcador soluble
(Serensen y cols. 2015), sin embargo, al estudiar el CD163 en monocitos en humanos se
encontrd una estrecha relacion y se vincula fisiopatologicamente con el desencadenamiento de
resistencia a la insulina de pacientes con diabetes mellitus tipo2 (Kawarabayashi y cols. 2017).
Corona-Quintanillay cols. (2021) encontraron que el consumo de agua con sacarosa al principio
del desarrollo (gestacion-lactancia) o durante la vida postnatal produjo un aumento en el peso
de las crias. De igual manera modific6 la activacion del muisculo pubococcigeo y su frecuencia
durante la estimulacion peneana, al igual que el reflejo uretrogenital, esto observado en las crias
que en algin momento de su vida consumieron aztcar. En otro estudio de Du y cols, (2010)
observaron una mayor adipogénesis y una hipertrofia de estos, en el musculo fetal de las ovejas
alimentadas con dietas obesogénicas. Estas anormalidades relacionadas a la acumulacion tejido
adiposo, incluyendo la inflamacion, el estrés oxidativo y la resistencia a la insulina. La
inflamacion puede alterar la progresion normal de los eventos regenerativos en el musculo
esquelético lesionado y dirige las células precursoras miogénicas hacia un fenotipo

adipogénico.
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Ya que los musculos del piso pélvico especificamente el misculo pubococcigeo e iliococcigeo
se asemejan parcialmente al del ser humano, es oportuno inferir un estudio enfocado en la
relacion del consumo de agua azucarada y determinacion de la expresion de receptores a
macrdfagos (CD163) y TNF-a, se conocen como células inmunitarias que intervienen en la
reparacion y la distrofia muscular (Mann y cols 2011). Actualmente existen pocos estudios al
respecto, esto podria ser de gran ayuda al manejo en la etapa gestacional y posnatal, asi conocer
sus vinculos directos al desarrollo de la inflamacioén y con esto una mayor susceptibilidad a
padecer enfermedades asociadas a los musculos del piso pélvico como la incontinencia urinaria

y la disfuncion eréctil.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(El consumo de agua azucarada durante la etapa gestacional y posnatal aumenta la infiltracion

de TNF-a y CD163 en los musculos pubococcigeo e iliococcigeo en la rata macho adulta?

5. HIPOTESIS

El consumo de agua azucarada durante la etapa gestacional y posnatal aumenta la infiltracion

de TNF-a y CD163 en los musculos pubococcigeo e iliococcigeo en la rata macho adulta.

6. OBJETIVOS

Determinar si el consumo de agua azucarada durante la etapa gestacional y posnatal aumenta
la infiltracion de TNF-a y CD163 en los musculos pubococcigeo e iliococcigeo en la rata macho

adulta.

ESPECIFICOS

Determinar la infiltracion de TNF-a y CD163 del musculo pubococcigeo por la técnica de
inmunohistoquimica en relacion con el consumo de agua azucarada.

Determinar la infiltracion de TNF-a y CD163 del musculo iliococcigeo por la técnica de

inmunohistoquimica en relacion con el consumo de agua azucarada.
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7. METODOLOGIA

Se utilizaron 12 ratas hembra adultas de la cepa Wistar de tres meses de edad, con un peso
promedio de 230-260 g, las cuales se mantuvieron en condiciones de bioterio a temperatura de
20+2°C, con alimento (Chow 5001 Purina®) y agua ad libitum. Las hembras fueron apareadas
para obtener las crias machos para formar los grupos control y experimentales. Las crias fueron
destetadas al dia 22 posnatal. Los animales fueron alojados en jaulas de polipropileno (65 cm
x 25 x 15 cm) y se mantuvieron bajo un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

invertido
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Figura 11 Modificada de (Davila 2023)
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GRUPO CONTROL: 6 MADRES QUE CONSUMIERON AGUA SIMPLE

MS-CS: Seis ratas macho descendientes de madres que consumieron agua simple durante la
gestacion y que a partir del destete consumieron agua simple.

MS-CA: Seis ratas macho descendientes de madres que consumieron agua simple durante la
gestacion y que a partir del destete consumieron agua con aztcar al 5%.

GRUPO EXPERIMENTAL: 6 MADRES QUE CONSUMIERON AGUA CON AZUCAR.
MA-CS: Seis ratas macho descendientes de madres que consumieron agua con azucar al 5%
durante la gestacion y que a partir del destete consumieron agua simple.

MA-CA: Seis ratas macho descendientes de madres que consumieron agua con azucar al 5%
durante la gestacion y que a partir del destete consumieron agua con azucar al 5%.

Las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital sddico. Para posteriormente
pasarlas a la guillotina. Se extrajo el musculo pubococcigeo e iliococcigeo. Se congeld con
nitrégeno liquido para conservar la estructura celular del tejido integro y poder ser incluidos en
parafina, posteriormente se realizaron cortes en el micrétomo a 8 micras. Y finalmente se
hicieron inmunohistoquimicas, donde el periodo ideal de fijacion no fue menor de 24 horas ni

mayor de 48 horas.
Inmunohistoquimica. Se utilizaron cortes transversales (8§um) obtenidos en un microtomo

Leica (RM2135). Posteriormente fueron sometidos a un tratamiento para reexponer los
antigenos de la preparacion (citrato de sodio 10 mM pH 6, durante 72 ha 4'C y 5 min a 90 C).
Con el fin de bloquear las peroxidasas enddgenas, los cortes se incubaron en una solucion de
perdxido de hidrogeno al 3 % en PBS (Na2HPO4 7.6 mM, NaH2PO4 2.66 mM y NaCl 0.15
M, pH 7.4) durante 30 min. Después de la incubacion los cortes se lavaron con PBS. Posterior
al lavado, los cortes se incubaron en una solucion de bloqueo de uniones inespecificas (5 % de
suero normal de burro (NSD) en PBS / tritobn X100) durante 1 h. A continuacion, los cortes
fueron incubados (72 h, 40C) con el primer anticuerpo (CD163 sc-18794 1:20, anti-TNF-a
antibody ab9739 1:100) diluido en PBS / triton X100). Transcurrida esta incubacion se hicieron
tres lavados con PBS / triton X100 para posteriormente incubar con el anticuerpo secundario
(anti-IgG de burro hecho en cabra, diluido 1:250, mouse anti-rabbit IgH-HRP sc-2357 en PBS
/triton X100) durante 2 horas a temperatura ambiente. El marcaje inmunohistoquimico fue
revelado con el kit ABC (Vector Lab) utilizando diaminobencidina como sustrato. Al término

de la inmunohistoquimica, los cortes fueron deshidratados en alcohol etilico de 60, 80, 96, 100
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%, aclarados con una solucion de etanol-xileno y xileno. Las preparaciones fueron cubiertas
con un medio de montaje (Cytoseal 60) y un cubreobjetos. Los cortes fueron observados y se
tomaron fotografias con el objetivo de 10X y 40X en un microscopio de luz visible (Nikon
ECLIPSE E600®).

Conteo. En el microscopio Leica agregando un filtro azul, se hizo el conteo en forma de zig-
zag, obteniendo 10 campos por animal. Tomando en consideracion macroéfagos dentro y fuera;
realizando un promedio para cada uno y al finalizar uno individual. Llevando a cabo los
siguientes criterios de inclusion y exclusion para conteo.
Inclusion. Morfologia en forma de frijol y alargados, agranulados, dentro de la célula y fuera
de ésta.

Exclusion, basura, ajuste con macro y micro. Dadas las observaciones anteriores se realizd un
analisis cuantitativo mediante la valoracion de la de la expresion de CD163 por 10 campos en
forma de zig-zag con el microscopio leica usando filtro azul. La especificidad del marcaje se
determind llevando a cabo 3 conteos por area endomisio/perimisio, fibra muscular y marcaje
total. Para el conteo de TNF-a se tomaron 2 fotos con el objetivo de 10X en un microscopio de
luz visible (Nikon ECLIPSE E600®) haciendo un conteo de 50 células musculares,
provenientes de la region central de 2-3 cortes histologicos, se ingresaron al programa ImageJ,
se transformo la imagen a color de 8-bit, se dibujo el area de cada célula mediante el ROI
normalizando el area a 19.62 um, se contabilizo la intensidad de marcaje positivo anti-TNF- a
en unidades arbitrarias.

Estadistica. Todos los datos se expresaron como media + e.e. Se analizaron mediante ANOVA
de dos vias para medidas repetidas con factor tiempo y tratamiento (con la prueba post-hoc de
Bonferroni, para ver la comparaciéon entre grupos). Usando GraphPad Prism 9.0 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, USA).
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8. RESULTADOS

8.1 Identificacion de CD163 en el musculo pubococcigeo

La identificacion de CD163 se realizd en cortes histologicos del musculo pubococcigeo,
mediante inmunohistoquimica en las regiones centrales del corte histoloégico. Se observaron
macrofagos CD163 positivos en el endomisio, perimisio y en el interior de la fibra muscular
(Figura 12,13,15).

Se cuantific6 numero total de macréfagos en un total de 50 fibras musculares, de diferentes
campos de muestreo en un mismo corte histologico. Se aplicé la prueba estadistica de ANOVA
de 2 vias para cada rango, los resultados para el analisis de células CD163 totales en el musculo
pubococcigeo mostraron cambios significativos por el factor de la dieta materna (F 1,20= 12.50,
p=0.0021) y por el factor de dieta posnatal (F 1,20= 9.947, p=0.0050), sin diferencia por la
interaccion de ambos factores (Fi1,20= 0.907, p=0.7070). En las pruebas pos-hoc de Bonferroni
se observo un incremento significativo del niimero total de macréfagos marcados con CD163
en el grupo MA-CA, comparado al grupo MS-CS (Figura 14 A; ***< P =0.0008 n=6/grupo).
El analisis para la infiltracion de las células CD163 fuera de la fibra muscular del musculo
pubococcigeo no se mostraron cambios significativos por el factor de dieta materna (F 1, 20=
3.246 p=0.0867) sin embargo en el factor de dieta posnatal se mostraron cambios significativos
(F 1,20= 8.795, p=0.0076), sin diferencias por la interacciéon de ambos factores (F1,20= 0.1298,
p=0.7224). En las pruebas pos-hoc de Bonferroni se observé un incremento significativo del
numero total de macrofagos marcados con CD163 en el grupo MA-CA, comparado al grupo
MS-CS (Figura 14 B; *<P =0.0182 n=6/grupo). En el analisis para la infiltracion de las células
CD163 dentro del musculo estriado pubococcigeo, se mostraron cambios significativos por el
factor de dieta materna (F 1,20= 17.18, p=0.0005) y por el factor de dieta posnatal (F 1,20=7.174,
p=0.0144), sin diferencias por la interaccion de ambos factores (F1,20=.03294, p=0.5724). En
las pruebas pos-hoc de Bonferroni se observé un incremento significativo del nimero total de
macrofagos marcados con CD163 grupo MS-CA, comparado al grupo MS-CS y del grupo MA-
CA comparado al grupo MS-CS (Figura 14 C; *<P 0.0197 <P *** (0.0006 (n=6/grupo).
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Figura 12. Microfotografias representativas del marcador CD163 en el musculo estriado pubococcigeo.
Madre simple-cria simple (MS-CS; A), Madre simple-cria azicar (MS-CA; B), Madre azucar-cria simple (MA-
CS; C), Madre azucar- cria azacar (MA-CA; D). Amplificacion 40X, escala 20 um. Las flechas sefialan el marcaje
identificado por el color marrén para CD163 fuera de la fibra muscular, el cuadro con la linea punteada el aumento.
Amplificacion 100X. Tomadas de (NIKON ECLIPSE E600®).
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Figura 13. Microfotografias representativas del marcador CD163 en el musculo estriado pubococcigeo.
Madre simple-cria simple (MS-CS; A), Madre simple-cria azacar (MS-CA; B), Madre aziicar-cria simple (MA-
CS; C), Madre azucar- cria azicar (MA-CA; D). Amplificacion 40X, escala 20 um. Las flechas sefialan el marcaje
identificado por el color marrén para CD163 fuera de la fibra muscular, el cuadro con la linea punteada el aumento.
Amplificacion 100X. Tomadas de (NIKON ECLIPSE E600®).
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Figura 14. Analisis cuantitativo total de la expresion de CD163 en el misculo estriado pubococcigeo. Los
resultados provienen de los grupos. Madre simple-cria simple (MS-CS), Madre simple-cria aziicar (MS-CA),
Madre azucar-cria simple (MA-CS), Madre azicar- cria aziicar (MA-CA). Los datos representan la media = e.e,
la barra vertical los valores maximos y minimos de la varianza. Diferencia significativa ANOVA de dos vias, pos
hoc de Bonferroni (n=6/grupo) *** P<0.0008 (MS-CS vs MA-CA: A), **<P 0.0182 (MS-CS vs MA-CA; B), *<
P 0.0197 (MS-CS vs MS-CA; C) <P *** 0.0006 (MS-CS vs MA-CA; C)
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Figura 15. Microfotografias representativas del marcador CD163 en el misculo estriado pubococcigeo.
Madre simple-cria simple (MS-CS; A), Madre simple-cria azacar (MS-CA; B), Madre azlicar-cria simple (MA-
CS; C), Madre azucar- cria aziicar (MA-CA; D). Amplificacion 40X, escala 20 um. Las flechas sefialan el marcaje
identificado por el color marrén para CD163 dentro de la fibra muscular (perimisio/endomisio), el cuadro con la
linea punteada, el aumento. Amplificacion 100X. Tomadas de (NIKON ECLIPSE E600®).
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8.2 Identificacion de CD163 en el musculo iliococcigeo

La identificacion de CD163 se realizdo en cortes histologicos del musculo pubococcigeo,
mediante inmunohistoquimica en las regiones centrales del corte histologico. Se observaron
macrofagos CD163 positivos en el endomisio, perimisio y en el interior de la fibra muscular
(Figura 16, 17 y 18).

Se cuantificé namero total de macréfagos en un total de 50 fibras musculares, de diferentes
campos de muestreo en un mismo corte histologico. Se aplico la prueba estadistica de ANOVA
de 2 vias para cada rango, los resultados para el anélisis de células CD163 totales en el musculo
iliococcigeo mostraron cambios significativos por el factor de la dieta materna (F 1, 20= 8.716,
p=0.0079) y por el factor de dieta posnatal (F 1,20= 8.716, p=0.0079), sin diferencia por la
interaccion de ambos factores (F1,20=0.2976, p=0.5914). En las pruebas pos-hoc de Bonferroni
se observo un incremento significativo del niimero total de macréfagos marcados con CD163
en el grupo MA-CA, comparado al grupo MS-CS (Figura 19 A; **< P =0.0028 n=6/grupo). El
analisis para la infiltracion de las células CD163 fuera de la fibra muscular del musculo
iliococcigeo no se mostraron cambios significativos por el factor de dieta materna (F 1,1s=2.821
p=0.1103) y por el factor en la dieta posnatal (F 1, 1s= 2.914, p=0.1050), sin diferencias por la
interaccion de ambos factores (F1, 1s= 0.04852, p=0.8281). En las pruebas pos-hoc de
Bonferroni no se observo un incremento significativo entre grupos (Figura 19 B; n=6/grupo).
En el andlisis para la infiltracion de las células CD163 dentro del musculo estriado iliococcigeo,
se mostraron cambios significativos por el factor de dieta materna (F 1,20=5.1412, p=0.0306) y
por el factor de dieta posnatal (F 1, 20= 6.394, p=0.0200), sin diferencias por la interaccion
de ambos factores (F1,20= 0.04092, p=0.8417). En las pruebas pos-hoc de Bonferroni se observo
un incremento significativo del numero total de macroéfagos marcados con CD163 del grupo

MA-CA comparado al grupo MS-CS (Figura 19 C; <P * 0.0158, n=6/grupo).
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Figura 16. Microfotografias representativas del marcador CD163 en el musculo estriado iliococcigeo. Madre
simple-cria simple (MS-CS; A), Madre simple-cria azucar (MS-CA; B), Madre azicar-cria simple (MA-CS; C),
Madre azucar- cria azicar (MA-CA; D). Amplificacion 40X, escala 20 um. Las flechas sefialan el marcaje
identificado por el color marrén para CD163 fuera de la fibra muscular, el cuadro con la linea punteada el aumento.
Amplificacion 100X. Tomadas de (NIKON ECLIPSE E600®).
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Figura 17. Microfotografias representativas del marcador CD163 en el musculo estriado iliococcigeo. Madre
simple-cria simple (MS-CS; A), Madre simple-cria azacar (MS-CA; B), Madre azicar-cria simple (MA-CS; C),
Madre azucar- cria azicar (MA-CA; D). Amplificacion 40X, escala 20 um. Las flechas sefialan el marcaje
identificado por el color marrén para CD163 fuera de la fibra muscular, el cuadro con la linea punteada el aumento.
Amplificacion 100X. Tomadas de (NIKON ECLIPSE E600®). (Grafica 2)
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Figura 18. Microfotografias representativas del marcador CD163 dentro de la fibra en el musculo estriado
iliococcigeo. Madre simple-cria simple (MS-CS; A), Madre simple-cria aziicar (MS-CA; B), Madre azucar-cria
simple (MA-CS; C), Madre azucar- cria aziicar (MA-CA; D). Amplificacion 40X, escala 20 um. Las flechas
seflalan el marcaje identificado por el color marréon para CD163 dentro de la fibra muscular, el cuadro con la linea
punteada el aumento. Amplificacion 100X. Tomadas de (NIKON ECLIPSE E600®)
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Figura 19. Analisis cuantitativo total de la expresiéon de CD163 del musculo estriado iliococcigeo. Los
resultados provienen de los grupos Madre simple-cria simple (MS-CS), Madre simple-cria azicar (MS-CA),
Madre azucar-cria simple (MA-CS), Madre azicar- cria aziicar (MA-CA). Los datos representan la media = e.e,
la barra vertical los valores maximos y minimos de la varianza. Diferencia significativa ANOVA de dos vias, pos
hoc de Bonferroni (n=6/grupo) **< P 0.0028 (MS-CS vs MA-CA; A), *<P 0.0158 (MS-CS vs MA-CA; C).
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8.3 Identificacion de TNF-a en el musculo pubococcigeo

La identificacion de TNF-a se realizd en cortes histoldgicos del musculo pubococcigeo,
mediante inmunohistoquimica en las regiones centrales del corte histologico. Se observo la
expresion de la proteina TNF-a positivos en la fibra muscular (Figura 20).

La expresion de TNF-a en la fibra muscular del musculo pubococcigeo. Se aplico la prueba
estadistica de ANOVA de 2 vias para cada rango, en el musculo pubococcigeo sin cambios
significativos por el factor de dieta materna (F 1, 20= 3.176, p= 0.0899) y por el contrario se
mostraron cambios por el factor posnatal (F 1, 20= 6.394, p=0.0200) y asi mismo, en la
interaccion de ambos factores (Fi,20= 14.81, p=0.0010). En las pruebas pos-hoc de Bonferroni
se observo un incremento significativo de la expresion de TNF-a del grupo MA-CA comparado
al grupo MS-CS (Figura 21; ** <P 0.0044), del grupo MA-CA comparado al grupo MS-CA
(Figura 21; *** P=<0.0007) y del grupo MA-CA comparado al grupo MA-CS (Figura 21; * P=
<0.0213 (n=6/grupo).
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Figura 20. Microfotografias representativas del marcador TNF-o en las fibras del musculo estriado
pubococcigeo. Madre simple-cria simple (MS-CS; A), Madre simple-cria azicar (MS-CA; B), Madre az(icar-cria
simple (MA-CS; C), Madre azicar- cria azicar (MA-CA; D). Las flechas sefialan el marcaje para TNF-q,
identificada por el color marrén. Amplificacion 10X, escala 50 um. Tomadas de (NIKON ECLIPSE E600®).
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Figura 21. Analisis semicuantitativo de la expresién de TNF-o del musculo estriado pubococcigeo.
Los resultados provienen de los grupos Madre simple-cria simple (MS-CS), Madre simple-cria aziicar (MS-CA),
Madre azucar-cria simple (MA-CS), Madre azlicar- cria azacar (MA-CA). Los datos representan la media =+ e.e,
la barra vertical los valores maximos y minimos de la varianza. Diferencia significativa ANOVA de dos vias, pos
hoc de Bonferroni ** P= < 0.0044 (MS-CS vs MA-CA), *** P= <0.0007 (MS-CA vs MA-CA), * P=<0.0213
(MA-CS vs MA-CA), (n=6/grupo).
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1.5 Identificacion de TNF-a en el musculo iliococcigeo

La identificacion de TNF-a se realizo en cortes histologicos del musculo iliococcigeo, mediante
inmunohistoquimica en las regiones centrales del corte histoldgico. Se observo la expresion de

la proteina TNF-a positivos en la fibra muscular (Figura 22).

La expresion de TNF-a en la fibra muscular del musculo iliococcigeo. Se aplicé la prueba
estadistica de ANOVA de 2 vias para cada rango, en el musculo iliococcigeo con cambios
significativos por el factor de dieta materna (F 1,20=10.89, p= 0.0036) y por el factor posnatal
(F 1,20= 2.398, p=0.1371), sin diferencia por la interaccioén entre ambos factores (F1,20= 4678,
p=0.5019). En las pruebas pos-hoc de Bonferroni se observé un incremento significativo de la
expresion de TNF-a del grupo del grupo MA-CA comparado al grupo MS-CS (Figura 21; ** <
P 0.0044), del grupo MA-CA comparado al grupo MS-CA (Figura 23; * P= <0.0158,
n=6/grupo).
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Figura 22. Microfotografias representativas del marcador contra TNF-a en las fibras del musculo estriado
iliococcigeo. Madre simple-cria simple (MS-CS; A), Madre simple-cria azicar (MS-CA; B), Madre azucar-cria
simple (MA-CS; C), Madre azucar- cria aziicar (MA-CA; D). Las flechas sefialan el marcaje para CD163,
identificada por el color marron. Amplificacion 10X, escala 50 um. Tomadas de (NIKON ECLIPSE E600®).
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Figura 23. Anilisis semicuantitativo de la expresion de TNF-a del miisculo estriado iliococcigeo.
Los resultados provienen de los grupos Madre simple-cria simple (MS-CS), Madre simple-cria aziicar (MS-CA),
Madre azucar-cria simple (MA-CS), Madre azicar- cria azucar (MA-CA). Los datos representan la media + e.e,
la barra vertical los valores maximos y minimos de la varianza. Diferencia significativa ANOVA de dos vias, pos
hoc de Bonferroni *< P 0.0158 (MS-CS vs MA-CA (n=6/grupo).
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9. DISCUSION

TNF-a

Estos ultimos afios se ha estudiado el importante vinculo de los 1000 dias de vida, que
representa una ventana critica con relacion al ambiente intrauterino y su asociacion con
enfermedades en la vida adulta (Martin y cols. 2019). Respecto a lo anterior la hipdtesis de los
origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHAD) nos muestra que modificaciones
en su tipo de dieta durante la gestacion, dardn como resultados cambios permanentes en el
desarrollo estructural y funcional del organismo, donde el feto se adapta a los desafios que se
le presenta en la etapa prenatal, que posteriormente se veran reflejados en la vida adulta (Peral-
Sanchez y cols. 2022). Entre los cambios mds susceptibles se encuentran, el aumento de tejido
adiposo blanco y a su vez mayores niveles séricos de citoquinas como TNF-q, lo que lleva a un
estado sistémico de inflamacion con mayor riesgo a la enfermedad debido a la reduccion de la
flexibilidad metabolica, provocando mayor vulnerabilidad a desarrollar resistencia a la insulina
(Saengnipanthkul y cols. 2021). La infiltracion de células inmunitarias es una caracteristica de
patologias como la obesidad y diabetes, ya que estas citocinas son esenciales para el desarrollo
de resistencia a la insulina, donde se involucra tanto a la inmunidad innata como adaptativa
(Guzik y Cosentino 2018). En un estudio realizado, tras la ingesta alta en grasas y de un sustituto
de azucar, analizando el musculo soleo, reportaron una disminucidon de la hipertrofia de
adipocitos, lo que podria suprimir la produccion de citocinas inflamatorias y a su vez la relacién
de aparicion de las citocinas, dadas al consumo de una dieta alta en carbohidratos y grasa (Gou
y cols. 2021).

Estudios previos demuestran que tener una alteracion en cuanto a un combustible energético de
manera cronica, como en el caso de un aumento de carbohidratos debido a las bebidas
azucaradas, se activa la parte inflamatoria y con ella sus vias de sefializacion, la via NFkB,
mediada en gran parte por el TNF-a, se vincula a su vez con la expresion de INOS; reduccion
de la respiracion mitocondrial y la supresion de la activacion de reguladores transcripcionales,
que estan encargados de promover la biogénesis mitocondrial y el cambio hacia un fenotipo
oxidativo muscular y a su vez mantienen la inflamacidn, activando conjuntamente los

macrofagos M1. Tras un dafio muscular estos que expresaron INOS+, ahora se rigen por el
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INOS- dado por los M2 (Nisr y cols. 2019). En un estudio se confirmé el aumento de la
expresion de TNF-a, en el musculo cuddriceps de ratones tras una dieta rica en grasas, alterando
las vias de captacion de glucosa, cambios en el perfil redox muscular, aumentando el estrés
oxidativo (Effting y cols. 2022). Asi pues, diversos son los mecanismos que hacen persistir una
inflamacion crénica, En nuestros resultados, se esperaba un aumento en la infiltracion de células
inmunes (TNF-a) en el musculo pubococcigeo e iliococcigeo, relacionado a la dieta prenatal y
posnatal dado al consumo de agua azucarada. Estos mostraron un aumento en la expresion de
TNF-a en el misculo pubococcigeo en los grupos que toda su vida recibieron agua azucarada
ya sea en la etapa prenatal o posnatal (MA-CA) (Figura 21). Y en el musculo iliococcigeo donde
unicamente el grupo (MA-CA) en donde toda su vida recibieron tratamiento, aumentd su
infiltracion. (figura 23).

Sin embargo, se ha encontrado la expresion de TNF-a en musculo humano en estado de
homeostasis, coincidiendo esto con nuestros resultados en el grupo (MS-CS) no obstante se
encontrd una mayor expresion en los grupos azicar MA-CA tanto en el pubococcigeo e
iliococcigeo, entre los efectos adversos en condiciones patologicas o de inflamacidn crénica se
ha relacionado la alteracion en la eliminacion de la glucosa en el musculo esquelético
(Steensberg y cols. 2002). TNF-a una citocina relacionada con el deterioro de la ultraestructura
y funcionamiento del tejido muscular (Wu y Ballantyne 2017).

Acorde a diferentes estudios se conoce que el TNF-o mitiga la actuacion de las células CD163
(Tidball et al., 2018b), esto comparado con nuestros resultados se obtuvo una relacion
proporcional de infiltracion entre los grupos MS-CS vs MA-CA, donde el grupo de azuicar era
el que tenia mas presencia de esta citocina (figura 21 y23) (figura 24).

Sin embargo, estudios epigenéticos han demostrado que la maduracion de células monocitarias
en entornos de niveles elevados de glucosa, aumenta la acetilacion de histonas en el locus TNF-
a, lo que provoca un aumento en su expresion, asi también se ha visto una elevada activacion
de NF-Kb, que podria ser activado bajo diversos estimulos, entre ellos un aumento de la
glucemias y este a su vez la activacion de citocinas inflamatorias, en donde coincide la memoria
hiperglucémica provocando una elevada actividad transcripcional de dicho factor dada a la
eliminacion de marcas de metilo H3K9 y aumento de MCP-1 (Shanmugam y Sethi 2013).

También se asocia el aumento de adiposidad con los niveles de TNF- o y la metilacion de ADN

con su regulacion (Klimontov y cols. 2021). Coincidiendo con estudios anteriores donde se
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muestra un aumento significativo en el tejido adiposo al hacer un cambio en la dieta (Cervantes-

Rodriguez y cols. 2014).

CD163

Modificaciones en el suministro de alimentos, por una malnutricién ya sea por un déficit o
exceso de macronutrientes en la dieta, puede traer consigo cambios en la homeostasis del
organismo a nivel fisiologico, anatomico y funcional en diversos 6rganos y tejidos, como lo es
en musculo esquelético. Entre las variaciones en la dieta se encuentra un aumento en el consumo
de bebidas con alto indice de carbohidratos (aztcar)(figura 24). Los dafios y repercusiones se
vuelven mayores cuando tenemos dos exposiciones, las tempranas al desarrollo (prenatal)
donde se realizaran reprogramaciones que se veran reflejadas en la vida adulta (posnatal), las
cuales pueden hacer mas susceptibles a desarrollar obesidad, metabolismo anormal de la
glucosa y enfermedades cronico-degenerativas (Benetti y cols. 2013; Matuszewska y cols.
2021). Estudios con modificaciones en la dieta materna especificamente con bebidas azucaradas
nos muestran cambios metabolicos y fisioldgicos importantes, como es el aumento de peso y
sus alteraciones en cantidad de tejido adiposo, modificando su actividad exacerbada
inflamatoria que afectan a nivel sistémico a diversos 6rganos y tejidos blanco, como lo es el
musculo esquelético por una infiltracion de citocinas (Kereliuk y cols. 2017b) coincidiendo con
nuestros resultados, en el caso del musculo pubococcigeo aumentd las células CD163
especificamente en el grupo que toda su vida recibieron azucar al 5% (MA-CA) y (MS-CS), asi
como la entrada de esta citocina en el grupo (MA-CA) y (MS-CS), (MS-CA) y (MS-CS) (figura
14). En el musculo iliococcigeo, encontramos, similares resultados un aumento en las células
CD163 en (MA-CA) vs (MS-CS), pero sin modificaciones dentro de la fibra muscular (figura
19).

Se conoce el papel importante que tiene el musculo esquelético en cuanto a la utilizacion de
glucosa, con casi un 80% de ésta, asi como la relacion de su desequilibrio a nivel sistémico y
las consecuencias en el metabolismo, propiciando inflamacion en dicho tejido. En condiciones
de homeostasis los macréfagos M2 se encuentran en el tejido adiposo, higado y musculos ya

que contienen células inmunitarias sanas como son los eosinéfilos, las células iNKT y las
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células Treg, que producen diversas interleucinas; IL-4, IL-13 e IL-10, contribuyendo al
mantenimiento fenotipico de los macrofagos de tipo M2 (Xue y cols. 2022b), sin embargo, al
sufrir alguna alteracion por factores externos, pueden tener modificaciones en cuanto a su
aumento cambiando a un fenotipo M1. Al hablar de esta desregularizacion, sabemos que tras
un dafio vendran mecanismos de defensa donde habrd una mayor infiltracion de células
inflamatorias actuando como bucle cambiando la fenotipicacion de macroéfagos M2 a M1 y
estos a su vez reproduciendo otras citocinas como TNF- a (Olefsky y Glass 2009). Entre sus
funciones, se encuentra la remodelacion de los tejidos, de acuerdo con los reportajes un aumento
en la obesidad seria casi imposible, por el hecho de que no se ha mitigado la inflamacion, pero
algo pertinente al encontrar dicho aumento es la relacion de que la inflamacién sigue palpable
y conectada a vias inflamatorias como lo es TNF-a (Ying y cols. 2021).

Diversos estudios en humanos y modelos animales han reportado alteraciones cuando se
aumenta la ingesta caldrica en las dietas modificando la cantidad de tejido adiposo visceral,
actuando de forma autocrina y paracrina en la infiltracion de macrofagos, propiciando un estado
de inflamacion (Matuszewska y cols 2021; Varma 'y cols. 2009). Lo que especificamente en los
musculos puboccoccigeo e iliococcigeo tendria una afectacion una disfuncidon metabolica
sistémica, en donde sus funciones y la susceptibilidad de no llevar acabo sus funciones
adecuadamente se verian afectadas. Seria pertinente de igual manera hacer un conteo de
macrdofagos M1 para poder hacer comparaciones, que porcentaje de M2 alcanza a mitigar la
inflamacioén de M1. Sin embargo, en un estudio realizado en humanos con obesidad a los que
se le sometio a cirugia bariatrica mas dieta control y se evalud el sCD163 y CD163 antes y
después de la cirugia se le cambio el tipo de dieta, la citocina soluble estd relacionada a un
aumento en los niveles basales protector en la obesidad, sin embargo, CD163 a nivel celular no
demostraron mejoras metabolicas tras la pérdida de peso (Cinkajzlova y cols. 2017).

Asi que, seria pertinente, realizar estudios mediante Western-blot para definir conteos mas
especificos, para tener otros puntos de soporte y acotar mas la investigacion, como medir estrés
oxidativo, ya que los resultados podrian definir el tipo de dafio que se ha provocado la

inflamacion.
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Chow diet

Figura 24. Mecanismo propuesto por el consumo de agua azucarada.
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10. CONCLUSION

Actualmente se conoce que una malnutricion, puede ocasionar efectos adversos en el organismo
dado por modificaciones y dafios en diversos organos y tejidos como lo es el musculo
esquelético, sin embargo, esta asociacion podria estar vinculada desde tiempo atras por cambios
epigenéticos, que pudieron surgir por un aumento en tejido adiposo activando vias de
sefalizacion y a su vez la persistencia de un estado inflamatorio crénico de bajo grado y verse
reflejan en la edad adulta.

El musculo pubococcigeo, mostro mayor presencia de TNF- o y macréfagos CD163 dentro de
la fibra muscular (MS-CA). Mientras que en el musculo iliococcigeo solo se observan
diferencias entre los grupos MA-CA vs MS-CS respecto a la expresion de TNF- o y macrofagos
CD163. El consumo de agua azucarada pre y postnatal (MA-CA) aumenta la expresion de TNF-
a y la infiltracién de macrofagos CD163, en el musculo pubococcigeo e iliococcigeo en la rata

macho adulta.
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11.PERPECTIVAS

e Elusode un factor diferente en la dieta posnatal podria disminuir la cascada inflamatoria
provocada en la etapa prenatal, como ejercicio o dieta rica en polifenoles y flavonoides
los cuales se les ha vinculado efectos protectores a la inflamacion, en las modificaciones
epigenéticas, por lo cual seria importante ver su efecto benéfico y su impacto con la
linea de investigacion.

e Asociar los niveles circulantes de citoquinas con nuestros resultados encontrados ya que
esto traera una vista amplificada de la infiltracion de células inflamatorias al muasculo
esquelético y la posible infiltracion o dafio a otros tejidos blancos. Seria oportuno tomar
una medicion en la etapa prenatal y otra en la etapa posnatal.

e Medir el estrés oxidativo, para asociar el nivel de dafio dado celular (mitocondrial) y el
dado por cambios en las vias de sefializacion.

e Para poder relacionar los cambios epigenéticos seria oportuna la medicion de cambios
de metilacion de citoquinas en tejido adiposo.

e Realizar estudios mediante Western-blot para definir conteos mas especificos, para
tener otros puntos de soporte y acotar mas la investigacion.
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13. GLOSARIO DE TERMINOS

Miogénesis: proceso de determinacion y formacion de las células del tejido muscular (Gilbert,
2000).

Miofibra: son células de los musculos que se organizan en paralelo para formar la estructura
caracteristica del interior de los musculos

Miisculo pubococcigeo: musculo de la porcion intermedia del musculo elevador del ano.
Muisculo iliococcigeo: musculo que forma parte del diafragma en forma de cuenco que ayuda
a sostener los contenidos viscerales de la pelvis.

Macroéfagos: globulo blanco que rodea los microorganismos (fagocita) y los destruye, extrae
las células muertas y estimula la accion de otras células del sistema inmune.
Inmunohistoquimica: Técnica de laboratorio que usan anticuerpos a fin de determinar si hay
ciertos antigenos (marcadores) en una muestra de tejido.

TNF-a: citoquina proinflamatoria secretada en el sistema inmunitario.

CD163: receptor de la superficie de monocitos y macrofagos, encargado de captar el complejo
haptoglobina-hemoglobina con el fin de metabolizar su capacidad oxidante, con cierto papel

antiinflamatorio y propiedades antiaterogénicas.
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14. PUBLICACIONES

ANEXOS PUBLICACIONES (ARTiCULOS Y RESUMENES EN CONGRESOS)
RESUMEN: SOCIEDAD MEXICANA DE CIENCIAS FISIOLOGICAS A.C -SEPTIEMBRE
2022

Marcadores de inflamacion en misculos pubococcigeo e iliococcigeo por sacarosa en etapa

gestacional/posgestacional en rata macho

Sanchez Rivas Adriana' (estudiante de maestria), Hernandez Aragon Laura Guadalupe 2,

Cuevas Romero Estela *, Rodriguez Antolin Jorge *

' Posgrado en Ciencias Biologicas, Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad
Auténoma de Tlaxcala; ? Instituto de Fisiologia, Benemérita Universidad Autonoma de Puebla;
3 Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala,

México

La programacion fetal es un proceso de adaptacion del desarrollo debida a la interaccion de la
genética y factores exdgenos. La malnutriciéon materna dada por una dieta hipercalorica durante
la etapa fetal puede promover el desarrollo de enfermedades en la vida adulta. Se ha sugerido
que un exceso en el consumo de carbohidratos durante el periodo gestacional y postnatal
mantiene un estado de inflamacion cronico en diversos 6rganos y tejidos durante ambas etapas.
Sin embargo, se desconoce si tejidos como la musculatura pélvica son afectados, al producirse
un estado inflamatorio, lo cual impactaria sobre las funciones reproductivas en la adultez. Por
lo cual, el objetivo de este trabajo es determinar si el consumo de agua azucarada aumenta la
infiltracion de CD163 y TNF-a en los musculos pubococcigeo e iliococcigeo en la etapa
gestacional y postnatal en la rata macho. Para ello, se utilizaron 6 ratas gestantes que
consumieron agua simple y 6 que consumieron agua con azucar al 5%, posteriormente al destete
se usaron las crias machos de su descendencia y se formaron 4 grupos experimentales, de

acuerdo con el consumo de agua durante la gestacion y postdestete: simple-simple (n=6);
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simple-aziicar (n=6); azucar-simple (n=6) y azlcar- azicar (n=6). Después de las 14 semanas
de tratamiento se extrajeron los musculos para identificar CD163 y TNF-a, mediante
inmunohistoquimica. Los resultados preliminares sugieren que el consumo de agua azucarada
en ambas etapas aumenta la presencia de CDI163, marcador especifico de macrofagos
antinflamatorios en ambos musculos. Los resultados sugieren que los individuos que fueron
expuestos al consumo de agua azucarada (5%) sufren una activacion de la respuesta
inflamatoria durante el desarrollo, probablemente relacionada al incremento en tejido adiposo
abdominal y pélvico; lo que propicia un incremento en la respuesta antinflamatoria durante la

etapa adulta.

Financiamiento: Beca CONACyT — 1142891
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RESUMEN AIBIR -AGOSTO 2023

Infiltraciéon de TNF-a y CD163 en los musculos pubococcigeo e iliococcigeo de ratas macho

que consumieron agua azucarada durante la etapa gestacional y posnatal

Sanchez Rivas A!, Hernandez Aragén LG 2, Davila Santacruz S 3, Cuevas Romero E °, Leticia

Nicolas Toledo L*, Rodriguez Antolin J°.

! Maestria en Ciencias Bioldgicas, Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad
Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala, México; 2 Instituto de Fisiologia, Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, Puebla, México * Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta,
Universidad Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala, México, * Doctorado en Ciencias Bioldgicas,

Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Autébnoma de Tlaxcala, Tlaxcala.

En humanos, la disfuncion sexual masculina se ha asociado con enfermedades metabolicas, las
cuales pueden deberse a dietas hipercaloricas dadas al consumo de bebidas azucaradas. Su
consumo cronico en etapas criticas del desarrollo puede conducir a un estado inflamatorio en
la adultez, conocido como programacion fetal. Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que el
consumo de agua azucarada durante la etapa pre y postnatal disminuye la actividad
electromiografia del musculo pubococcigeo durante la activacion del reflejo peneano. El
consumo de agua azucarada (5%) durante el desarrollo gestacional y postnatal recambia el tipo
de fibras, aumentando el nimero de fibras rdpidas y glucoliticas, disminuyendo las oxidativas.
Se desconoce el estado de inflamacion por el consumo crénico de agua azucarada. Por lo que,
el objetivo de este determinar si el consumo de agua azucarada, en la etapa gestacional y
postnatal, aumenta la infiltracion de macrofagos CD163 y TNF-o en los musculos
pubococcigeo e iliococcigeo en la rata macho adulta. Se utilizaron seis ratas gestantes que
consumieron agua simple y seis que consumieron agua con azucar (5%), al destete, la
descendencia de crias macho se distribuy6 aleatoriamente en cuatro grupos experimentales.
Conforme al consumo de agua durante la gestacion, se categorizaron las crias: madre que
consumié agua simple (MS) o azucarada (MA) y postdestete si la cria que consumi6 agua

simple (CS) o azucarada (CA), con una n de seis por grupo: simple-simple (MS-CS); simple-

78



azucar (MS-CA); azucar-simple (MA-CS) y azucar- azicar (MACA). Transcurridas las 14
semanas de tratamiento, se extrajeron los musculos pubococcigeo e ileococcigeo para
identificar CD163 y TNF-a, mediante inmunohistoquimica. Se encontr6 que el consumo de
agua azucarada pre y postnatal (MA-CA) aumenta la presencia de macrofagos CD163, en
ambos musculos y de TNF-a. Ello sugiere que el consumo cronico de agua azucarada durante
una etapa temprana del desarrollo activa la respuesta inflamatoria y antinflamatoria que perdura
en la adultez, probablemente relacionada al incremento en tejido adiposo abdominal y pélvico,
asi como a los cambios metabolicos que sufren los musculos.

Financiamiento: Beca CONACyT — 1142891 ASR

Categoria del primer autor:M
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