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Resumen

La gestacion y el parto son considerados algunos de los factores de riesgo asociados con un
aumento en la incidencia de desordenes del piso pélvico (DPP) como la incontinencia urinaria
(IV). La terapia de electroestimulacion es un tratamiento tradicional para la IU de urgencia; sin
embargo, hace falta establecer protocolos de estimulacion para la IU de esfuerzo. En conejas
multiparas (cuatro partos), la estimulacion inalambrica aguda de nervios perineales incrementa
la presion intrauretral maxima y el volumen vesical incrementa la capacidad vesical
probablemente al favorecer el cierre uretral. Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar la
presion intrauretral (P1U) y la presion intravaginal (P1V) generada por la EE de nervios
perineales a diferentes frecuencias de estimulacion y determinar la frecuencia Optima de
estimulacion para cada nervio. Conejas adultas nuliparas de la raza Chinchilla (n=18) fueron
aleatoriamente distribuidas en tres grupos para estimular el nervio bulboesponjoso (nBe, n=6),
el nervio isquiocavernoso (nls, n=6) y el nervio clitoral (nCl, n=6; control no especifico). Se
aplicaron pulsos eléctricos cuadrados simples y trenes de estimulacion de frecuencia ascendente
(1-80 Hz) con una duracion de 4 segundos cada una. Para determinar diferencias significativas
se realiz6 una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via con una P<0.05, y una prueba
post-hoc de Tukey. La EE del nCl incrementd significativamente la PIU (P=0.0004) y la PIV
(P<0.0001) en comparacién con la estimulacion del nBe y el nls probablemente por la actividad
refleja de diferentes musculos estriados relacionados con el aparato urogenital. A partir de 5 Hz,
la EE del nBe y el nCl incrementaron la PIU y esta se mantuvo constante hasta 80 Hz. Mientra
la EE del nls increment6 la P1U a partir de 20 Hz y se mantuvo constante de 40-80 Hz. La PIV
incrementd a medida que se aumentd la frecuencia de estimulacion independientemente del
nervio estimulado. Los resultados sugieren que la EE de nervios perineales pueden ser un
potencial terapéutico para la neuromodulacion del piso pélvico facilitando el cierre uretral para

mantener la continencia urinaria.
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1. INTRODUCCION

La multiparidad se considera como una serie de procesos reproductivos que incluyen més de
dos episodios de copulas, gestaciones, partos y lactancias. La reproduccion en hembras de
mamiferos implica un alto costo energético y riesgos para la salud. En mujeres, el costo de tal
adecuacion se encuentra asociado con disfunciones del piso pélvico (Pereira y cols. 2016).
Debido a que durante los multiples eventos de gestacion, parto y lactancia hay cambios
fisioldgicos que pueden afectar a los 6rganos del aparato urogenital y los musculos estriados del
piso pélvico (MPP) involucrados en procesos reproductivos y de almacenamiento y excrecion
de orina. Los MPP son determinantes para las funciones del aparato urogenital inferior; debido
a que cambios mecénicos y hormonales que ocurren durante la gestacion, asi como la tension
mecanica durante el parto, ocasionan lesiones directas en el tejido muscular y nervioso del piso
pélvico (Memon y Handa, 2014). Las estructuras del piso pélvico son inervadas principalmente
por nervios autonémicos, como el nervio pélvico, y somaticos, como el pudendo. El nervio
pudendo es un nervio mixto que inerva el periné, el complejo esfintérico (esfinter externo de la
uretra o rabdoesfinter, compresor uretral y esfinter uretrovaginal), la piel perigenital y los
musculos perineales. El nervio pudendo participa en la regulacién de procesos como la
continencia urinaria, permitiendo la contraccion del complejo esfintérico durante el
almacenamiento, su inhibicién y activacion de los musculos perineales durante la expulsion de
orina. Sin embargo, debido a su disposicion anatémica por el arco isquiatico de la pelvis durante
la gestacion y el parto puede sufrir algan dafio, principalmente si él bebe es grande y de mayor
peso, su paso por el canal vaginal prolongaria la segunda fase del parto y podria comprimir y/o
romper su inervacion (Allen y cols. 1990). Durante la gestacion y el parto, los componentes del
piso pélvico, entre ellos los MPP son los que més dafio sufren durante la vida reproductiva
femenina. Los componentes del piso pélvico estan constituidos por la pelvis, los misculos
estriados y tejido conectivo. Estos tres componentes proveen una estructura base para el sostén
de las visceras pélvicas (Utero, vagina, vejiga y recto). La interaccion entre los MPP y perineales,
aparte del sostén anatdbmico que proporcionan a las visceras del aparato urogenital, también
participan en funciones del aparato urogenital inferior. Debido a la disposicion anatémica del

aparato urogenital inferior y los MPP en las hembras de mamiferos, procesos reproductivos



como las multiples gestaciones y los partos dafian a este conjunto de musculos estriados (Huser
y cols. 2012).

En el embarazo ocurren cambios hormonales y biomecanicos, asi como el aumento en
peso y tamarfio del feto durante las Ultimas semanas de gestacion ejerce una mayor presion sobre
los MPP. Mientras, durante la segunda fase de labor del parto, las fibras musculares y/o nervios
del piso pélvico pueden padecer compresion o se sobredistension hasta romperse y permitir el
descenso progresivo de la cabeza fetal a través de la dilatacion completa del cérvix. De manera
que, durante la prolongacion de la segunda fase de parto se ocasionaria el dafio a los MPP. Desde
un punto de vista mecanico, la multiparidad (considerada como las multiples gestaciones y
partos) factor de riesgo que se asocia con la presencia de desordenes del piso pélvico, debido a
las alteraciones en el aparato urogenital inferior y en los MPP (Lieny cols. 2004). Durante los
partos, la repetida exposicion a lesiones traumaticas que padecen los nervios del piso pélvico
promoveria la aparicion de patologias asociadas a la experiencia reproductiva, como el prolapso
de visceras pélvicas (descenso de vejiga y vagina), partos distécicos (retencion del producto
durante el parto), vaginismo, incontinencia urinaria y fecal (salida involuntaria de orina y
excremento) (Pereira y cols. 2016). Patologias femeninas con altos porcentajes de prevalencia
y con impacto negativo en su calidad de vida. Para reducir estas afectaciones, se utilizan diversos
tratamientos, como la estimulacion eléctrica o electroestimulacion de los MPP y/o nervios (Aoki
y cols. 2017).

La eletroestimulacion de la raiz nerviosa sacra (principalmente S3) o de nervios
periféricos de la region lumbosacra son una opcién de tratamientos alternativos para pacientes
con vejiga hiperactiva (VH), incontinencia urinaria de urgencia (IlUU) y retencion urinaria no
obstructiva. Esta terapia puede suprimir sensaciones viscerales anormales, reflejos involuntarios
y restaurar el control voluntario, pero con reducidas probabilidades de éxito. Posiblemente, esto
se debe a que el mecanismo de accion no esta completamente comprendido, ni definido para

algun desorden del piso pélvico, en especifico (Ammi y cols. 2014).



1.1 Aparato urogenital inferior y musculatura estriada del piso pélvico femenino

El aparato urogenital inferior femenino esta constituido por los rifiones, la vejiga urinaria, la
uretra, los ovarios, las trompas de Falopio, el Gtero, la vagina y la vulva. Los 6rganos pélvicos
como la vagina, la vejiga urinaria y la uretra se encuentran en estrecha relacion anatomica con
musculatura estriada del piso pélvico. En conjunto estas estructuras actian como un sistema
complejo que requiere de un fino control nervioso para llevar a cabo funciones reproductivas
(copula, fertilizacion, gestacion y parto) y no reproductivas (continencia y expulsién de orina)
(Drakey cols. 2005).

La vagina es un conducto fibromuscular que se extiende desde el cuello uterino o cérvix
hasta la vulva. Anatdbmicamente, la pared anterior de la vagina esta relacionada con la base de
la vejiga urinaria y con la uretra (Drake y cols. 2005). Histologicamente, la vagina esta
compuesta por tres capas: la capa superficial formada por epitelio escamoso estratificado y
l&mina propia. La capa media esta constituida por musculatura lisa y la capa més externa, es la
adventicia formada por tejido conectivo, vasos sanguineos y nervios (De Landsheere y cols.
2013).

La vejiga urinaria y la uretra son un conjunto de estructuras interrelacionadas que
permiten el almacenamiento y la expulsion de la orina. La vejiga urinaria es un 6rgano muscular
donde se acumula la orina que llega por los uréteres y en ella permanece hasta su expulsion.
Presenta dos regiones: el cuerpo y el cuello vesical. En el cuerpo se almacena la orina y en el
cuello vesical se localiza el trigono, una estructura triangular donde desembocan los uréteres
(Quiroz 2004). El cuello vesical se une a la uretra, una estructura tubular que termina en el meato
urinario externo. Histolégicamente, la pared vesical esta constituida por tres capas: la serosa, la
muscular (musculo detrusor) y la mucosa. En la mujer, la vejiga urinaria se ubica sobre el piso
pélvico, dorsal al pubis y ventral al Gtero, el cérvix y la vagina (Davila y cols. 2006).

La uretra es un conducto fibromuscular que permite la continencia y la evacuacion de la
orina desde la vejiga urinaria hasta el meato uretral externo. La uretra femenina mide de tres a
cuatro centimetros de largo y es aproximadamente de cinco milimetros de diametro, comienza
en el meato uretral interno de la vejiga urinaria y termina en el meato uretral externo entre el
clitoris y la apertura de la vagina (DeLancey 2000). La pared uretral esta formada por tres capas:

la mucosa, la submucosa y la muscular. La mucosa es una capa de epitelio escamoso



estratificado. La submucosa estd constituida por tejido conectivo y un prominente plexo
arteriovenoso. El plexo vascular presenta vasos sanguineos orientados longitudinalmente con
abundantes arterias, grandes arteriolas y venas de paredes delgadas. Se cree que la abundante
red vascular contribuye en la formacion de un sello hermético a traves de la coaptacion de las
superficies de la mucosa para mantener el cierre uretral (DeLancey y Ashton-Miller 2004).
Finalmente, la capa muscular rodea el plexo vascular y esta constituida por musculatura lisa y
estriada. EI musculo liso estd constituido por una capa interior gruesa de fibras musculares
orientadas longitudinalmente que a su vez es rodeada por una capa delgada de fibras musculares
con orientacién circular. EI musculo liso comienza en el cuello vesical y se extiende a lo largo
de la uretra. Se sugiere que el musculo liso orientado de manera longitudinal acorta y aumenta
el didmetro de la luz uretral durante la expulsion de orina; mientras que la contraccion de la
musculatura lisa circular cierra el lumen uretral. La capa de musculatura lisa circular es mas
prominente en la region de la uretra media; sus fibras se entremezclan con las fibras circulares
de musculatura estriada interna del rabdoesfinter uretral (DeLancey y Ashton-Miller 2004,
Ashton-Miller & DeLancey 2007, Pipitone y cols. 2021).

La musculatura estriada relacionada con la uretra y relevante para el proceso de
continencia urinaria se denomina complejo esfintérico. Este complejo muscular esta constituido
por tres porciones, el rabdoesfinter uretral, el compresor uretral y el esfinter uretrovaginal. Estos
masculos son continuos y se extienden desde la base de la vejiga urinaria que se encuentra
dentro de la cavidad pélvica y contintan a través del hiato urogenital del diafragma pélvico para
extenderse alrededor de la vagina en la membrana perineal (Oelrich 1983, Hinata y Murakami
2014).

El masculo rabdoesfinter uretral rodea el lumen uretral formando un anillo circular con
apariencia de rafe en la linea dorsal media, encontrandose mas engrosado en el tercio medio de
la uretra. Sus fibras musculares estriadas estan dispuestas en una configuracién circular
rodeando el musculo liso de la pared uretral. Las fibras estriadas circulares internas se
entremezclan con una gran cantidad de tejido conectivo y fibras lisas circulares de la uretra
(Oelrich 1983, Thor y De Groat 2010). Para los humanos, el musculo rabdoesfinter uretral esta
compuesto principalmente por fibras tipo | (contraccion lenta) que son adecuadas para mantener

el tono constante y en menor proporcion fibras de tipo Il (contraccion rapida) (Rodriguez-Vega



y cols. 2005). Este arreglo es fundamental para la generacién de la presion intrauretral (PIU)
necesaria para mantener la continencia urinaria (Shefchyk 2002). Por lo tanto, la musculatura
lisa y estriada, asi como el tejido conectivo y vascular dentro del tejido uretral contribuyen a
mantener el cierre uretral (Pipitone y cols. 2021).

El compresor uretral y el esfinter uretrovaginal consisten en dos bandas delgadas de
masculo estriado que se arquean sobre la superficie anterior del tercio distal de la uretra,
adyacente a la membrana perineal. EI compresor uretral continua en el borde inferior del
rabdoesfinter uretral. Se origina a cada lado en la rama isquiatica y forma un arco en la pared
ventral de la uretra y rodea la parte distal. El esfinter uretrovaginal surge de la pared lateral de
la vagina y sus fibras se entremezclan ventralmente con el compresor uretral. Este mdsculo
rodea la parte distal de la uretra y parte de la vagina pélvica, por lo tanto, actia como un esfinter
uretral y vaginal (Jung y cols. 2012) (Figura 1).

Anillo trigonal

Trigono
urinario

4 Detrusor

Sinfisis pubica

Rabdoesfinter uretral

Esfinter uretrovaginal
£ Esfinter

= [ uretral

Compresor uretral \ distal

Figura 1. Organizacién anatomica del esfinter urogenital estriado. Localizacion anatdmica de sus tres
componentes: el rabdoesfinter uretral, el compresor uretral y el esfinter uretrovaginal. Este complejo muscular
contribuye en la generacién de la presion uretral y vaginal necesaria para mantener la continencia urinaria (tomado
de Haab y cols. 2001).



La contraccion del compresor uretral y esfinter uretrovaginal contribuyen al aumento de
laPIU y la presion intravaginal (P1V) para prevenir la fuga de orina durante aumentos repentinos
de presion intra-abdominal. EI funcionamiento apropiado de la uretra depende de la integridad
anatomica y fisiologica de sus componentes estructurales, incluida la musculatura estriada del
esfinter urogenital estriado y los MPP. Ambos complejos musculares son necesarios para la
generacion de PIU y PIV (Oelrich 1983).

Los MPP estan constituidos fundamentalmente por el elevador del ano o levator ani
(LAN) gue consta de tres musculos (pubococcigeo, iliococcigeo y puborectalis) y el coccigeo
(Ashton-Millaer y DelLancey 2007). ElI mdsculo pubococcigeo (Pc) también llamado
pubovisceral se origina en la parte posterior del hueso pubico y en la porcion anterior del arco
tendinoso (estructura densa de tejido conectivo que corre desde la rama pubica a la espina
isquiatica a lo largo de la superficie del musculo obturador interno) y se inserta en el ligamento
anococcigeo y el coccix. ElI masculo iliococcigeo se origina en la parte posterior del arco
tendinoso y espina isquiatica y se inserta a lo largo del rafe anococcigeo y el céccix. EI musculo
puborectalis se origina en la sinfisis pubica, sus fibras pasan por detras del recto y forman un
anillo alrededor de la vagina, el recto y el cuerpo perineal. Este musculo promueve el cierre del
hiato urogenital (espacio entre la musculatura estriada del LAN a traves de la cual pasa la vagina,
la uretra y el recto) y contribuye en la continencia (Drake y cols. 2005). Finalmente, el musculo
coccigeo atraviesa la cavidad pélvica como una hamaca en posicién dorsal respecto al LAN. Se
inserta en la cara interna y bordes de la espina ciatica y en el ligamento sacrociatico por fuera 'y
en el borde del cdccix por dentro (Barber 2004) (Figura 2). El tipo de fibras de estos musculos
estriados son predominantemente de contraccion lenta (tipo 1) y en menor proporcion de
contraccion rapida (tipo I1) (Morrison 2001). La contraccion voluntaria de los MPP mantiene
cerrado el hiato urogenital comprimiendo la vagina, la uretra y el recto hacia el hueso pubico,
elevando asi los 6rganos pélvicos. Esto es importante para evitar pérdidas involuntarias de orina
cuando un individuo realiza algun esfuerzo fisico como el toser, reir o estornudar, debido a que
se incrementa repentinamente la presion intra-abdominal, a este reflejo se le denomina guardian
(Shefchyk 2002). Por lo tanto, la contraccion de los MPP contribuye a incrementar la PIU y la
PIV (Teleman y Mattiasson 2007). Ademas, los MPP participan en la respuesta sexual debido a

que la distension vaginal produce que los masculos se contraigan y faciliten el acto sexual



denominandose el reflejo vagino-levator. Por lo tanto, los MPP participan en funciones
reproductivas (cépula y parto) y no reproductivas (continencia y expulsion de orina) (Shafik
1995).

Musculo obturador interno

Arco tendinoso Musculo
coccigeo
Conducto obturador

Ligamento

Musculo S
sacroespinoso

iliococcigeo

Elevador Musculo Abertura anal

del ano pubococcigeo

Musculo
puborrectal

Figura 2. Diafragma pelviano. Vista lateral de los musculos del elevador del ano y el misculo coccigeo. Estos
musculos estriados forman una especie de hamaca, entre el pubis en la parte anterior de la pelvis y el coccix en la
parte posterior (Drake y cols. 2005).

En la parte caudal de la cavidad pélvica y fuera de la pelvis se localiza la region perineal,
donde desemboca la vagina, la uretra, el ano, los genitales externos y los musculos estriados
perineales como el musculo bulboesponjoso (mBe) y el isquiocavernoso (Isc). Ambos musculos
funcionan como sostén de la parte distal de la vagina y uretra (Drake y cols. 2005). EI misc se

origina en la tuberosidad y rama isquiatica y se inserta en el clitoris. Este masculo cubre la



porcion superior de los labios en la vulva femenina rodeando la crura del clitoris. EI mBe se
origina en el centro tendinoso del periné y se inserta en los cuerpos cavernosos del clitoris. La
contraccion de sus fibras ejerce presion sobre la region distal de la vagina y se mantiene

constante durante un estornudo o durante un esfuerzo fisico (Drake y cols. 2005) (Figura 3).

Musculo bulboesponjoso
Musculo isquiocavernoso

Musculo transverso
superficial del periné

Centro
tendinoso
del periné

Musculo elevador del ano

Esfinter externo del ano

Figura 3. Musculos estriados perineales. Vista ventral de la regién perineal femenina y los misculos estriados
perineales. EI misc rodea el clitoris y el mBe rodea la entrada de la vagina (Drake y cols. 2005).

Los musculos perineales se contraen reflejamente en respuesta a la estimulacion
mecanica de la vagina. Esta respuesta se ha denominado el reflejo vaginocavernoso y se ha
propuesto que la contraccion de los musculos participa en la ereccién del clitoris y reduce el
diametro vaginal durante el apareamiento facilitando la respuesta sexual. Durante el parto,
pueden prevenir que la cabeza del feto se deslice rapidamente del cérvix hacia el exterior
evitando asi el desgarramiento de la entrada vaginal (Shafik 1993). También, se ha propuesto
gue los musculos perineales incrementan la PIV y reducen el didmetro vaginal para prevenir el
prolapso uterino durante repentinos aumentos de presion intra-abdominal (Shafik y cols. 2002).
Ademas, facilitan la expulsion de orina, posiblemente como parte del reflejo uretro-vesical



donde las aferentes uretrales activadas por el paso de orina a través de la uretra desencadenan la
actividad sincronizada de los musculos perineales promoviendo la contraccion vesical (Shafik
y cols. 2007).

La region pélvica femenina es un sistema complejo constituido por visceras del aparato
urogenital y musculatura estriada pélvica y perineal con su respectiva inervacion. La relacion
anatémica entre los 6rganos pélvicos y la musculatura estriada requiere de un fino control
nervioso para llevar a cabo funciones reproductivas y urinarias. Los musculos pélvicos y
perineales desempefian un importante papel en el soporte y funcionamiento del aparato
urogenital en hembras de varias especies de mamiferos, incluidas las mujeres. En funciones
como la miccidn, la actividad de la musculatura estriada del piso pélvico se encuentra regulada

por el sistema nervioso somatico y autonémico (Baber 2005, Birder y cols. 2010).

1.2 Inervacion del aparato urogenital inferior y de la musculatura estriada del piso pélvico
La inervacién del aparato urogenital inferior y de la musculatura estriada del piso pélvico se
origina en los segmentos toracicos y lumbosacros de la médula espinal. Las vias aferentes y
eferentes viajan principalmente por tres nervios: el hipogastrico, el pélvico y el pudendo. Estos
nervios representan importantes vias en el control nervioso de diversos procesos fisiologicos
como la continencia y expulsion de orina (de Groat y cols. 2015).

La vagina rostral y el cérvix reciben control nervioso del plexo Uterovaginal, mientras
que la porcidén caudal se encuentra bajo control del plexo hipogastrico inferior o plexo vaginal,
y del nervio pudendo. La uretra se encuentra inervada por el nervio hipogastrico y el nervio
pudendo; mientras que la vejiga urinaria recibe inervacion del nervio pélvico (de Groat y cols.
2015).

El nervio hipogastrico se origina en la décima toracica y segunda vertebra lumbar (T10-
L2) de la médula espinal. Las neuronas preganglionares simpaticas hacen sinapsis en los
ganglios paravertebrales, prevertebrales (ganglio mesentérico inferior y ganglio pélvico mayor)
0 paraviscerales con las neuronas postganglionares simpaticas. Estos axones inervan la base de
la vejiga urinaria y la uretra. Durante el almacenamiento de la orina, las neuronas
posganglionares simpéticas liberan noradrenalina que activa los receptores 33 adrenérgicos para

relajar el musculo detrusor de la vejiga urinaria y a su vez activa los receptores al adrenérgicos



para contraer el masculo liso del cuello vesical y de la uretra con la finalidad de contribuir al
cierre uretral. Asimismo, los elementos vasculares de la uretra como el plexo arteriovenoso
localizado en el interior de la submucosa uretral contribuyen en la formacién de un sello
hermético para ocluir el lumen uretral (Ashton-Miller y DeLancey 2007).

El nervio pélvico se origina en los segmentos sacros (S2-S4) de la médula espinal. Sus
neuronas preganglionares parasimpaticas hacen sinapsis en el ganglio pélvico mayor, en los
ganglios vesicales e intramurales de la uretra con las neuronas postganglionares parasimpaticas.
Sus axones inervan el muasculo liso (detrusor) de la vejiga urinaria. Durante la expulsion de
orina, las neuronas posganglionares parasimpaticas liberan acetilcolina (Ach) para estimular los
receptores muscarinicos y que promueven la contraccion del musculo detrusor. El inicio de la
expulsion de la orina requiere de la contraccion vesical en coordinacion con la relajacion de la
musculatura lisa del cuello vesical y de la uretra, asi como del rabdoesfinter uretral y de los MPP
(Fowler y cols. 2008, de Groat y cols. 2015).

El nervio pudendo se origina principalmente de las raices nerviosas sacra (S2-S4). El
tronco principal del nervio pasa detras del ligamento sacroespinoso en la parte ventral del
musculo coccigeo y sobre la espina isquiatica a través del foramen ciatico menor para dirigirse
a través del canal pudendo en la superficie lateral del masculo obturador interno. Antes de salir
del canal pudendo se divide en tres ramas principales: el nervio rectal inferior (que inerva el
esfinter externo del ano y la piel perineal), el nervio perineal (que inerva el rabdoesfinter uretral,
el mBe, el mlsc, el musculo perineal transverso superficial y la piel de los labios vaginales) y el
nervio dorsal del clitoris. Las ramas del nervio perineal son mas superficiales que el nervio
dorsal del clitoris y en la mayoria de los casos viaja sobre la superficie de la musculatura perineal
(Barber y cols. 2002, Thor y de Groat 2010) (Figura 4).

Las motoneuronas del musculo rabdoesfinter uretral se localizan en la asta ventral de la
sustancia gris de la médula espinal sacra especificamente en el nicleo Onuf. Sus axones liberan
Ach que promueve la contraccion de los musculos perineales al activar los receptores
nicotinicos. La contraccion del musculo rabdoesfinter es fundamental para el cierre uretral
durante la continencia urinaria (Shefchyk 2002). Dado que el nervio pudendo se compone de
algunas aferentes uretrales, genitales y cutaneas, se puede activar reflejamente el rabdoesfinter

por estimulacion eléctrica de sus aferentes para desencadenar el reflejo guardian. Por lo tanto,

10



la estimulacion del nervio dorsal del clitoris inhibe la contraccion vesical. Por otra parte, el paso
de orina a través de la uretra estimula mecanorreceptores ubicados en la pared uretral que envian
la informacion sensorial a través de sus aferentes a la médula espinal. La informacidn eferente
somatica es enviada a través del nervio pudendo para contraer reflejamente el misc y el mBe

favoreciendo un eficiente vaciamiento vesical (Peng y cols. 2008).

A B
Pudendal Nerve

Nervio dorsal del clitoris

Ramos motores

Nervio labial posterior

Nervio perineal

Nervio p

Nervio rectal inferior

Figura 4. Anatomia del nervio pudendo en la mujer. A) Dibujo de una vista posterior de los muasculos de la cadera
gue muestran el trayecto del nervio pudendo (PN) desde las raices nerviosas sacra (S2-S4) a través de la superficie
lateral del masculo gemelo superior (SG) y el musculo obturador interno (Olm) a través del canal pudendo (PC) y
su ramificacion en el nervio rectal inferior (IRN) y el nervio perineal (PeN). P, musculo periforme; STL, ligamento
sacrotuberoso; SSL, ligamento sacroespoinoso; S, nervio ciatico; EAS, esfinter anal externo; 1G, musculo gemelo
inferior. B) Vista ventral de la trayectoria de las tres principales ramas del nervio pudendo (Drake y cols. 2005,
Thory de Groat 2010).

Los musculos estriados del LAN estan inervados por el nervio levator ani. Este nervio
se origina principalmente de las raices espinales sacras (S3-S5) y viaja a lo largo de la superficie
intrapélvica de los musculos del LAN con un alto grado de variabilidad en los patrones de
ramificacion. Sus motoneuronas se encuentran ubicadas en la asta ventral de la sustancia gris de
la médula espinal sacra. Durante el almacenamiento de la orina, el LAN se contrae para
incrementar la PIU durante incrementos repentinos de presion intra-abdominal. La integridad
de esta via asegura la continencia urinaria (Barber y cols. 2002, Thor y DeGroat 2010) (Figura
5).
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Figura 5. Anatomia del nervio LAN en la mujer. Dibujo sagital de la superficie medial del piso pélvico de la mujer
gue muestra el curso del nervio LAN desde las raices sacras (S3-S5) a través de la superficie interna del musculo
coccigeo (Cm), iliococcigeo (ICm), puborectalis (PRm) y el pubococcigeo (PCm). S, sacro; C, coccix; IS, espina
isquiatica; Olm, musculo obturador interno; U, uretra; V, vagina; R, recto (Tomado de Thor y DeGroat 2010).

La informacion antes mencionada muestra que la inervacion del aparato urogenital y de
la musculatura estriada del piso pélvico involucra una compleja red de vias nerviosas que
sustentan la activacién de reflejos de diversos tipos que participan en el control de funciones
urinarias. Sin embargo, la relacion anatdmica del aparato urogenital y la musculatura estriada
asociada, procesos reproductivos como las multiples gestaciones y partos pueden dafiar dichas
estructuras, asi como su inervacion (Memon y Handa 2014). Diversos estudios epidemioldgicos
en mujeres han asociado el parto como uno de los principales factores que causa dafio a la

musculatura estriada del piso pélvico y su inervacion (Pereira y cols. 2016).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Efecto de la multiparidad sobre la musculatura estriada del piso pélvico y su inervacion
La multiparidad se considera como la experiencia reproductiva que incluye, al menos, dos
copulas, gestaciones, partos y lactancias. Los periodos de gestacion, numero de partos y
fluctuacion hormonal en el ciclo de vida femenino pueden dafiar el complejo de musculos
estriados del piso pélvico (MPP) relevantes para la generacién de la PIU y la PIV (Memon y
Handa 2014, Pereira y cols. 2016).

Durante la gestacion ocurren cambios hormonales y biomecanicos, como el incremento
de peso y tamafio del feto, en las Ultimas semanas de gestacion puede causar dafio a los
componentes del piso pélvico, como la musculatura y su inervacién. Mecanicamente, los MPP
estdn sometidos a presion continua y prolongada debido al agrandamiento del utero,
especialmente, en el tercer trimestre de gestacion. El incremento en la presion intraabdominal
resulta en la compresion y tension de los MPP, lo que afecta su integridad conlleva a la ruptura
de algunas fibras musculares y nerviosas (Ashton-Miller y DeLancey 2009). Asimismo, el
aumento o disminucion de las concentraciones hormonales afecta la composicion bioquimica
de la matriz extracelular de cada uno de los componentes del piso pélvico. Los mecanismos de
remodelacion conducen a cambios en la organizacion, orientacion y diametro de las fibras de
colageno, tales modificaciones pueden afectar las propiedades viscoelasticas de la pared vaginal
y de los MPP. Si se debilitan los MPP, la vagina y los ligamentos de soporte que mantienen a la
vejiga urinaria se modifica la posicion anatdbmica de este drgano lo que provoca una mayor
presion sobre ella (Rahn y cols. 2008).

Durante la segunda fase de parto, las fibras musculares y/o nervios del piso pélvico se
distienden longitudinalmente para permitir el descenso progresivo de la cabeza del feto, a través
del canal vaginal. De manera que, si la segunda fase de trabajo de parto se prolonga causa dafio
a los MPP y a su inervacion (Yan y cols. 2015). Para identificar la relacion entre el periodo de
distension o estiramiento maximo de los MPP; Lien y cols. (2004) desarrollaron un modelo
geométrico en 3D de los MPP, esto con el fin de predecir su estiramiento maximo durante la
segunda fase del parto. Se determind que el estiramiento de los MPP es proporcional al tamafio

de la cabeza del feto y se encontr6 que el musculo pubovisceral se somete a un gran estiramiento
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durante el parto. Por lo tanto, parece estar en mayor riesgo de sufrir lesion muscular y nerviosa.
También se utilizd6 un modelo geométrico para predecir el estiramiento de los nervios que
inervan los MPP, la uretra y el esfinter anal durante la segunda etapa del parto. Los resultados
mostraron gque la rama rectal inferior exhibe una tension maxima del 35%, la tension de la rama
del nervio perineal, que inerva el esfinter anal, alcanz6 el 33% mientras que las ramas que
inervan los labios posteriores y el esfinter uretral alcanzaron valores del 15% y 13%
respectivamente. Concluyéndose que el nervio que inervan el esfinter anal se estira mas alla de
su umbral de tension (15%) que se sabe causa dafio permanente en el nervio. Tal distension
excede el limite fisioldgico que los tejidos pueden sostener predisponiéndolos a lesién muscular
y nerviosa (Lien y cols. 2005).

Diversos estudios en mujeres han asociado el parto como uno de los principales factores
que causa denervacion de los MPP. El parto vaginal se asocia con dafio al nervio pudendo de
forma parcial o por ruptura total. Estudios electromiograficos han demostrado que el parto
provoca un incremento en la duracién de la latencia terminal motora (LTM) del nervio pudendo
en el 42% de las mujeres después de 48-72 horas postparto (Snooks y cols. 1985, Snooks y cols.
1990). Sin embargo, a los 2 meses postparto la duracién de la LTM regreso a sus valores
normales en sélo el 60% de las mujeres (Snooks y cols. 1990). En otro estudio se encontro
evidencia de denervacion parcial de los MPP con consiguiente reinervacion en el 80% de las
mujeres después 6 meses postparto. Para algunas mujeres, el grado de denervacion puede ser
leve, pero en otras hay dafio severo que puede estar asociado con la pérdida de control del
esfinter uretral. El dafio al nervio pudendo puede dar lugar a la desmielinizacion las fibras
nerviosas hasta su ruptura axonal. Dado su ubicacion anatomica superficial en la pelvis
femenina, el nervio pudendo esté en riesgo de sufrir dafio durante el parto (Allen y cols. 1990).
La lesion por aplastamiento y estiramiento del nervio pudendo se ha reportado del 38-42% de
los partos vaginales (Fitzpatrick y cols. 2003). De hecho, se ha propuesto que el nervio pudendo
se alcanza a lesionar durante todo el curso del parto ya sea por seccion en la unién
neuromuscular, estiramiento excesivo del plexo lumbosacro o por su aplastamiento en el interior
del canal de Alcock (Jozwik y J6zwik 2001).

Varios estudios informan que entre el 20-26% de las mujeres muestran lesiones

importantes en los MPP despues del parto vaginal. Mediante resonancias magnéticas se ha
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demostrado que los MPP puede dafarse unilateral o bilateralmente. El dafio puede incluir
desprendimiento de los componentes musculares individuales en su insercion o a lo largo de las
paredes laterales de la pelvis. Este tipo de dafio es asociado con el debilitamiento de los MPP
que comprende dafio nervioso, isquemia local, distension muscular o desgarro de las fibras
musculares (DeLancey y cols. 2003, Dietz y Wilson 2005, DeLancey y cols. 2008). La lesion
por avulsion de los MPPse ha reportado entre el 13-36% de los partos vaginales (Cyr y cols.
2017).

De acuerdo con la literatura, la fuerza muscular de los MPP disminuye
proporcionalmente con el nimero de partos. Hwang y cols. (2019) evaluaron la fuerza muscular
del piso pélvico a través de perineometria. Sus resultados mostraron que mujeres multiparas
(tres partos) desarrollaron menor fuerza muscular comparado con mujeres primiparas (22.31 vs
43.82 cmH>0, respectivamente). En otro estudio, también se demostro que mujeres nuliparas
desarrollan mayor fuerza muscular (31.58 cmH20) que mujeres multiparas (26.28 cmH-0).
Incluso se reportd que el riesgo de presentar 1U en el tercer mes postparto es 1.41 veces mayor
en mujeres que tuvieron un bebe con un peso > 3,800 Kg (Gilimiissoy y cols. 2021). La fuerza
muscular del piso pélvico puede disminuir tras cambios hormonales y anatémicos que facilitan
alteraciones masculo esqueléticas que podrian conducir a padecer 1U (Soave y cols. 2019). Con
base en estos hallazgos, se investigd la asociacion entre la fuerza muscular del piso pélvicoy la
incidencia de DPP después del parto. Mujeres con al menos un parto vaginal y con una fuerza
muscular méxima <20 cmH.0 presentan mayor incidencia de desordenes del piso pélvico (DPP)
incluyendo prolapso de 6rganos pélvicos (POP), VH e incontinencia urinaria de esfuerzo (IUE)
(Blomquist y cols. 2020). La lesiébn mecanica del sistema de soporte del piso pélvico, la
denervacidn, la lesion por isquemia y la remodelacion del tejido conectivo son algunos de los
mecanismos que subyacen a la disfuncion del piso pélvico. Estudios transversales también han
encontrado una asociacién entre la IU y cambios en la fuerza muscular del piso pélvico
(Thompson y cols. 2006).

La multiparidad conduce a lesiones musculares y nerviosas repetidas que afectan la
fuerza muscular del piso pélvico predisponiendo a las mujeres a desarrollar DPP tales como la
IU. Esta patologia es un problema de salud publica importante que deteriora significativamente

la calidad de vida de quien la padece y representa un alto costo para la sociedad (Coyne y cols.
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2014). La prevalencia reportada en algunos paises de Europa, Asia, Africa y América varia del
19-30% y se incrementa considerablemente con la edad (Ebbeseny cols. 2013, Mostafaei y cols.
2020). En México existen pocos estudios sobre la prevalencia de 1U y hasta el momento no se
ha estimado su impacto a nivel socioeconémico. Los estudios mas recientes han reportado una
prevalencia del 14-50% y se han limitado a pocas areas geograficas del pais como Jalisco,
Veracruz, Tlaxcala, Hermosillo y Ciudad de México (Cuevas-Romero y cols. 2017, Garcia-
Pérez y cols. 2018, Giraldo-Rodriguez y cols. 2019).

Actualmente existen varias opciones de tratamientos para los diferentes tipos de 1U.
Inicialmente, se eligen modalidades de tratamiento no invasivos (cambios en el estilo de vida,
entrenamiento vesical, entrenamiento de los MPP o ejercicios de kegel y el tratamiento
farmacoldgico) seguido de tratamientos invasivos (quirtrgico y electroestimulacién) (Aoki y
cols. 2017, Booth y cols. 2018, Lukacz y cols. 2017). A continuacion, describiremos los

diferentes tratamientos de electroestimulacion.

2.2 Tratamientos de electroestimulacion

La electroestimulacién es una terapia alternativa a las tradicionales terapias (fisioterapéuticas,
farmacoldgicas y quirtrgicas) cuando estas resultan ineficientes para tratar disfunciones
urinarias, incluyendo sindrome de urgencia-frecuencia, urgencia urinaria, retencién urinaria no
obstructiva e IUU. La electroestimulacion de raices nerviosas sacra o de nervios periféricos
(tibial y pudendo) que se originan en los segmentos lumbosacros de la médula espinal son
opciones terapéuticas actualmente disponibles (Goldman y cols. 2018). El objetivo de la
electroestimulacion es suprimir las sensaciones viscerales anormales y los reflejos involuntarios
para restaurar el control voluntario. Aunque el mecanismo de accién no es completamente
comprendido, su efecto parece estar mediado por la estimulacion de fibras aferentes somaticas
A-B (mecanorreceptores) que inhiben las sensaciones viscerales anormales y los mecanismos
motores involuntarios para mejorar y restaurar la miccion (de Groat y Tai 2016, Gill y cols.
2017). Este tratamiento ofrece procedimientos menos invasivos y reversibles en comparacion a
los tratamientos quirurgicos disponibles. Dependiendo del tipo de estimulacion se ha evaluado

su efecto a corto y mediano plazo (Weissbart y cols. 2018).
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2.2.1 Electroestimulacion de la raiz nerviosa sacra

En 1997, la electroestimulacion sacra fue aprobada por la Food and Drug Administration (FDA)
como un tratamiento para IUU y posteriormente para sindrome de urgencia-frecuencia y
retencion urinaria no obstructiva en 1999. Actualmente, es una opcién terapéutica ampliamente
aceptada en el campo de la urologia con datos clinicos a corto y mediano plazo. Se estima que
aproximadamente méas de 250,000 pacientes con DPP han recibido este tratamiento durante los
ultimos 20 afios (Goldman y cols. 2018). El procedimiento quirargico se realiza en dos etapas:
la primera etapa, consiste en la colocacion de un electrodo a lo largo de una raiz nerviosa sacra
(usualmente sacro 3, S3) con subsecuente conexion a un neuroestimulador externo llamado
Interstim® (Medtronic, Minneapolis, MN). Este estudio tuvo la finalidad de evaluar la eficacia
de la estimulacién sacra durante un periodo minimo de 14 dias (Vaganée y cols. 2019). Los
parametros de estimulacién eléctrica usualmente aplicados para este tratamiento son: una
amplitud de 2V, frecuencias bajas (10-20 Hz) y un ancho de pulso de 180-210 ps. Los
pardmetros de estimulacion son determinados con base a las respuestas motoras (contraccion
visual del hallux y de los MPP) y sensoriales (sensacion de hormigueo del area perineal) de cada
uno de los pacientes (Hoeny cols. 2017). Durante esta etapa, se ha reportado un éxito terapéutico
del 57-80% y, solamente, los pacientes que presentan una disminucion >50% en episodios de
IUU por dia son candidatos a la segunda etapa del procedimiento quirdrgico. La segunda etapa
consiste en la implantacion de un neuroestimulador en el plano subcutaneo del cuadrante
superior externo del glateo para proporcionar estimulacién continua a largo plazo (Siegel y cols.
2018, Noblett y cols. 2018, Zhang y cols. 2019) (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de las etapas del procedimiento quirGrgico para la electroestimulacion sacra.
A) La primera etapa (estimulacion aguda) consiste en la colocacion de un electrodo a lo largo de una raiz nerviosa
sacra para seleccionar a los pacientes adecuados para el tratamiento. B) La segunda etapa consiste en la
implantacidon del neuroestimulador Interstim® (Medtronic, Minneapolis, MN) en el plano subcuténeo del cuadrante
superior externo del gliteo. C) Colocacion optima del electrodo en la porcion medial y superior del foramen S3
con subsecuente conexidn al neuroestimulador implantado (Siegel y cols. 2018).

El ensayo InSite es un estudio clinico prospectivo, aleatorizado y multicéntrico que
evalud la eficacia y seguridad de la electroestimulacién sacra a mediano plazo. Durante un
seguimiento de 5 afios se report6 una tasa de éxito terapéutico entre el 61-82% (Siegel y cols.
2016, Siegel y cols. 2018).Al final del estudio, el 64% de los pacientes presentd una disminucion
significativa en los episodios de IUU por dia de 3.1+2.7 a 1.7£2.1 y solo el 38% presentd
continencia urinaria. En pacientes con urgencia-frecuencia, el éxito terapéutico fue del 57%. En

este estudio se reportd una reduccion significativa en el nUmero promedio de vaciamientos por
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dia (12.6+4.5 a 4.4+4.4 veces al dia). En general, los pacientes también presentaron una mejoria
significativa en la calidad de vida, la funcidn sexual y en el dolor pélvico. Sin embargo, los
eventos adversos mas comunes fueron un cambio indeseable en la estimulacion (22%), dolor en
el sitio de implantacion (15%) e ineficacia (13%). Ademas, se informaron multiples
intervenciones quirdrgicas debido a revision, eventos adversos, por reemplazo o retiro
permanente de cualquier componente del neuroestimulador. En el 30.9% de los pacientes se
intervino quirdrgicamente por un evento adverso y en el 33.5% para reemplazar la bateria del
neuroestimulador. La tasa de retiro permanente de cualquier componente del neuroestimulador
fue del 19.1%. La razdn principal fue debido a un evento adverso o por pérdida de eficacia.
Cabe resaltar que el 33.5% de las intervenciones quirurgicas se realizaron por falta de eficacia
después de la implantacion del neuroestimulador (Noblett y cols. 2017, Siegel y cols. 2018).

Los estudios clinicos a largo plazo son escasos y aungue algunos pacientes se benefician
del tratamiento durante la primera etapa no todos presentan el mismo beneficio terapéutico
después de la implantacion del neuroestimulador. Ismail y cols. (2017) demostraron que la
estimulacion sacra fue exitosa solo en el 63% (20/32 pacientes), después de un seguimiento
promedio de 9.7 afios (rango 4.7-12). Sin embargo, el 56% de los pacientes informd 1U en su
ultima visita. No obstante, el nGmero promedio de toallas usadas por dia disminuyé de 4.1 a 1.8.
En cambio, la eficacia eventualmente disminuyd en el 38% después de una media de 4.3 afios.
El 47% de los pacientes requirié cirugias de revision para el cambio de la bateria o por
disfuncion del neuroestimulador (81.8%), desplazamiento del electrodo (9.1%), desplazamiento
del neuroestimulador (4.5%) e implantacion bilateral del electrodo por disminucion de la
eficacia (4.5%).

Desde su aprobacion, la electroestimulacion sacra ha presentado un importante
refinamiento en algunos aspectos tecnoldgicos y quirargicos para disminuir su invasividad y
mejorar su eficacia. Sin embargo, ha carecido de innovacién tecnoldgica, vista en otros tipos de
electroestimulacion (Spinelli y cols. 2005, Zhang y cols. 2019). Desde el 2006, el
neuroestimulador Interstim® es el Unico dispositivo aprobado por la FDA para su uso clinico
en este tratamiento. Este dispositivo contiene una bateria no recargable con una vida Gtil limitada

de 3-5 afios dependiendo de la configuracién de los parametros de estimulacion. A largo plazo,
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el reemplazo frecuente de la bateria incrementa los costos de atencion meédica y compromete el
éxito terapéutico del tratamiento (Figura 7A) (Noblett y cols. 2017).

Las limitaciones tecnologicas y los eventos adversos relacionados con el
neuroestimulador Interstim® condujeron al desarrollo del primer neuroestimulador
miniaturizado recargable llamado Axonics® (Modulation Technologies, Inc. Irvine, CA). Este
dispositivo es 60% maés pequefio comparado con el Interstim® y su bateria tiene una vida Util
estimada de 15 afios. En junio del 2016 obtuvo aprobacion en Europa, Canada y Australia para
comenzar con pruebas clinicas posteriores a su comercializacion (Figura 7B) (Cohn y cols.
2017, Elterman 2018). El estudio prospectivo multicéntrico RELAX-OAB fue disefiado para
evaluar la eficacia y seguridad del primer neuroestimulador recargable durante 12 meses. El
81% (26 de 32 pacientes) presentd una disminucion significativa en el nimero de episodios de
IUU por dia (8.3+0.8 vs 5.3+£0.9) y el 23% presentd continencia. EI 71% de los pacientes con
frecuencia urinaria disminuyeron los vaciamientos por dia de 14.3+1.1 a 8+0.47. En este estudio
clinico también se reportaron eventos adversos relacionados con el minineuroestimulador
recargable similar al neuroestimulador Interstim®. Los eventos adversos mas comunes fueron
estimulacion incomoda, dolor e infeccidn en el sitio de implantacion y migracion del electrodo.
Al 4% de los pacientes les fue retirado el neuroestimulador debido a una infeccion o por pérdida
de eficacia. Sin embargo, es necesario realizar un seguimiento a largo plazo para validar la
longevidad del nuevo neuroestimulador recargable y su impacto en los costos de atencién
médica (Blok y cols. 2018, Blok y cols. 2019).

Aunque la electroestimulacion sacra es un tratamiento ampliamente aceptado en Europa
y Estados Unidos. En México continda siendo una terapia novedosa y con pocos estudios
clinicos a corto y mediano plazo. El éxito terapéutico y los eventos adversos reportados son
similares a lo reportado en estudios clinicos internacionales pero su implementacion en México
aun es limitada y puede estar asociada a los costos de atencién médica (Pelayo-Nieto y cols.
2014). El primer caso de electroestimulacion sacra en México fue publicado en el 2009. En este
estudio se presento el caso clinico de una mujer de 73 afios con IU grave de cinco afios de
evolucion. La frecuencia diurna (10 a 6 eventos por dia), la frecuencia nocturna (3 a 1 eventos
por dia), la urgencia urinaria (10 a 0 eventos por dia) y la IU (4 a 1 episodios por dia)

practicamente desaparecieron después de dos semanas de estimulacion (Sucar-Romero y cols.
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2009). El estudio mas reciente reporté una mejoria mayor al 65% en los episodios de 1U, en la
frecuencia miccional, el volumen de vaciamiento y en la calidad de vida después de 6 meses de
estimulacion cronica. Lamentablemente, el 71% de los pacientes manifiestd eventos adversos y
el 17% presentd peérdida temporal de su eficacia. Finalmente, en el 4.8% de los pacientes se
retir6 el neuroestimulador por complicaciones relacionadas con los eventos adversos

(Cervantes-Palma y cols. 2019).
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Figura 7. Dispositivos actualmente disponibles para la electroestimulacion sacra. A) Neuroestimulador Interstim
11® (Medtronic, Minneapolis, MN). Contiene una bacteria con una duracion limitada de aproximadamente 3-5 afios
dependiendo de la configuracion de los parametros de estimulacion. B) Neuroestimulador miniaturizado recargable
Axonics Modulation Technologies, Inc. (Irvine, CA). Este dispositivo es aproximadamente 60% mas pequefio
comparado con el neuroestimulador Interstim 11® (5.5 cm?® vs 14 ¢cm?). Contiene una bateria recargable con una
duracién estimada de 15 afios (Elterman 2018).

2.2.2 Electroestimulacion del nervio tibial

El nervio tibial es una rama distal del nervio ciatico que se origina de las raices nerviosas de
lumbar 4 y sacro 3 (L4-S3). Este nervio es considerado una opcion viable para la
neuroestimulacion, porque se origina de los mismos segmentos espinales que proveen
inervacion somatica y autondmica al piso pélvico. La electroestimulacion del nervio tibial es un
tratamiento minimamente invasivo, de bajo costo y con pocos eventos adversos en comparacion

a otros tipos de estimulacion. Esta terapia fue aprobada por la FDA en el afio 2000 como un
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tratamiento para pacientes con IUU. Actualmente, la estimulacion del nervio tibial puede
realizarse de manera percutanea, transcutanea y con la implantacion de un neuroestimulador
cercano al nervio tibial. Los pardmetros de estimulacion eléctrica aplicados para esta terapia
son: una amplitud maxima de 9 mA, 20 Hz y un ancho de pulso de 200 ps, cada sesidn con una
duracién de aproximadamente 30 minutos. La mayoria de los protocolos de estimulacion
sugieren una sesion por semana, durante 12 semanas y seguido de sesiones menos frecuentes
para mantener la eficacia del tratamiento (Pincus y cols. 2019).

La estimulacién percutanea del nervio tibial (EPNT) consiste en la insercion de una aguja
de acupuntura de acero inoxidable (calibre 34) cefalica al maléolo medial del tobillo cerca del
nervio tibial, mientras que un electrodo de superficie esta a tierra mediante su adhesion en el
borde interno de la superficie plantar del mismo pie. Para este tipo de estimulacion generalmente
se utiliza un generador de pulso externo de bajo voltaje (9V) conocido como Urgent® PC
(Uroplasty Inc., Minneapolis, MN). Diversos ensayos controlados, aleatorizados y
multicéntricos han evaluado la eficacia y seguridad de la EPNT. Estos estudios han reportado
un éxito terapéutico del 55-77% durante 3 afios. Los episodios de 1UU por dia disminuyeron
significativamente y la calidad de vida mejord, considerablemente, desde el inicio de la terapia
hasta los 36 meses de estimulacion (Peters y cols. 2010, Peters y cols. 2013). La naturaleza
minimamente invasiva de la terapia es la caracteristica mas atractiva para su eleccion. Sin
embargo, solo el 57% de los pacientes continGa con el tratamiento después de las 12 sesiones
de estimulacién inicial y mas del 40% abandona el tratamiento debido a razones logisticas y
eventos adversos. A largo plazo algunos pacientes abandonan el tratamiento debido a falta de
interés o dificultades para asistir frecuentemente a un consultorio medico para recibir el
tratamiento. Los eventos adversos reportados son: hematomas, dolor, sangrado e inflamacion
en el sitio de estimulacion y poca o ninguna mejoria (Salatzki y cols. 2019, te Dorsthorst y cols.
2020). Estos aspectos han contribuido al desarrollo de procedimientos menos invasivos para la
estimulacion del nervio tibial.

La estimulacion transcutanea del nervio tibial (ETNT) es una alternativa comoda y
factible que puede ser aplicada por la paciente sin necesidad de realizar visitas frecuentes a un
consultorio médico. descripcion de la técnica Los pardmetros de estimulacion eléctrica

aplicados son: una amplitud de 15-27 mA, frecuencias bajas (10-20 Hz) y un ancho de pulso de
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200-250 ps, cada sesion con una duracion de 20-30 minutos. Generalmente se aplica una sesion
diariamente o de 1-2 sesiones por semana durante 12 semanas como tratamiento inicial. EI éxito
terapéutico en algunos ensayos clinicos varia del 53-60% alcanzando una disminucion >50% en
la frecuencia urinaria y en los episodios de 1UU con resultados persistentes después de un
seguimiento de 10.3 meses. La ETNT tiene un efecto terapéutico similar al obtenido durante la
EPNT pero se requiere de estudios aleatorizados, controlados y multicéntricos con periodos de
seguimiento mas prolongado para confirmar su eficacia terapéutica (Ammi y cols. 2014,
Manriquez y cols. 2016, Booth y cols. 2018b, Ramirez-Garcia y cols. 2019).

Otra opci6n minimamente invasiva para la estimulacion del nervio tibial es a través de
un neuroestimulador. El dispositivo se implanta en el tobillo cerca del nervio tibial bajo
anestesia local o general (Van Der Pal y cols. 2006, Janssen y cols. 2013). El sistema
RENOVA™ de BlueWind (Herzliya, Israel) es una de las nuevas modalidades para la
estimulacion de nervios periféricos. Este sistema consiste en un pequefio dispositivo en forma
de cilindro que es activado inaldmbricamente por una unidad de control externa. Un estudio
prospectivo y multicéntrico evalué su eficacia y seguridad durante 3 afios. EI nimero de
episodios de IU vy las toallas utilizadas por dia disminuyeron significativamente pero solo el
27.6% de los pacientes presentd continencia urinaria. A pesar de ello, el 47% de los pacientes
presentd eventos adversos relacionados con el dispositivo tales como dolor e hinchazon en el
sitio de implantacion, sospecha de infeccion y complicaciones en la herida (van Breda y cols.
2017, Heesakkers y cols. 2018). Actualmente, existe otro dispositivo que esta siendo evaluada
su viabilidad clinica. El dispositivo eCoin TM (Valencia Technologies Corp., CA, USA) es un
estimulador con forma y tamafio de niquel alimentado por bateria disefiado para la estimulacion
del nervio tibial. Este dispositivo fue implantado s6lo en 46 pacientes y el 69.6% mostrd una
disminucion >50% en los episodios de 1UU después de 3 meses y sélo el 20% presentd
continencia urinaria a los 6 meses de tratamiento. El éxito terapéutico de los nuevos dispositivos
implantables tiene una perspectiva clinica prometedora, pero es necesario evaluar su viabilidad
clinica en términos de costo y eficacia.

En México algunos de los ensayos clinicos mas recientes se han enfocado en evaluar la
eficacia de la estimulacion del nervio tibial a corto plazo y en un limitado nimero de paciente

con sintomas de vejiga hiperactiva, incluyendo la [UU. Los autores reportaron que la nicturia 'y
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los episodios de IUU disminuyeron significativamente después de 6 semanas de tratamiento
(Ramirez-Garcia y cols. 2019). En el 2020 se publico el primer ensayo clinico aleatorizado y
prospectivo que compard la eficacia de la ETNT y la EPNT. Después de 6 sesiones de
estimulacion se report6d una disminucién en la frecuencia urinaria diurna, la nicturia y en los
episodios de IUU sin diferencias estadisticamente significativas al comparar ambos tratamientos
(Ayala-Quispe y cols. 2020).

2.2.3 Electroestimulacién del nervio pudendo

La electroestimulacion del nervio pudendo es un tratamiento alternativo para pacientes con
sintomas persistentes de VH incluyendo IUU, urgencia-frecuencia y retencién urinaria no
obstructiva (Konschake y cols. 2017). En el 2005 se describié un procedimiento quirdrgico por
etapas similar a la electroestimulacion sacra para la implantacion del neuroestimulador. La
implantacion del electrodo puede realizarse a través de un abordaje isquiorectal o transgluteo.
El electrodo es colocado adyacente al nervio pudendo en el canal Alcock’s bajo monitoreo
electrofisiologico del esfinter externo del ano. Los pardmetros de estimulacién eléctrica
generalmente aplicados para esta terapia son: una amplitud maxima de 1-5 V o 10 mA,
frecuencias bajas (5-20 Hz) y un ancho de pulso de 200-210 ps. Los pacientes que presentan un
incremento >50% en el volumen vesical o en la capacidad cistométrica maxima durante la
primera contraccion involuntaria del musculo detrusor son candidatos a la implantacion del
neuroestimulador (Bosch 2005, Spinelli y cols. 2005).

Actualmente, el nimero de ensayos clinicos que evaltan la eficacia y seguridad de la
electroestimulacion del nervio pudendo es limitado en comparacion a otros tipos de
estimulacion. En el 2005 se evalud el éxito terapéutico del primer minineuroestimulador
recargable llamado Bion® (Advanced Bionics Corporation Valencia, California) especifico
para la estimulacion del nervio pudendo (Figura 8A). En este estudio piloto sélo el 36% (5
pacientes) fue candidato a la implantacion del minineuroestimulador. Después de 6 meses de
seguimiento, el numero de episodios de IUU disminuyé significativamente de 6.9 a 2.9 por dia
y el volumen de vaciamiento por miccion aumenté moderadamente de 139 a 154 ml. Los eventos
adversos fueron sequedad vaginal y funcion intestinal alterada que se referia a una disminucién

en la frecuencia de defecacion que fue favorable para algunos pacientes. A pesar del beneficio

24



terapéutico obtenido en algunos pacientes no se publicaron més estudios y el neuroestimulador
nunca llegé al mercado (Groen y cols. 2005).

Otros ensayos clinicos han evaluado el éxito terapéutico de la electroestimulacion del
nervio pudendo utilizando el neuroestimulador Interstim®. Uno de los primeros estudios
publicados demostr6 que el 80% (12 pacientes) fueron candidatos a la implantaciéon del
neuroestimulador. Estos pacientes presentaron una disminucion significativa en el numero de
episodios de IU por dia (7+3.3 a 2.6£3.3) y s6lo 8 pacientes presentaron continencia urinaria.
Después de seis meses, la evaluacién urodinamica en 7 pacientes mostré un incremento
significativo en la capacidad cistométrica maxima (153.3 + 49.9 a 331.4 + 110.7 ml) y 8
pacientes presentaron mejoria significativa en la funcion intestinal. Estos resultados sugirieron
que la electroestimulacion del nervio pudendo puede ser una alternativa terapéutica para
pacientes refractarios a otros tipos de estimulacion (Spinelli y cols. 2005). Con base a ello, se
publico el primer ensayo prospectivo, aleatorizado y ciego que compard el éxito terapéutico de
la estimulacién aguda del nervio pudendo y de la raiz nerviosa sacra en pacientes con urgencia-
frecuencia, ITUU y retencion urinaria. Durante la estimulacion eléctrica del nervio pudendo se
presento un éxito terapéutico del 63% comparado con la estimulacion sacra donde sélo se mostrd
el 46% de eficacia. En general, los pacientes reportaron una mejoria en el dolor pélvico, la
urgencia-frecuencia y en la funcion intestinal. Al final del estudio, el 79.25% de los pacientes
eligio la electroestimulacion del nervio pudendo como un tratamiento alternativo para pacientes
en quienes la estimulacion sacra fracaso (Figura 8B) (Peters y cols. 2005).

Para confirmar los resultados anteriores, Peters y cols. (2010) evaluaron la eficacia y
seguridad de la electroestimulacion del nervio pudendo durante un periodo de 24 meses en
pacientes refractarios a la estimulacion sacra. EI 78% presentd una disminucién en la frecuencia
urinaria y en los episodios de 1UU después de un afio de estimulacion. La migracion del
electrodo, estimulacion dolorosa o incomoda, infeccion en el sitio de implantacion del
neuroestimulador y maltiples intervenciones quirargicas debido al reemplazo de la bateria son
algunos de los eventos adversos comunmente reportados utilizando el neuroestimulador
Interstim®. Aungue se han realizado esfuerzos por desarrollar un neuroestimulador especifico
para la electroestimulacion del nervio pudendo, actualmente no existe un dispositivo

comercialmente disponible.
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Figura 8. Dispositivos utilizados para la electroestimulacion del nervio pudendo. A) Radiografia anteroposterior
de la pelvis que muestra la ubicacion del neuroestimulador Bion® (Advanced Bionics Corporation Valencia,
California) cerca del canal Alcock. Dispositivo telemétricamente programable controlado por corriente (largo 27
mm x ancho 3.3 mm y un peso de 0.7 g). B) Radiografia que muestra la colocacion de un electrodo cuadripolar en
el foramen sacro y en proximidad al nervio pudendo con subsecuente conexién al neuroestimulador Interstim 11®
(Peters y cols. 2005).

Los estudios mas recientes para estimular el nervio pudendo de manera indirecta utilizan
agujas de acupuntura (Suzhou Shenlong medical apparatus factory, China) colocadas en cuatro
puntos sacrococcigeos. La amplitud de estimulacién maxima es de 25-55 mA, frecuencias de 2-
2.5 Hz y una duracién de ancho de pulso de 2 milisegundos. Cada sesion tiene una duracion de
60 minutos, tres veces por semana durante un total de tres a cuatro semanas como tratamiento
inicial. En estos estudios se ha comparado la eficacia de la estimulacién indirecta del nervio
pudendo y el entrenamiento de los MPP asistido por biorretroalimentacion en mujeres con IUE
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e IUU. Después de cuatro semanas de electroestimulacion indirecta del nervio pudendo, el
85.7% de los pacientes presentdé mejoria en la severidad de los sintomas de IU y en la calidad
de vida en comparacion con el 28.6% de los pacientes que realizo sélo el entrenamiento de los
MPP. Solo el 48% de los pacientes que recibio estimulacion del nervio pudendo reportd
resolucion completa de sus sintomas después de 20.3 sesiones (Wang y cols. 2017).

En general los ensayos clinicos sugieren que la electroestimulacion del nervio pudendo
puede ser un tratamiento alternativo para pacientes refractarios a otros tipos de estimulacion.
Sin embargo, se necesitan estudios a largo plazo con cohortes de pacientes bien definidas para
determinar su utilidad clinica como otra modalidad de tratamiento para pacientes con DPP.
Actualmente, no es una terapia de aplicacién rutinaria y a nuestro conocimiento no hay estudios
en México que reporten el éxito terapéutico de la electroestimulacion especifica del nervio
pudendo (Pérez Martinez y cols. 2018).

Los estudios en modelos animales se han realizado con el objetivo de optimizar los
pardmetros de estimulacion eléctrica que mejoren la eficacia clinica. En la mayoria de estos
estudios se ha utilizado como modelo de estudio a la gata y la rata para estimular de manera
aguda nervios periféricos (tibial y pudendo) para tratar VH y un solo tipo de U, especificamente
la IUU (de Groat y Tai 2016). Tambien, se ha propuesto un modelo de estudio de mayor tamafio
como la oveja para la estimulacion de la raiz nerviosa sacra (S3) utilizando un neuroestimulador
implantable (InterStim 11 Modelo 3058) (Brink y cols. 2015). Sin embargo, es necesario realizar
estudios en otros modelos animales para optimizar los pardmetros de estimulacién eléctricay la
seleccién de nuevos sitios de estimulacion que mejoren la eficacia clinica para otros tipos de
incontinencia. En conejas maduras multiparas, la estimulacion inalambrica aguda del nervio
bulboesponjoso (nBe) incrementa la PIU mé&xima y el volumen expulsado. Estos resultados
sugieren que la estimulacion selectiva de nervios del piso pélvico podrian favorecer el cierre
uretral y mejorar los mecanismos de continencia urinaria (Hernandez-Reynoso y cols. 2021).

La coneja domeéstica es un modelo adecuado para desarrollar nuevos tratamientos de
estimulacion eléctrica en nuevos especificos del piso pelvico que contribuyan a la
implementacién de acciones que aminoren ciertas disfunciones urinarias relacionadas a la

experiencia reproductiva.
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2.3 Modelo de estudio: La coneja doméstica (Oryctolagus cuniculus)

La coneja doméstica es un buen modelo experimental para estudiar procesos fisioldgicos
reproductivos (cépula y parto) y no reproductivos (miccion) debido a sus caracteristicas
anatomicas, fisioldgicas y conductuales (Beyer y cols. 1980, Gonzalez-Mariscal y cols. 1994,
Martinez-Gomez y cols. 1997, Hudson y cols. 1999, Corona-Quintanilla y cols. 2009).

En la coneja, el aparato urogenital presenta dos Gteros que terminan en dos cérvix, unidos
a una vagina proporcionalmente larga, de aproximadamente 18 cm. La vagina se ha dividido en
tres regiones: la abdominal, que se extiende desde el cérvix hasta la parte superior de la sinfisis
pubica (11 cm de largo); la vagina pélvica, que se encuentra en la cavidad pélvica cubierta por
un prominente plexo venoso (4 cm) y la vagina perineal, que se localiza fuera de la cavidad
pélvica (3 cm). La uretra mide en promedio 30 mm de longitud. Para su estudio se ha dividido
en tres regiones: la proximal, unida al cuello vesical; la media, cercana a la vagina pélvica y la
distal que desemboca en la vagina pélvica formando un tnico conducto urogenital donde ocurre
la cOpula, el parto y la expulsion de orina (Rodriguez-Antolin y cols. 2009).

Los MPP en la coneja se clasifican en dos grupos: pélvicos y perineal. Los musculos
pélvicos se encuentran dentro de la cavidad pélvica (pubococcigeo, mPc) y los musculos
perineales (isquiocavernoso, mlsc, y bulboesponjoso, mBe) estan asociados a la vagina perineal
(Martinez-Gomez y cols. 1997, Cruz y cols. 2002). En esta especie, el mlsc y el mBe son bien
desarrollados a diferencia de otras especies como la rata que son vestigiales (Cruz y Downie,
2005). Con base a esto, la coneja es un buen modelo experimental para estudiar la participacién
del mlsc y el mBe en funciones reproductivas y urinarias (Fowler y cols. 2008, (L6opez-Garcia
y cols. 2013) (Figura 9).
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Figura 9. Aparato urogenital y musculatura estriada del piso pélvico de la coneja. A) Vista ventral y B) vista lateral
del aparato urogenital. Se observan las tres regiones de la vagina (abdominal, pélvica y perineal) y la musculatura
estriada pélvica (Pc) y perineal (bulboglandularis, Isc y Be) asociada a la uretra y la vagina. Se aprecia que la uretra
distal desemboca en la vagina pélvica formando un Gnico conducto urogenital (Herndndez-Bonillay cols. enviado).

En la coneja, la copula y el parto son rapidos comparados con otras especies. Se
caracteriza por tener copulas con una duracion menor a un minuto, implicando para el macho
una sola intromision acompafada de una serie breve de acelerados movimientos pélvicos que
aseguran la eyaculacion y la ovulacion refleja (Beyer y cols. 1980). El parto sucede alrededor
del dia 31 de gestacion y tiene una duracion de diez minutos en promedio expulsando hasta diez
0 mas crias (Hudson y cols. 1999).

Utilizando como modelo de estudio a la coneja, se ha demostrado que el misc y el mBe
se contraen reflejamente en respuesta a la estimulacion mecanica de la vagina perineal, lo cual

corresponde al “reflejo vagino-cavernoso” descrito en mujeres. Estas observaciones sugirieron
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que la presion ejercida sobre la vagina perineal por la contraccion refleja del misc y el mBe
puede estimular el pene para asegurar la rapida eyaculacion caracteristica del conejo (Cruz
2002). Dicha musculatura también tiene una participacion fundamental durante el parto. En
conejas gestantes a término con induccion del parto se registro la actividad del misc y el mBe
durante la expulsion de las crias. De hecho, la seccion bilateral de sus nervios incrementd
significativamente el indice de nacimientos con retencién vaginal y el numero de crias muertas
al nacer (Cruz 2002). A partir de estas observaciones se determind que los musculos mlsc y
mBe tienen una participacion relevante en procesos reproductivos, tales como la copula y el
parto (Cruz y cols. 2002).

Otro proceso fisioldgico que se lleva a cabo en el aparato urogenital es la miccién. Tanto
machos como hembras presentan diferentes patrones conductuales para expulsar la orina: en
chorro, chisguete, goteo y rocio, existiendo diferencias con respecto a la cantidad de orina
evacuada y el blanco al que es dirigida (Bell 1980, Martinez-Gémez y cols. 2007). Se ha
propuesto que la contraccion del misc y el mBe pueden contribuir en la realizacién de los
diferentes patrones conductuales de expulsion de orina debido a que se activan reflejamente
durante la fase de expulsion de orina. Incluso se mostré que el bloqueo de la actividad de los
musculos perineales provoca un incremento significativo de la duracién de la fase de expulsion
y una disminucidn en la eficacia vesical y en la presion maxima. Considerando estos hallazgos,
los musculos perineales tienen un rol relevante en funciones reproductivas y excretoras. Por lo
tanto, la coneja doméstica representa un atractivo modelo para estudiar las bases fisioldgicas de
la miccion involucrando la participacion funcional del misc y el mBe (Corona-Quintanilla y
cols. 2014).

2.3.1 Anatomia e inervacion de los muasculos estriados perineales
En la coneja se ha descrito la anatomia gruesa y la inervacion macroscépica de los musculos
estriados perineales tales como el Isc y el Be. Ambos musculos se encuentran anatomicamente
relacionados a la pared ventral de la vagina perineal (Martinez-Gomez y cols. 1997).

El mBe es compacto y esta formado por dos pares de musculos. Se origina en la porcion
distal del hueso pubico justo en la parte media del arco isquiatico. Después de su origen, se

proyecta de manera caudal sobre la parte media de la superficie ventral de la vagina perineal
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para insertarse en el ligamento suspensorio del clitoris (LSC). EI LSC se origina bilateralmente
en la rama del isquion y corre caudalmente para unirse en la linea media a la pared ventral de la
vagina perineal y continda caudalmente hacia el clitoris. El mBe envia un tendon sobre la
superficie ventral de la vagina perineal para fusionarse con los tendones del misc. La
estimulacion eléctrica del mBe produce retraccion y rigidez de la vaina clitoral, la retraccion de
los labios exponiendo la entrada de la vagina e incrementa la PIV (Martinez-Goémez y cols.
1997, Cruz y cols. 2002).

El mlsc es bilateral y se origina en la superficie del hueso pubico, en la porcién lateral
del arco isquiatico. Después de su origen envia de forma caudal sus tendones en donde se
fusionan lateralmente a la cruz clitoral en la porcion media de la vaina clitoral. La estimulacién
eléctrica del mlsc produce movimientos de la vaina clitoral e incrementa la PIV (Martinez-
Gobmez y cols. 1997, Cruz y cols. 2002) (Figura 10).

ramus of the
ischium

BSM

CSL

viginal
tract

Figura 10. Vista ventral de los mUsculos estriados perineales de la coneja. A) La fotografia y B) El dibujo muestra
la localizacién anatdmica del misc y el mBe y su relacidn con el ligamento suspensorio del clitoris (LSC) y la
vagina perineal (modificado de Cruz y cols. 2002).
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El mlsc y el mBe son inervados por ramas del nervio pudendo similar a la inervacion en
humanos (Figura 11A, namero 3). El nervio pudendo se origina de S2-S3 y de acuerdo con su
origen presenta tres patrones de organizacion. El principal patron de inervacion fue encontrado
en el 50% de las hembras (Figura 11A). En esta organizacion el nervio pudendo se origina
principalmente de S2 (Figura 11A, nimero 3) y después de 2.5-3 cm se divide en 4 ramas: una
de ellas se anastomosa al tronco lumbosacro (indicado con un * en la Figura 11A) y las otras 3
se anastomosan a nervios que se originan de S3 y del tronco lumbosacro, formando el plexo
lumbosacro. Después de las interconexiones, los nervios se dirigen caudalmente a la fosa
isquiorectal. A este nivel, la segunda rama del nervio pudendo o rama sensorial del nervio
pudendo (Figura 11A, nimero 4) alcanza la rama del isquio y continta caudalmente hacia el
hueso pubico donde se divide en dos ramas: el nervio Be (nBe) (Figura 11A, nimero 5) y el
nervio clitoral (nCli) (Figura 11A, nimero 6). Este ultimo nervio inerva el clitoris, la vagina
perineal, las glandulas prepuciales, el masculo constrictor vulvar y la piel perigenital. Es
importante resaltar que el nBe es una rama del nCli. La tercera rama del nervio pudendo o rama
motora del nervio pudendo (Figura 11A, nimero 7) inerva el mlsc (Figura 11A, nimero 11). La
relacién anatomica entre el aparato urogenital inferior y la musculatura estriada perineal
requiere de un fino control nervioso para llevar a cabo funciones reproductivas y urinarias.
Considerando la relacion anatomica de la musculatura estriada perineal y su inervacioén en la
coneja ofrece una buena oportunidad para investigar la participacion funcional de los nervios

perineales en procesos fisioldgicos como la miccién (Cruz y cols. 2002, Cruz y cols. 2017).

32



i\ 1
14, 15 ] I
j;a/fi;m r 19 9// - J‘é 5
.'fr 1 g |
: mz I A' fﬂlllz

1

Figura 11. Organizacion del plexo lumbosacro en la coneja doméstica. A) Figura que representa la organizacion
encontrada en el 50% de los animales. B) y C) Figuras que muestran un patrén encontrado en el 30% y 20% de las
hembras, respectivamente. L7= nervio espinal lumbar 7; S1-S4= foramen vertebral sacra. NUmeros: 1= tronco
lumbosacro, 2= nervio ciatico, 3= nervio pudendo, 4= rama sensorial del nervio pudendo, 5= nervio del misculo
bulboesponjoso, 6= nervio dorsal del clitoris, 7= rama motora del nervio pudendo, 8= nervio de la glandula anal,
9= Bulboglandularis, 10= nervio de la glandula inguinal, 11= nervio del musculo isquiocavernoso, 12= nervio del
constrictor vulvar y nervio del esfinter externo anal, 13= rama perineal del nervio pudendo, 14= nervio del gliteo,
15= nervio muscular semitendinoso, 16= nervio perineal proximal, 17= nervio del musculo obturador interno, 18=
nervio perineal distal, 19= nervio del levator ani. * Indica la rama anastomaética. Pn= nervio perineal (modificado
de Cruz y cols. 2017).

2.3.2 Participacion funcional de los musculos estriados perineales durante la miccion

Corona-Quintanilla y cols. (2009) registraron simultdneamente cistometrogramas (CMG’s) y
electromiogramas (EMG’s) del mPc, el mlsc y el mBe durante la miccion inducida en conejas
jévenes virgenes anestesiadas con uretano. Los CMG”s mostraron las dos tipicas fases de la
miccion: el almacenamiento y la expulsion de orina. Los masculos pélvicos (Pc) y perineales
(Isc y Be) presentaron un patrén de actividad temporal y coordinado durante la miccion. El
musculo Pc presentd un burts de actividad ténica durante la fase de almacenamiento de la orina.

Mientras que el mlsc mostr6 una larga actividad fasica al final del almacenamiento y durante la
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expulsion de orina. La activacion del mBe fue registrada durante el incremento maximo de
presion de la vejiga, correspondiente a la fase de expulsion de orina. Estos resultados demuestran
una fina y sincronica regulacion de la actividad refleja de los musculos del piso pélvico que

involucra diferentes vias neurales (Figura 12).
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Figura 12. Registros simultaneos electromiograficos (A-C) y cistometrograficos (D) durante la miccion inducida
en conejas jovenes virgenes anestesiadas con uretano. S, segundos (tomado de Corona-Quintanilla y cols. 2009).

A partir de estos hallazgos, se evalud el efecto de la estimulacion eléctrica del misc y el
mBe en la funcion vesical y uretral durante la miccion en conejas jovenes virgenes. La presion
vesical y la PU fueron registradas simultdneamente antes y durante la estimulacion eléctrica de
los musculos especificamente durante la fase de expulsion de orina (5xU, 20 Hz con una
duracion de 8-10 segundos). La estimulacién eléctrica de los musculos favorecio la contraccién
vesical resultando en un incremento significativo en la eficacia de vaciamiento, la duracién de
la expulsion y en la presion maxima de la vejiga. Mientras que la PU méaxima, el tiempo

relacionado al incremento de la PU y la presion requerida para cerrar la uretra disminuyd
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significativamente. Los resultados demuestran que la estimulacion eléctrica del mlsc y el mBe
tiene un efecto sobre la funcidn vesical y uretral durante la miccién. Ambos musculos
promueven un reflejo excitatorio que favorece la contraccion del muasculo detrusor (reflejo
uretro-cuerpocavernoso) para permitir un eficiente vaciamiento vesical y para prevenir la

acumulacion de orina en el tracto urogenital (Figura 13) (Corona-Quintanilla y cols. 2014).
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Figura 13. Estimulacidn eléctrica de los muasculos estriados perineales durante la fase de expulsion de orina. A)
Registros representativos de la presion vesical (PV) obtenidos antes (NS; no estimulado) y durante la estimulacion
eléctrica (S; estimulado) bilateral del mlsc y el mBe. Variables urodinamicas medidas: B) eficiencia de
vaciamiento, C) duracion de la expulsion y D) presion vesical maxima. E) Registros representativos de la presion
uretral (PU) obtenidos antes (NS; no estimulado) y durante la estimulacién eléctrica (S; estimulado) bilateral del
mlisc y el mBe. Variables de PU medidas: F) presion uretral maxima, G) la duracién del umbral que desencadena
la PU, H) presion uretral requerida para cerrar la uretra. Los datos se muestran como media + DE (n=6) de tres
ciclos de miccion registrados antes y durante la estimulacién. Para determinar diferencias significativas se realizé
una prueba t de Student pareada (*P <0.05). segundos, s (modificado de Corona-Quintanilla y cols. 2013).

Los presentes hallazgos abren la posibilidad de que la estimulacion eléctrica de los
nervios nisc y el nBe pueden ser un nuevo objetivo terapéutico para la modulacion de la funcion
vesical y uretral durante la miccion, siendo una nueva terapia para aliviar ciertas disfunciones
urinarias relacionadas a la experiencia reproductiva. En la coneja, la multiparidad tiene efectos
en la morfologia y funcionamiento del aparato urogenital inferior y de los MPP (Fajardo y cols.
2008, Lopez-Garcia y cols. 2013).
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2.3.3 Efecto de la multiparidad sobre los musculos estriados perineales

De acuerdo con Martinez-Gomez y cols. (2011), la multiparidad (4 partos) desorganiza el patron
de actividad de los musculos perineales y modifica la urodinamia. Las hembras multiparas
presentan cambios en la actividad refleja del mlsc y el mBe durante la miccién. Ademas, se han
registrado cambios en algunos pardametros urodinamicos como un incremento significativo en
el volumen umbral, el volumen residual y en la duracién de la fase de vaciamiento. Asimismo,
se registré una disminucion significativa en la presion maxima de la vejiga. De acuerdo con
esto, es posible que el dafio muscular y nervioso de cada muasculo debido a su sobredistension
durante los cuatro episodios consecutivos de gestacion y parto altera su actividad durante la

miccién (Figura 14).
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Figura 14. Cistometrograma (CMG) y electromiograma (EMG) del musculo pubococcigeo (Pc), el musculo
isquiocavernoso (mlsc), el masculo bulboesponjoso (mBe) registrados simultdneamente durante la miccién en
conejas jovenes virgenes (A) y multiparas (B, C). Todas las hembras multiparas tenian un patron de actividad
muscular diferente al de las hembras virgenes, involucrando al menos un musculo. Variables urodinamicas
obtenidas de conejas virgenes (barras en blanco) y multiparas (barras en negro) D) volumen umbral, E) duracién
del vaciamiento, F) volumen residual y G) presion maxima vesical. Una prueba t de Student no pareada fue
realizada para determinar diferencias significativas entre grupos (*P<0.05, ***P<0.001). segundos, s (Martinez-
GoOmez y cols. 2011).
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La multiparidad induce cambios en la composicion del tipo de fibras de los muasculos
perineales. Lopez-Garcia y cols. (2017) evaluaron el efecto de la multiparidad en la proporcion
del tipo de fibras del mBe. En este estudio se compar0 el porcentaje de fibras rapidas,
intermedias y lentas entre conejas nuliparas y multiparas. EI mBe de conejas nuliparas fue
predominantemente compuesto por fibras rapidas. Sin embargo, en las conejas multiparas se
presentd una disminucién significativa de la proporciéon de fibras rapidas y un incremento

significativo en el porcentaje de fibras intermedias (Figura 15).
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Figura 15. Comparaciones de los tipos de fibras rapidas (F), intermedias (I) y lentas (S) del mBe entre conejas
nuliparas y multiparas. EI nimero total del tipo de fibras musculares fue representado como porcentaje. Los datos
se muestran en medias £ DE. ANOVA de 2 vias seguida de una prueba post hoc Tukey se realizé para determinar
diferencias significativas entre los porcentajes del tipo de fibra por grupo (*P <0.05, **P<0.001, ***P<0.001)
(Lopez-Garciay cols. 2017).

Los cambios en la composicion del tipo de fibras coinciden con la presencia de algunos
marcadores bioquimicos y moleculares que indican eventos de dafio y regeneracion en el mBe
(Lopez-Garcia y cols. 2015). Asimismo, se reportd que los niveles séricos de estradiol se ven
afectados por la multiparidad, particularmente al final del cuarto parto. Es importante considerar
que el estado estrogénico influye en los eventos celulares en términos de dafio (inflamacién) y
regeneracion muscular (activacion celulas satélite). De tal manera que los cambios hormonales

que ocurren durante cada episodio de gestacion, parto y lactancia pueden modular la expresion
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de receptores a estrogenos involucrados en el metabolismo, contractibilidad y dafio o
regeneracion muscular. Asi la multiparidad afecta la fisiologia de los musculos perineales
(Lopez-Garcia y cols. 2013).

En relacion con los resultados anteriores, (Lopez-Juarez y cols. (2018) evaluaron las
propiedades contractiles de los musculos perineales, asi como su efecto en la génesis de la
presion vaginal en conejas jovenes nuliparas y multiparas. En este estudio se registro la fuerza
contractil y la PIV generada por la contraccion del mlsc y el mBe en respuesta su estimulacion
eléctrica. La multiparidad disminuy6 la fuerza contractil (Figural6) y la PIV (Figura 17)
generada por la contraccion de los masculos cuando se estimularon con trenes de estimulacion
de alta frecuencia (20, 50 y 100 Hz).
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Figura 16. Fuerza contractil normalizada (N/g de tejido) generada por el mBe (A) y el misc (B) en respuesta a
trenes de estimulacion de frecuencia ascendente (1, 4, 10, 20, 50 y 100 Hz) en conejas nuliparas (circulos negros)
y multiparas (circulos blancos). Registros representativos de la fuerza contréctil (C) desarrollada por el mBe y el
mlsc en respuesta a la aplicacion de trenes de estimulacion de alta frecuencia (20, 50 y 100 Hz, duracion de 4
segundos) en conejas nuliparas (trazos negros) y multiparas (trazos rojos). Los datos son medias + DE. Una prueba
de t de Student no pareada se realiz6 para determinar diferencias entre grupos (*P < 0.05; ***P < 0.001). Segundo,
s; gramos, g; hertz, Hz; newton, N (Lopez-Juarez y cols. 2017).
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Figura 17. PIV perineal generada por el mB) (A) y el mlsc (B) en respuesta a trenes de estimulacién de frecuencia
ascendente (1, 4, 10, 20, 50 y 100 Hz) en conejas nuliparas (circulos negros) y multiparas (circulos blancos).
Registros representativos de la presion vaginal (C) generada por el mBe y el mlsc en respuesta a la aplicacion de
trenes de estimulacién de alta frecuencia (20, 50 y 100 Hz, duracion de 4 segundos) en conejas nuliparas (trazos
negros) y multiparas (trazos rosjos). Los datos son medias + DE. Una prueba de t de Student no pareada se realizé
para determinar diferencias entre grupos (*P < 0.05; ***P < 0.001). Segundos, s; gramos, g; hertz, Hz; presion
vaginal, PV; milimetros de mercurio, mmHg (L6pez-Judrez y cols. 2017).

Los cambios en la presion vaginal también estan influenciados por la desorganizacion
de los componentes tisulares de la pared vaginal. La multiparidad reduce el espesor del epitelio
afectando la cantidad de musculatura lisa y el area cubierta por vasos sanguineos en la pared
vaginal. De tal manera que la multiparidad altera las caracteristicas histolégicas del aparato
urogenital inferior (Xelhuantzi y cols. 2014).

Por otra parte, la multiparidad también afecta la mielinizacion y las propiedades de
conduccion de los nervios del piso pélvico. (Castelan y cols. (2018) evaluaron la
neurotransmision del impulso nervioso, es decir, la generacion y propagacion del potencial de
accion compuesto (PAC) del nBe en conejas nuliparas y multiparas. Para ello, se aplicaron
pulsos Unicos de corriente a diferentes intensidades (1xU, 3xU y 5xU). La amplitud y el area de

PAC generado por el nBe fue significativamente menor en las conejas multiparas. Estos
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resultados fueron asociados a un alto porcentaje de axones con mielina desorganizada que
correspondia a invaginaciones, interrupcion y aparente separaciéon de las vainas de mielina
(Figura 18).
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Figura 18. La multiparidad disminuye el amplitud y area del PAC de los nervios perineales en conejas. a) amplitud
y b) area del PAC evocada con pulsos tnicos de corriente de intensidad graduada (1-6xU) en el nBe de conejas
nuliparas (trazos grises) y multiparas (trazos negros). c¢) Microfotografias representativas de secciones
transversales (1 um) del nBe tefiidas con azul de toluidina. nBe de hembras nuliparas (d) y multiparas (e-g). Los
simbolos indican fibras mielinizadas anormales: alteracién de la mielina (*), invaginacion (&) y aparente
separacion de las vainas de mielina (flecha). H) Porcentaje de axones mielinizados anormales (Castelan y cols.
2018).

Los estudios anteriormente mencionados demuestran que la multiparidad tiene un efecto
sobre la funcion neuromuscular del piso pélvico. Los cambios en las propiedades
electrofisiologicas e histologicas de los nervios podrian favorecer a las alteraciones en la
actividad muscular perineal durante la miccion. Estos hallazgos tienen una clara relevancia
debido a que el dafio en el tejido muscular y nervioso del piso pélvico es la principal causa para

desarrollar disfunciones urinarias. La estimulacion eléctrica del nisc y el nBe puede ser una
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opcion viable para la modulacion del aparato urogenital inferior, siendo una nueva terapia para

aliviar ciertas disfunciones urinarias relacionadas a la multiparidad.

3. JUSTIFICACION

La gestacion y el nimero de partos son considerados algunos de los factores de riesgo que
casusan un aumento en la incidencia de DPP como la IU. Esta patologia es un problema de
salud publica importante debido a su alta prevalencia e impacto negativo en la calidad de vida
de la mujer. En relacién a ello, se han desarrollado diversos tratamientos de electroestimulacion
con el objetivo de disminuir los episodios de IUU.

Los tratamientos de electroestimulacion son una terapia alternativa a las tradicionales
(fisioterapéuticas, farmacologicas y quirdrgicas), cuando éstas resultan ineficientes para tratar
disfunciones urinarias. Sin embargo, el impacto terapéutico en la practica clinica ha sido
limitado. Esto puede ser explicado en parte por la presencia de eventos adversos, limitaciones
tecnoldgicas de los neuroestimuladores (tamafio y uso de baterias) y la falta de especificidad
de las estructuras nerviosas que se estimulan. Por ejemplo, la raiz nerviosa sacra (S3) o el nervio
pudendo que proveen inervacion a diferentes estructuras como la uretra, el esfinter uretral y
anal, el mlsc, el mBe, la piel perineal y el clitoris siendo la especificidad a nivel muy local
cuando las terminaciones nerviosas ya estdn muy cercanas a sus 6rganos blancos. La falta de
especificidad de la estimulacion puede ser un factor importante en la disminuciéon y falta de
eficacia de la terapia en algin momento del tratamiento. Ademas, hay que considerar el dafio
en el tejido muscular y nervioso durante procesos naturales como la gestacion y el parto. Todos
estos aspectos pueden afectar la eficacia de la terapia a mediano y largo plazo. Por lo tanto, es
necesario realizar estudios en modelos animales a través de procedimientos menos invasivos y
con el desarrollo de tecnologia apropiada para la electroestimulacion de nervios especificos del
piso pelvico.

En nuestro laboratorio la coneja doméstica ha sido un buen modelo experimental para
estudiar procesos fisiologicos reproductivos (copula y parto) y no reproductivos (miccion)

debido a sus caracteristicas anatomicas, fisioldgicas y conductuales. La multiparidad en la
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coneja modifica la actividad refleja del misc y el mBe durante la miccion y modifica la
urodinamia. Tal escenario involucra un déficit en la fuerza contractil, cambios en la proporccion
del tipo de fibras y alteraciones en la mielinizacion y en las propiedades de conduccion de los
nervios. El debilitamiento de los mdsculos perineales contribuye a un déficit en la PU y
disminuye significativamente la eficiencia de vaciamiento. Sin embargo, la estimulacion
inalambrica aguda del nBe incrementa la PIU maxima y el volumen vesical. Estos hallazgos
sugieren que la estimulacion selectiva de nervios perineales puede favorecer el cierre uretral y
mejorar los mecanismos de continencia urinaria. Estos resultados podrian proporcionar
informacion util para desarrollar nuevos tratamientos de electroestimulacion en nervios
especificos del piso pélvico que contribuyan a la implementacion de acciones que aminoren
disfunciones urinarias relacionadas a la experiencia reproductiva. Por tal motivo, resulta viable
estimular los nervios de masculos perineales como el Isc y el Be. Para ello se requiere conocer
las respuestas de los muasculos perineales a diferentes parametros de estimulacién (amplitud y
frecuencia) para evaluar su estado funcional bajo dos condiciones, nuliparidad y multiparidad.
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4. HIPOTESIS

La multiparidad modifica la funcion neuromuscular de los masculos Isc y Be en respuesta a

diferentes parametros de estimulacion eléctrica.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Caracterizar los parametros de estimulacion eléctrica de los nervios Isc y Be para generar una

respuesta contractil dptima en los musculos perineales de conejas nuliparas y multiparas.

5.2 Objetivos especificos
» Determinar los parametros de estimulacion eléctrica del nBe registrando el umbral de
estimulacion, la PU, la PV, la fuerza contractil y EMG’s del musculo Be en conejas

nuliparas y multiparas.
» Determinar los parametros de estimulacion eléctrica del nisc registrando el umbral de

estimulacion, la PU, la PV, la fuerza contractil y EMG”s del masculo Isc en conejas

nuliparas.
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6. METODOLOGIA

Animales. En el presente estudio se utilizaron 24 conejas adultas de la raza Chinchilla
(Oryctolagus cuniculus). Las hembras se alojaron en jaulas individuales de acero inoxidable
(50 x 60 x 40 cm) bajo condiciones de bioterio en el Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta
(Universidad Autonoma de Tlaxcala) con un ciclo de luz-oscuridad de 16:8 h (la luz se enciende
a las 6 am) a temperatura de 20-28 °C. Se les proporcioné diariamente 200 gramos de alimento
(Purina Coneja Chow) y agua ad libitum. Los Comités de Etica del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México y de la Universidad Autbnoma
de Tlaxcala aprobaron todos los procedimientos experimentales.

Las hembras fueron asignadas aleatoriamente en dos grupos: nuliparas (N, n=18) y
multiparas (M, n=6). Las hembras nuliparas fueron distribuidas en 3 grupos para estimular el
nisc (n=6), el nBe (n=6), y el nCli (n=6; control no especifico). Se estimul6 el nCli como un
control no especifico, es decir, es un nervio sensorial que inerva diversas estructuras como: el
clitoris, la vagina perineal, las glandulas prepuciales, el misculo constrictor vulvar y la piel
perigenital. EI primer experimento de este estudio consistié en determinar los parametros de
estimulacion eléctrica del nlsc y el nBe registrando el umbral de estimulacion, la PIU, la P1V,
la fuerza contractil y EMG’s del mlsc y el mBe en conejas nuliparas. En la segunda parte de
este estudio se determind el efecto de la multiparidad sobre los parametros de estimulacion
eléctrica del nBe (M, n=6 vs N, n=6).

La condicion de multiparidad (4 partos) se obtuvo al aparear a las hembras a partir de
los 6 meses de edad y nuevamente un dia después de los primeros tres partos. Por lo tanto, las
hembras estuvieron gestantes y lactantes durante un periodo de 20 dias cuando las crias fueron
destetadas (Martinez-Gémez y cols. 2011). En el dia del cuarto parto, las crias recién nacidas
fueron sacrificadas para evitar el periodo de lactancia y se dejaron transcurrir 20 dias para dar
oportunidad a las hembras multiparas alcanzar una condicién hormonal similar al de las hembras
nuliparas, las cuales no fueron expuestas a ningun estimulo reproductivo (Lépez-Garcia y cols.
2013). Todas las hembras fueron anestesiadas con uretano (Sigma Chemical, EUA; 1.5 g/Kg
diluido al 20% en agua destilada) administrado por via intraperitoneal. Al final de los registros

electrofisiologicos las hembras fueron sacrificadas con una sobredosis de uretano.
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6.1 Experimento |. Caracterizacion de los pardmetros de estimulacion eléctrica del nlsc,
el nBe y el nCli en conejas nuliparas

En este experimento se determinaron los parametros de estimulacion eléctrica del nlsc (n=6), el
nBe (n=6) y el nCli (n=6; control no especifico) registrando el umbral de estimulacion, la fuerza
contractil, la PIU, la PIV, la actividad EMG’s del mlsc y el mBe en conejas nuliparas.

6.1.1 Umbral de estimulacion

El umbral de estimulacion se definié como la cantidad de corriente que desencadena una minima
respuesta EMG en el misc y el mBe. Para ello se estimuld el nisc, el nBe y el nCli y se registrd
simultaneamente la actividad EMG del mlsc y el mBe en conejas nuliparas (n=6, por cada
nervio).

Electromiogramas (EMG’s). Las hembras se colocaron en posicion decubito dorsal y se
realiz6 una incisién en la linea media de la piel perineal, desde el clitoris al arco isquiatico para
localizar en la parte ventral de la vagina perineal, el mlsc y el mBe. Una vez identificados, se
insertaron electrodos de aguja de plata (0.1 mm de diametro) en la region media de cada
masculo. Los electrodos se conectaron a un amplificador (Grass P511 AC) y éste a un
osciloscopio de almacenamiento digital (Tektronix TDS2024C).

Diseccion del nlsc, nBe y nCli. La diseccion unilateral de los nervios se realizé utilizando
un microscopio quirdrgico (modelo SMZ-2T, Nikon). Para localizar el nBe, se procedié a
identificar el nCli en la regién mas cercana al origen del mBe caudal al hueso pubico separando
cuidadosamente el tejido conectivo. Una vez localizado el nCli se identifico la rama que inerva
el mBe. Para localizar el nlsc, se expuso el foramen del hueso pubico removiendo
cuidadosamente los masculos que los cubrian. Una vez expuesto, se removio6 una parte del hueso
realizando cortes laterales hacia la porcién lateral del arco isquiatico en direccion al tendon de
origen del mlisc sin desincertarlo. En seguida se removieron las capas de fibras musculares
expuestas hasta observar una capa de grasa. Posteriormente, el nlsc fue identificado separando
cuidadosamente el tejido conectivo y adiposo cercano al origen del misc. ElI nCli se diseco
después de la division de la rama que inerva el mBe, especificamente a nivel de la regién media

del mBe.
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Estimulacion eléctrica del nlsc, el nBe y nCli. La estimulacion eléctrica de los nervios
se realizé de manera unilateral. Los nervios fueron montados en electrodos bipolares de aguja
de plata (0.1 mm de didmetro) y se aislaron con un compuesto de silicona fundida (KWIK-
CAST) para evitar el flujo de corriente hacia otras estructuras adyacentes. Los electrodos se
conectaron a un estimulador de corriente constante (Digitimer DS3) para aplicar pulsos
cuadrados de corriente (Amperes) de intensidad graduada (mA), los cuales fueron disparados
por un estimulador S84 (Grass Instruments). De manera inicial, se aplicaron pulsos Unicos de
corriente (1 Hz, 2 ms) en el nlsc, el nBe y nCli para encontrar el umbral de estimulacion. La
corriente se increment6 lentamente hasta que se observé una minima deflexion en el registro
EMG del mlsc y el mBe. Una vez determinado este valor, se multiplico hasta 4xU para alcanzar

la respuesta maxima de los musculos.

6.1.2 Fuerza mecanica contractil del mlsc y el mBe en respuesta a la estimulacién eléctrica
del niscy el nBe

En este estudio se registro la fuerza contractil generada por el misc y el mBe en respuesta a la
estimulacion eléctrica del nlsc y el nBe, respectivamente. Durante la estimulacion eléctrica de
los nervios se registro simultdneamente la fuerza contractil y la actividad EMG del misc y el
mBe en conejas nuliparas (n=6, por cada nervio).

Fuerza contractil del misc y el mBe. Los musculos perineales se desinsertaron cortando
el tendon de su insercion y separando el tejido conectivo circundante bajo un microscopio
quirdrgico (modelo SMZ-2T, Nikon). A continuacion, el tenddn de cada musculo se sujetd
individualmente mediante un hilo de algodén a un transductor de fuerza (Grass modelo FTO3E).
El transductor de fuerza se conect6 a un amplificador Grass 7P1G DC (Grass Instruments,
Quincy, MA). Una vez que se amplifico la sefial se envi6 al programa PolyView 2.5 (Grass).

Electromiogramas (EMG’s). Para el registro de la actividad EMG del misc y el mBe, los
electrodos de aguja de plata (0.1 mm de diametro) se colocaron en la region media de cada
musculo y se conectaron a un amplificador (Grass P511 AC). Una vez que se amplifico la sefial,
ésta se envio al programa PolyView 2.5 (Grass).

Estimulacion eléctrica del nisc y el nBe. Se aplicaron pulsos cuadrados de corriente

(mA) a través de un estimulador de corriente constante (Digitimer DS3) activado por un
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estimulador S84 (Grass Instruments). EI umbral de estimulacion (4xU) determinado para el nlsc
y el nBe se aplicé modificando la frecuencia de estimulacion. Se aplicaron frecuencias bajas (1,
5, 10, 20 y 30 Hz) y frecuencias altas (40, 50, 60, 70 y 80 Hz), con una duracion de 4 segundos
cada una. Las frecuencias de estimulacion se aplicaron aleatoriamente con un intervalo de 3
minutos para evitar la fatiga muscular. La fuerza contractil generada por el misc y el mBe se

normalizé en Newton por gramo de tejido (N/g) mediante la siguiente formula:

F (N/g)= fuerza contractil del musculo (g}
1000 * 9.81/peso del musculo (g)

Siendo (F) la fuerza total que desarrolla el musculo por cada gramo (g) de tejido, el valor de

9.81 por efecto de la gravedad, entre el peso del mdsculo en g multiplicado por 1000.

6.1.3 PIUy PIV en respuesta a la estimulacion eléctrica de los nervios perineales

Durante la estimulacion eléctrica del nlsc, el nBe y el nCli se registrd simultaneamente la PIU
y la PIV, asi como la actividad EMG del mlsc y el mBe en conejas nuliparas (n=6, por cada
nervio).

PIU y PIV. La vejiga urinaria fue expuesta a través de una incision sobre la piel y los
musculos abdominales de aproximadamente 3 cm. La orina se drend al ejercer presion manual
sobre la vejiga. Posteriormente, se realiz6 una pequefia incision en el apice vesical y un catéter
flexible de 1.5 mm de diametro externo se introdujo y se desplazé hacia el interior del tracto
urogenital hasta que éste aparecié fuera de la abertura vaginal. El catéter se sujeté a un globo
con hilo de algoddn (8 cm de longitud) y se introdujo 5-5.5 cm hacia el interior del tracto
urogenital especificamente a nivel de uretra. Para registrar la PIV, el globo se introdujo 2.5 cm
a nivel de la vagina perineal donde se encuentran localizados los musculos perineales (Be e Isc).
El globo se llend con solucion salina (39°C; 0.9%NaCl) mediante una jeringa hasta alcanzar el
diametro uretral y vaginal aproximadamente. Para registrar las variaciones de presion, el catéter
se conecto a un transductor de presion P23BC (Statham, HatoRey, Puerto Rico) y éste a un
amplificador Grass 7DA D.C. (Grass Instruments, Quincy, MA). El amplificador se conecto a
otro canal del poligrafo (Grass 7P511) y una vez que se amplifico la sefial, ésta se envio al

programa PolyView 2.5 (Grass). Para confirmar la correcta posicion del catéter en la uretra o la
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vagina perineal, el globo se presion6 manualmente hasta observar un incremento significativo
de la presion en el sistema de registro. La PIU y la PIV se expres6 en mmHg.
Electromiogramas (EMG’s). Para el registro de la actividad EMG del misc y el mBe, los
electrodos de aguja de plata (0.1 mm de diametro) se conectaron a un amplificador (Grass P511
AC) y una vez que se amplifico la sefial, se envio al programa PolyView 2.5 (Grass).
Estimulacion eléctrica del nisc, el nBe y nCli. Se aplicaron pulsos cuadrados de corriente
(mA) a traves un estimulador de corriente constante (Digitimer DS3) activado por un
estimulador S84 (Grass Instruments). El umbral de estimulacion (4xU) determinado para el nisc,
el nBe y el nCli se aplicé modificando la frecuencia de estimulacion. Se aplicaron frecuencias
bajas (1, 5, 10, 20 y 30 Hz) y frecuencias altas (40, 50, 60, 70 y 80 Hz) con una duracién de 4
segundos cada una. Las frecuencias de estimulacién se aplicaron aleatoriamente con un intervalo
de 3 minutos para evitar la fatiga muscular. Al finalizar los registros electrofisiologicos, se
obtuvo un segmento del nisc, el nBe y el nCi de aproximadamente 0.5 mm de longitud para
medir su didmetro. Cada nervio se disecd cuidadosamente separando el tejido conectivo

circundante y ligando vasos sanguineos para evitar sangrados excesivos.

6.2 Experimento Il. Efecto de la multiparidad sobre los parametros de estimulacién
eléctrica del nBe en conejas adultas

En este experimento se utilizaron 6 conejas nuliparas y 6 conejas multiparas (n=12). Una vez
anestesiadas las conejas se determind el efecto de la multiparidad sobre los parametros de
estimulacion eléctrica del nBe registrando el umbral de estimulacion, la fuerza contractil del
mBe, laPIU, laPIV y laactividad EMG del mBe. Se sigui6 el mismo procedimiento y protocolo
de estimulacion descrito para el experimento I. EI umbral de estimulacién (4xU) determinado
para el nBe se aplicé modificando la frecuencia de estimulacion. Se aplicaron frecuencias bajas
(1,5, 10,20y 30 Hz) y frecuencias altas (40, 50, 60, 70 y 80 Hz) con una duracion de 4 segundos
cada una. Las frecuencias de estimulacion se aplicaron aleatoriamente con un intervalo de 3
minutos para evitar la fatiga muscular. Al finalizar los registros electrofisiologicos se obtuvo un
segmento del nBe de aproximadamente 0.5 mm de longitud para medir su diametro. El nBe se
diseco6 cuidadosamente separando el tejido conectivo circundante y se ligaron vasos sanguineos

para evitar sangrados excesivos.
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6.3 Analisis estadistico

Los datos estan expresados como media + error estandar. Los datos fueron sometidos a la prueba
de normalidad de kolmogorov-Smirnov. En el experimento I, se realizd una prueba de analisis
de varianza (ANOVA) de una via con una P<0.05, y una prueba post-hoc de Tukey para
determinar diferencias significativas en el diametro y el umbral de estimulacion del nlsc, el nBe
y el nCli. Para determinar diferencias significativas en la fuerza contractil y en el peso del mlsc
y el mBe se realizé una t de student para datos no pareados. Para determinar las diferencias
significativas en la PIU y la PIV generada por la estimulacion eléctrica del nlsc, el nBe y el nCli
se realizd una prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de una via con una P<0.05, y una prueba
post-hoc de Tukey. En el experimento 11, se realizé una t de student para datos no pareados para
determinar las diferencias en el didmetro y el umbral de estimulacion del nBe entre nuliparas y
multiparas. Para determinar diferencias significativas en la fuerza contractil y en el peso del
mBe entre nuliparas y multiparas se realiz6 una t de student para datos no pareados. Para
determinar las diferencias significativas en la PIU y la PIV generada por la estimulacion
eléctrica del nBe entre nuliparas y multiparas se realizé unat de student para datos no pareados.
Los datos se analizaron con la ayuda del paquete de andlisis estadistico GraphPad Prim (versién
9.0 para Windows).
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7. RESULTADOS

7.1 Edad y peso corporal de conejas nuliparas
La edad promedio de las hembras nuliparas fue de 14.77+0.66 meses y su peso corporal fue de
4.30+0.13 Kg (Tabla 1).

Tabla 1. Edad y peso corporal de hembras nuliparas (N, n=18).

Nuliparas
Edad (meses) 14.77+0.66
Peso corporal (Kg) 4.30£0.13

Los valores representan la media + error estandar.

7.2 Caracteristicas morfofisioldgicas de los nervios perineales de conejas nuliparas

7.2.1 Didmetro de los nervios perineales.

Para medir el didmetro de los nervios perineales (nlsc, nBe y el nCli) se procedio a identificar
su localizacién anatomica. El nlsc se identificd entre las fibras musculares de la superficie
ventral del misc. Con la finalidad de preservar la integridad muscular y nerviosa del Isc para
realizar los registros electrofisioldgicos, asi como para extraer un segmento del nlsc viable para
medir su diametro se localizé el nlsc proximal al mlsc, fue expuesto el foramen izquierdo del
hueso pubico, removiendo cuidadosamente el muasculo que lo cubre. Una vez expuesto, se
removio parte del hueso, a través de cortes laterales en el arco isquiatico cerca del tendén de
origen del misc y sin desinsertarlo. En seguida se removieron las fibras musculares expuestas
hasta observar el tejido adiposo. El nlsc fue localizado separando cuidadosamente el tejido
adiposo y conectivo en direccién al tendon de origen del mlsc. Se observé que el nlsc se dirige
junto con un vaso sanguineo delgado hacia la region media del mlsc (Figura 19A).

Para localizar el nBe primero se identificé el nCli en la region mas cercana al origen del
mBe, caudal al hueso pubico separando cuidadosamente el tejido conectivo que lo rodea. Una
vez localizado el nCli se identificd la rama que se dirige hacia la parte posterior del mBe. El
nBe fue localizado cerca del origen del mBe aproximadamente 0.5 cm lateral al pubis. Mientras,

el nCli se dirige caudalmente entre el mBe y el mlsc hacia la vagina perineal y el clitoris. El
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nCli se diseco después de la division de la rama que inerva el mBe especificamente a nivel de

la region media del mBe (Figura 19B).

Figura 19. Fotografias que muestran la localizacién anatémica de los nervios perineales de la coneja. A) El nisc
fue identificado en direccion al tendén de origen del misc. B) El nBe fue localizado cerca del origen del mBe
aproximadamente 0.5 cm caudal al pubis. EI nBe es una rama del nCli por lo que se recomienda primero localizar
el nCli para proceder a la identificacion del nBe. Después de la division de la rama que inerva al mBe, el nCli se
dirige caudalmente entre el mBe y el misc hacia la vagina perineal y el clitoris. EI nCli se disecd a nivel de la region
media del mBe. nlsc, nervio isquiocavernoso; mlsc, musculo isquiocavernoso; nBe, nervio bulboesponjoso; nCli,
nervio clitoral; mBe, masculo bulboesponjoso; mm, milimetros.

El didmetro de los nervios perineales se midi6 al finalizar los registros
electrofisiologicos. Cada nervio se disecd cuidadosamente separando el tejido conectivo
circundante. EI diametro del nCli fue significativamente mayor en comparacién con el nisc y el
nBe (nlsc, 0.18+0.02 mm; nBe 0.17£0.005 mm; nCli 0.56+0.05 mm, F, 1o = 47.85, P<0.0001)
(Figura 20).
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Figura 20. Diametro y fotografias de los nervios perineales de conejas nuliparas. A) Diametro de los nervios
perineales. Los datos representan la media + error estandar. Para determinar las diferencias significativas entre los
nervios perineales (nlsc, nBe y nCli; N, n=5 por cada nervio) se realiz6 una ANOVA de una via y una prueba post-
hoc de Tukey (****P<0.0001). El didmetro del nCli es significativamente mayor en comparacion con el nisc y el
nBe. B) Fotografias de los nervios perineales. Se muestra un segmento del nCli y el nBe de una coneja nulipara.
Isc, nervio isquiocavernoso; Be, bulboesponjoso; Cli, clitoral; mm, milimetros.

7.2.2 Umbral de estimulacion. El umbral de estimulacion (1xU) se definié como la cantidad
de corriente necesaria para generar la minima respuesta EMG en el misc y el mBe. Para ello, se
estimulo selectivamente el nisc, el nBe y el nCli (control no especifico) de manera unilateral y
se registré simultaneamente la actividad EMG del mlsc y el mBe, respectivamente. Se aplicaron
pulsos Unicos de corriente (1Hz, 2 ms) de intensidad graduada (mA). La corriente eléctrica se
incrementd lentamente hasta observar una minima deflexion en el registro EMG del misc y el
mBe (Figura 21A, B). El umbral de estimulacion obtenido durante la estimulacién eléctrica del
nCli (control no especifico) fue significativamente mayor en comparacion con los valores
obtenidos durante la estimulacion eléctrica selectiva del nisc y el nBe (0.77+0.09 mA, 0.46+0.03
mA, 0.49+0.01 mA, F, 27 = 8.422, P=0.0014; respectivamente) (Gréfica 1A). La estimulacion
eléctrica del nCli no desencadendé la respuesta electromiografica del mlsc y el mBe, sélo se

registro el artefacto del estimulo (Figura 21C, D). Por tal motivo, para este nervio el umbral de
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estimulacion se defini6 como la cantidad de corriente necesaria para generar la minima
contraccion vulvar visualmente perceptible.

Una vez determinado el umbral de estimulacion especifico para cada uno de los nervios
perineales, este se multiplico hasta 4xU (1Hz, 2 ms) para alcanzar la maxima respuesta EMG
del mlsc y el mBe. Por lo tanto, la estimulacion eléctrica del nCli a 4xU fue significativamente
mayor en comparacion con los valores obtenidos durante la estimulacion eléctrica selectiva del
nisc y el nBe (2.80+0.17 mA, 1.86+0.13 mA, 1.96+0.06 mA, F 2, 27 = 15.85, P<0.0001;

respectivamente) (Grafica 1B).

A 1xU  2xU  3xU  4xU
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Figura 21. Registros EMG’s del mlsc y mBe en respuesta a la estimulacion eléctrica de los nervios perineales de
una coneja nulipara. Se muestran los registros EMG’s representativos del mlsc y mBe evocados por pulsos Gnicos
de corriente (1Hz, 2 ms) a diferentes intensidades (1-4xU) aplicados en el nlsc (A), el nBe (B) y el nCli (N, n=10
por cada nervio) (C, D). La estimulacion eléctrica del nCli no desencadend la respuesta electromiogréafica del mlsc
y el mBe. Las flechas rojas indican el artefacto del estimulo. Los registros EMG’s representan la media de 16.
EMG’s, electromiogramas; mlsc, musculo isquiocavernoso; mBe, musculo bulboesponjoso; mV, milivolts; ms,
milisegundos.
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Gréfica 1. Valor umbral obtenido durante la estimulacion eléctrica selectiva de los nervios perineales de conejas
nuliparas. A) Umbral del estimulo (1xU) que desencadena una minima respuesta EMG en el mlsc y el mBe. B)
Umbral del estimulo (4xU) que desencadena la méaxima respuesta EMG del mlsc y el mBe. Los datos representan
la media % error estandar. Para determinar las diferencias significativas en el valor umbral obtenido durante la
estimulacién eléctrica de los nervios perineales (nlsc, nBe y nCli; n=10 por cada nervio) se realiz6 una ANOVA
de una via y una prueba post-hoc de Tukey (P<0.05). EMG, electromiogramas, mlsc, musculo isquiocavernoso,
mBe, musculo bulboesponjoso, Isc, isquiocavernoso; Be, bulboesponjoso; Cli, clitoral; mA, miliamperios.

7.3 Fuerza mecanica contractil del misc y el mBe en respuesta a la estimulacion eléctrica
del nlsc y el nBe en conejas nuliparas.

La actividad EMG vy la fuerza contractil del misc y el mBe fueron registradas simultaneamente
durante la estimulacion eléctrica unilateral del nlsc y el nBe, respectivamente. Los nervios
fueron estimulados con pulsos cuadrados de corriente a 4xU modificando la frecuencia de
estimulacion. Se aplicaron frecuencias bajas (1, 5, 10, 20 y 30 Hz) y frecuencias altas (40, 50,
60, 70 y 80 Hz) con una duracion de 4 segundos cada una. Las frecuencias de estimulacion se
aplicaron aleatoriamente con un intervalo de 3 minutos para evitar la fatiga muscular.

El umbral del estimulo (4xU) determinado para el nisc y el nBe no mostro diferencias
significativas (1.87+£0.22 vs 2.23+0.28 mA, ts=1.045, P=0.320; respectivamente). La
estimulacion eléctrica unilateral del nlsc y el nBe desencadend actividad EMG ipsilateral en el
mlsc y el mBe, respectivamente. Asimismo, se registrd un incremento en la fuerza contractil

generada por los musculos de manera dependiente de la frecuencia. Los registros representativos
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de la mecénica contractil se graficaron en gramos. La estimulacion eléctrica del nlsc y el nBe a
frecuencias bajas (1, 5y 10 Hz) provocé respuestas contractiles simples en los musculos que
siguieron la frecuencia de estimulacion aplicada. A 20 y 30 Hz se comenz0 a observar la
tetanizacion de las fibras musculares. Durante la estimulacion eléctrica a frecuencias altas (40,
50, 60, 70 y 80 Hz), las respuestas contréctiles se fusionaron por completo adquiriendo la forma
caracteristica de tetanos y a partir de 50 Hz se observ¢ fatiga muscular.

Lo datos estadisticos de la fuerza contractil de los musculos perineales se reportan
normalizados en N/g de tejido. El peso del mBe fue significativamente mayor en comparacion
con el misc (0.19+0.02 vs 0.12+0.004 gramos, ts=3.177, P=0.009; respectivamente). La fuerza
normalizada incremento gradualmente en magnitud siguiendo el tren de estimulacién a
diferentes frecuencias. Conforme se aumentaba la frecuencia de estimulacion (20-80Hz), la
fuerza contractil desarrollada por los muasculos perineales también se incrementaba. Durante la
estimulacion eléctrica a bajas frecuencias, la fuerza contréctil del misc fue significativamente
mayor comparado con el mBe (1 Hz, 0.39+0.09 vs 0.11+0.02 N/g, ts=2.926, P=0.015; 5 Hz,
0.37+0.09 vs 0.16+0.03 N/g, ts=2.214, P=0.051; 10 Hz, 0.46+0.10 vs 0.13+0.03 N/g, ts=3.132,
P=0.010; 20 Hz, 0.87+0.22 vs 0.30+0.09 N/g, ts=2.471, P=0.033; 30 Hz, 1.37+0.36 vs 0.52+0.13
N/g, ts=2.200, P=0.052; respetivamente) (Grafica 2). Se obtuvo una tendencia similar durante
la estimulacion eléctrica a altas frecuencias sin diferencias estadisticamente significativas al
comparar la fuerza contractil del mlsc y el mBe (40 Hz, 1.54+0.41 vs 0.60+0.15 N/g, ts=2.164,
P=0.055; 50 Hz, 1.73+0.43 vs 0.97+0.20 N/g, ts=1.594, P=0.142; 60 Hz, 1.84+0.40 vs 0.99+0.20
N/g, ts=1.895, P=0.087; 70 Hz, 1.83+0.44 vs 1.23+0.29 N/g, ts=1.121, P=0.288; 80 Hz,
2.01+0.42 vs 1.47+0.32 N/g, ts=1.026, P=0.329; respectivamente) (Gréfica 3). La maxima
fuerza contréctil generada por el mlsc y el mBe se registro al estimular el nisc y el nBe a 80 Hz.
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Grafica 2. Fuerza contréctil generada por los masculos perineales a frecuencias bajas en conejas nuliparas. Se
muestra los valores de la fuerza contractil normalizada (N/g de tejido) generada por el misc y el mBe como
respuesta a la estimulacién eléctrica del nisc y el nBe, respectivamente (N, n=6 por cada musculo). Los datos
representan la mediazerror estandar. Para determinar diferencias significativas entre en la fuerza contractil de los
musculos se realiz6 una prueba de t de student de dos colas para datos no pareados (*P<0.05). mlsc, misculo
isquiocavernoso; mBe, musculo bulboesponjoso; nlsc, nervio isquiocavernoso; nBe, nervio bulboesponjoso; Hz,

Hertz; N, newton; g, gramos.
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Gréfica 3.: Fuerza contractil generada por los musculos perineales a frecuencias altas en conejas nuliparas. Se
muestra los valores de la fuerza contractil normalizada (N/g de tejido) generada por el misc y el mBe como
respuesta a la estimulacién eléctrica del nlsc y el nBe, respectivamente (N, n=6 por cada musculo). Los datos
representan la mediaterror estandar. Para determinar diferencias significativas entre en la fuerza contractil de los
musculos se realiz6 una prueba de t de student de dos colas para datos no pareados (*P<0.05). mlsc, misculo
isquiocavernoso; mBe, musculo bulboesponjoso; nlsc, nervio isquiocavernoso; nBe, nervio bulboesponjoso; Hz,
Hertz; N, newton; g, gramos.
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7.4 Presion intrauretral en respuesta a la estimulacion eléctrica de los nervios perineales
en conejas nuliparas

Durante la estimulacion eléctrica unilateral del nlsc, el nBe y el nCli (control no especifico) se

registré simultdneamente la PIU y la actividad EMG ipsilateral del mlsc y el mBe. Se siguio el

mismo protocolo de estimulacion descrito para la fuerza contréctil.

El umbral del estimulo (4xU) determinado para el nCli fue significativamente mayor en
comparacion con el valor umbral obtenido para el nisc y el nBe (2.97+0.24, 1.87+0.22,
1.89+0.07 mA, F 2,15 = 10.88, P=0.0012; respectivamente). La estimulacion eléctrica unilateral
de los nervios perineales desencadend la actividad EMG ipsilateral del misc y el mBe que
coincidié con un incremento en la PIU, de manera diferencial. Los registros representativos de
la PIU estan expresados en mmHg. Los cambios en la PIU generados por trenes de estimulacion
de frecuencia ascendente aplicados al nisc y el nBe siguieron la frecuencia de estimulacién
regresando inmediatamente a la linea basal cuando la estimulacion finaliz6. Sin embargo, el
incremento en la PIU se mantuvo constante y regreso a la linea basal segundos después de la
estimulacion eléctrica del nCli. Durante un estimulo simple (1 Hz) aplicado al nBe y el nCli
provocd un incremento en la PIU apenas perceptible sin diferencias significativas entre los
nervios estimulados (0.13+0.05 vs 0.31+0.15 mmHg, F 2 5= 3.129, P=0.0732;
respectivamente). A 5 Hz, la estimulacién del nCli incrementé significativamente la PIU en
comparacion con la estimulacion del nBe (0.72+0.17 vs 0.22+0.06 mmHg, F 2, 15 = 12.90,
P=0.0006; respectivamente). Mientras, la estimulacion del nlsc gener6 un incremento en la P1U
a partir de 20 y 30 Hz. Durante la estimulacién eléctrica del nCli a 10 Hz, la PIU fue
significativamente mayor en comparacién con la estimulacion del nisc y el nBe (1.72+0.41,
0.09+0.06, 0.40+0.15 mmHg, F 2, 15= 11.49, P=0.0009; respectivamente). Lo mismo fue
obtenido cuando se estimul6 el nCli a 20 Hz (nCli, 1.54+0.33, nlsc, 0.31+0.08, nBe, 0.45+0.17
mmHg; F 2, 15= 9.372, P=0.0023), 30 Hz (nCli,.1.55+0.28, nlsc 0.09+0.06, nBe, 0.18+0.03
mmHg; F 2, 15= 24.82, P<0.0001) (Gréfica 4), 40 Hz (nCli, 1.06+0.26, nisc, 0.49+0.11, nBe
0.392£0.12 mmHg; F 2,15 = 4.118, P=0.0375), 50 Hz (nCli, 1.77+0.47, nlsc, 0.40£0.02, nBe,
0.55+0.31 mmHg; F 2, 15= 5.393, P=0.0172), 60 Hz (nCli, 1.36+0.34, nlsc 0.34+0.03, nBe
0.23£0.04 mmHg; F 2 15= 9.684, P=0.0020), 70 Hz (nCli, 1.74+0.45, nisc 0.48+0.04,
nBe,0.26£0.05 mmHg; F 2, 15 = 9.045, P=0.0026) y 80 Hz (nCli, 1.78+0.36, nisc 0.40+0.05, nBe
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0.34+0.11 mmHg; F 2, 15= 13.70, P=0.0004) (Gréfica 5). A partir de la estimulacion eléctrica del
nlsc a 20 Hz, se registré un incremento en la PIU y este se mantuvo constante hasta los 40-80
Hz. La PIU maxima registrada durante la estimulacion del nisc fue a 70 Hz. Mientras que a
partir de la estimulacion eléctrica del nBe a 5 Hz, se observo un aumento en la PIU que se
mantuvo hasta 80 Hz. La PIU maxima inducida por la estimulacion del nBe se obtuvo a 50 Hz.
Durante la estimulacion eléctrica del nCli, a 1 Hz se registré un incremento en la PIU y este

permanecio constante de 10-80 Hz. La PIU maxima fue registrada al estimular el nCli a 80 Hz.
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Gréfica 4. Presion intrauretral en respuesta a la estimulacion eléctrica de nervios perineales a frecuencias bajas en
conejas nuliparas. Se muestran los valores de la presion uretral (mmHg) inducida por la estimulacion eléctrica del
nisc, el nBe y el nCli (N, n=6 por cada musculo). Los datos representan la mediaterror estdndar. Para determinar
diferencias significativas en la presién uretral obtenida durante la estimulacién eléctrica de los nervios perineales
se realizé una ANOVA de una via y una prueba post-hoc de Tukey *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.0001. nlsc, nervio

isquiocavernoso; nBe, nervio bulboesponjoso; nlisc; nCli, nervio clitoral; Hz, Hertz; mmHg, milimetros de
mercurio.
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Gréfica 5. Presion intrauretral en respuesta a la estimulacion eléctrica de nervios perineales a frecuencias altas en
conejas nuliparas. Se muestran los valores de la presion uretral (mmHg) inducida por la estimulacién eléctrica del
nisc, el nBe y el nCli (N, n=6 por cada musculo). Los datos representan la mediaterror estdndar. Para determinar
diferencias significativas en la presion uretral obtenida durante la estimulacién eléctrica de los nervios perineales
se realiz6 una ANOVA de una via y una prueba post-hoc de Tukey *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.0001. nlsc, nervio
isquiocavernoso; nBe, nervio bulboesponjoso; nlsc; nCli, nervio clitoral; Hz, Hertz; mmHg, milimetros de
mercurio.

7.5 Presion intravaginal en respuesta a la estimulacion eléctrica de los nervios perineales
en conejas nuliparas

Durante la estimulacion eléctrica unilateral del nisc, el nBe y el nCli (control no especifico) se

registré simultdneamente la PIV y la actividad EMG ipsilateral del mlsc y el mBe. Se siguio el

mismo protocolo de estimulacion descrito para la fuerza contractil y la P1U.

El umbral del estimulo (4xU) determinado para el nCli fue significativamente mayor en
comparacion con el umbral de estimulacion obtenido para el nisc y el nBe (2.97+0.24,
1.87+0.22, 2.06£0.20 mA, F 2, 15= 7.213, P=0.0064; respectivamente). La estimulacion eléctrica
de los nervios perineales desencadeno la actividad EMG del misc y el mBe que coincidio con
un incremento en la PIV. Los cambios en la PIV generados por trenes de estimulacion aplicados
al nisc y el nBe siguieron la frecuencia de estimulacién regresando inmediatamente a la linea

basal cuando la estimulaciéon finalizd6. Lo contrario fue observado durante la estimulacion
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eléctrica del nCli que incremento la PIV y esta regreso a la linea basal segundos después de que
la estimulacion finalizo. Los registros representativos de la PIV estan expresados en mmHg. La
PIV increment6 a medida que se aumento la frecuencia de estimulacion independientemente del
nervio estimulado.

La PIV a 1 Hz fue significativamente mayor al estimular el nCli en comparacion con la
estimulacion del nisc y el nBe (nCli, 6.46+1.53, nisc, 0.28+0.17, nBe, 0.29+0.10 mmHg; F 2,
14= 14.56 , P=0.0004), 5 Hz (nCli, 5.05£1.67, nlsc, 0.80+0.10, nBe, 0.24+0.10 mmHg; F 2, 14=
6.649 , P=0.0093), 10 Hz (nCli, 6.88+1.31, nlsc, 0.66+0.03, nBe, 0.82+0.51 mmHg; F 2, 14=
18.25, P=0.0001), 20 Hz (nCli, 7.51+1.71, nlsc, 1.24+0.16, nBe, 0.35+0.08 mmHg; F 2, 14=
13.89, P=0.0005) y 30 Hz (nCli, 9.58+2.39, nisc, 1.84+0.37, nBe, 0.45+0.07 mmHg; F 2, 14=
11.06, P=0.0013) (Grafica 6). Lo mismo fue registrado al estimular el nCli a 40 Hz (nCli,
10.44+2.19, nlsc, 1.76+0.46, nBe, 0.63+0.13 mmHg; F 2, 14= 15.45, P=0.0003), 50 Hz (nCli,
8.91+0.72, nisc, 2.07+0.45, nBe, 0.93+£0.16 mmHg; F 2, 14= 67.69, P<0.0001), 60 Hz (nCli,
8.12+2.08, nlsc 2.20+0.39, nBe, 0.90+£0.31 mmHg; F 2, 14= 8.711, P=0.0035), 70 Hz (nCli,
10.97+2.61, nlsc, 2.21+0.56, nBe, 1.10+0.30 mmHg; F 2, 14= 10.98, P=0.0014) y 80 Hz (nCli,
11.85+1.25, nlsc, 2.57+0.29, nBe, 1.46+£0.58 mmHg; F 2, 14= 47.16, P<0.0001) (Gréfica 7).
Aunque la P1V registrada durante la estimulacion eléctrica del nlsc fue mayor en comparacion
con el nBe no presentd diferencias significativas. La PIV maxima registrada durante
estimulacion eléctrica de los nervios perineales fue registrada a 80 Hz.
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Gréfica 6. Presion intravaginal en respuesta a la estimulacion eléctrica de nervios perineales a frecuencias bajas
en conejas nuliparas. Se muestran los valores de la presion vaginal (mmHg) inducida por la estimulacién eléctrica
del nisc, el nBe y el nCli (N, n=6 por cada musculo). Los datos representan la mediaterror estandar. Para determinar
diferencias significativas en la presion vaginal obtenida durante la estimulacion eléctrica de los nervios perineales
se realiz6 una ANOVA de una via y una prueba post-hoc de Tukey *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.0001. nlsc, nervio
isquiocavernoso; nBe, nervio bulboesponjoso; nlsc; nCli, nervio clitoral; Hz, Hertz; mmHg, milimetros de
mercurio.
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Gréfica 7. Presion intravaginal en respuesta a la estimulacion eléctrica de nervios perineales a frecuencias altas en
conejas nuliparas. Se muestran los valores de la presion vaginal (mmHg) inducida por la estimulacion eléctrica del
nisc, el nBe y el nCli (N, n=6 por cada musculo). Los datos representan la mediaterror estandar. Para determinar
diferencias significativas en la presién vaginal obtenida durante la estimulacion eléctrica de los nervios perineales
se realiz6 una ANOVA de una via y una prueba post-hoc de Tukey *P<0.05; ***P<0.01; ****P<0.0001. nlsc,
nervio isquiocavernoso; nBe, nervio bulboesponjoso; nlsc; nCli, nervio clitoral; Hz, Hertz; mmHg, milimetros de
mercurio.

7.6 Edad y peso corporal de conejas multiparas vs nuliparas
La edad y el peso corporal de las hembras multiparas y nuliparas fue similar entre condiciones
(Tabla 2).

Tabla 2. Edad y peso corporal de hembras multiparas y nuliparas (M, n=6 vs N, n=6).

Multiparas Nuliparas P
Edad (meses) 15.67+0.67 13.83+1.17 0.202
Peso corporal (Kg) 3.78+0.08 4.04+0.19 0.234

Los valores representan la media * error estandar. Para determinar diferencias significativas
entre en la fuerza contractil de los musculos se realiz6 una prueba de t de student de dos colas
para datos no pareados *P<0.05.
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7.7 Caracteristicas morfofisioldgicas del nBe en conejas multiparas vs nuliparas

7.7.1 Didmetro de los nervios perineales.

El diametro del nBe se midio después de finalizar los registros electrofisiologicos. EI nBe (M,
n=6 vs N, n=6) se disecd cuidadosamente separando el tejido conectivo circundante y ligando
los vasos sanguineos para evitar sangrados excesivos. El didmetro del nBe de hembras
multiparas y nuliparas presentaron valores semejantes (M, 0.17£0.01 vs N, 0.18+0.01 mm,

t,=0.684, P=0.509) (Figura 22).
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Figura 22. Diametro del nBe de hembras multiparas y nuliparas. A) Los datos de la grafica representan la media
* error estandar. Para determinar diferencias significativas entre condiciones se realizé una prueba de t de student
de dos colas para datos no pareados *P<0.05. Se obtuvieron valores semejantes en el didmetro del nBe entre
hembras nuliparas (N, n=6) y multiparas (M, n=6). B) Fotografia que muestra la localizacién anatémica del nBe
en una hembra multipara. N, nulipara; M, multipara; mBe, musculo bulboesponjoso; nBe, nervio bulboesponjoso;
nCli, nervio clitoral; mm, milimetros.

7.7.2 Umbral de estimulacion. Durante la estimulacion eléctrica unilateral del nBe se registrd
simultaneamente la actividad EMG ipsilateral de mBe. El umbral de estimulacion fue
determinado como se describid previamente para las hembras nuliparas. Se aplicaron pulsos
unicos de corriente (1Hz, 2 ms) de intensidad graduada (mA). La cantidad de corriente eléctrica
(1xU) que desencadeno la minima respuesta EMG en el mBe fue similar entre hembras
multiparas y nuliparas (0.44+0.04 vs 0.48+0.02 mA, ts=0.752, P=0.469; respectivamente)
(Grafica 8A). Por lo tanto, al multiplicar este valor hasta 4xU se obtuvieron valores similares
entre multiparas y nuliparas (1.76+0.17 vs 1.89+0.07 mA, t6=0.688, P=0.506) (Gréafica 8B).
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Grafica 8. Valor umbral determinado durante la estimulacion eléctrica del nBe en hembras multiparas y nuliparas.
A) Umbral del estimulo (1xU) que desencadena una minima respuesta EMG en el mBe. B) Umbral del estimulo
(4xU) que desencadena la maxima respuesta EMG del mBe. Los datos representan la media + error estandar. Para
determinar las diferencias significativas en el valor umbral obtenido entre hembras multiparas (M, n=6) y nuliparas
(N, n=6) se realiz6 una prueba de t de student de dos colas para datos no pareados *P<0.05. nBe, nervio
bulboesponjoso; mBe, musculo bulboesponjoso; EMG, electromiograma; N, nulipara; M, multipara; mA,
miliamperios.

7.8 Fuerza mecéanica contractil del mBe en respuesta a la estimulacién eléctrica del nBe en
multiparas vs nuliparas

La actividad EMG y la fuerza contréactil del mBe fueron registradas simultdneamente durante la
estimulacion eléctrica del nBe en hembras multiparas y nuliparas. EI umbral del estimulo fue
determinado, como fue descrito previamente para las hembras nuliparas. EI nBe fue estimulado
con pulsos cuadrados de corriente a 4xU modificando la frecuencia de estimulacion. Se
aplicaron frecuencias bajas (1, 5. 10. 20 y 30 Hz) y frecuencias altas (40, 50, 60, 70 y 80 Hz)
con una duracion de 4 segundos cada una. Las frecuencias de estimulacion se aplicaron
aleatoriamente con un intervalo de 3 minutos cada una para evitar la fatiga muscular.

El umbral de estimulacion (4xU) determinado para el nBe de hembras multiparas y
nuliparas no fue significativamente diferente (2.23+0.28 vs 1.76+0.17 mA, ts=1.456, P=0.176;
respectivamente). La estimulacion eléctrica del nBe desencadené actividad EMG en el mBe y
se registrd un aumento de la fuerza contractil del mBe conforme se incrementaba la frecuencia

de estimulacion. La estimulacion eléctrica del nBe a frecuencias bajas (1, 5y 10 Hz) provoco
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respuestas contractiles simples en el mBe que siguio la frecuencia de estimulacién aplicada. A
20 y 30 Hz se comenzd a observar la tetanizacion de las fibras musculares. Durante la
estimulacion eléctrica a frecuencias altas (40, 50, 60, 70 y 80 Hz), las respuestas contractiles se
fusionaron por completo adquiriendo la forma caracteristica de tetanos y a partir de 70 y 80 Hz
se observo fatiga muscular.

Los datos estadisticos de la fuerza contractil del mBe se muestran normalizados en N/g
de tejido. El peso del mBe fue menor en las hembras multiparas con respecto a las nuliparas, sin
presentar diferencias significativas (0.16+£0.01 vs 0.19+0.02 gramos, ts=1.391, P=0.194;
respectivamente). La fuerza normalizada incremento gradualmente en magnitud siguiendo el
tren de estimulacion a diferentes frecuencias. Conforme se aumentaba la frecuencia de
estimulacion, la fuerza contractil desarrollada por el mBe también se incrementaba. Durante la
estimulacion eléctrica a bajas frecuencias (1, 5 10, 20 y 30 Hz), la fuerza contractil del mBe se
mantuvo constante sin mostrar cambios significativos al comparar los valores entre hembras
multiparas y nuliparas (1 Hz, 0.21+0.05 vs 0.11+0.02 N/g, ts=1.719, P=0.116; 5 Hz, 0.24+0.09
vs 0.16+0.03 N/g, ts=0.910, P=0.384; 10 Hz, 0.124+0.03 vs 0.13+0.03 N/g, ts=0.259, P=0.800;
20 Hz, 0.25+0.07 vs 0.30+0.09 N/g, ts=0.360, P=0.725; 30 Hz, 0.37+0.10 vs 0.52+0.13 N/g
t=0.899, P=0.389; respectivamente). A frecuencias de 1y 5 Hz, la fuerza contréctil desarrollada
por el mBe fue ligeramente mayor en las hembras multiparas con respecto a las nuliparas sin
cambios significativos. Lo opuesto fue registrado durante la estimulacion eléctrica a 20 y 30 Hz
en las hembras multiparas con respecto a las nuliparas.

Durante la estimulacion eléctrica a altas frecuencias (40, 50, 60, 70 y 80 Hz), la fuerza
contractil desarrollada por el mBe de hembras multiparas fue ligeramente mayor con respecto a
las nuliparas sin cambios significativos (40 Hz, 0.84+0.30 vs 0.60+0.15 N/g, ts=0.707, P=0.495;
50 Hz, 1.14+0.40 vs 0.97+0.20 N/g, ts=0.390, P=0.704; 60 Hz, 1.33+0.39 vs 0.99+0.20 N/g,
t6=0.769, P=0.459; 70 Hz, 1.46+0.42 vs 1.23+0.29 N/g, ts=0.452, P=0.660; 80 Hz, 1.74+0.36 vs
1.47+0.32 N/g, t=0.573, P=0.579; respectivamente). En hembras multiparas y nuliparas la

fuerza maxima generada por el mBe se obtuvo al estimular el nBe a 80 Hz.
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Gréfica 13. Fuerza contractil generada por el mBe a frecuencias bajas en conejas multiparas y nuliparas. Se muestra
los valores de la fuerza contractil normalizada (N/g de tejido) generada por el mBe como respuesta a la estimulacién
eléctrica del nBe en hembras multiparas (M, n=6) y nuliparas (N, n=6). Los datos representan la mediaterror
estandar. Para determinar diferencias significativas en la fuerza contractil del mBe entre condiciones se realiz6 una
prueba de t de student de dos colas para datos no pareados (*P<0.05). mBe, musculo bulboesponjoso; nBe, nervio
bulboesponjoso; M, multipara; Hz, Hertz; N, newton; g, gramos.
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Grafica 14. Fuerza contractil generada por el mBe a frecuencias altas en conejas multiparas y nuliparas. Se muestra
los valores de la fuerza contractil normalizada (N/g de tejido) generada por el mBe como respuesta a la estimulacion
eléctrica del nBe en hembras multiparas (M, n=6) y nuliparas (N, n=6). Los datos representan la mediaterror
estandar. Para determinar diferencias significativas en la fuerza contractil del mBe entre condiciones se realiz6 una
prueba de t de student de dos colas para datos no pareados (*P<0.05). mBe, musculo bulboesponjoso; nBe, nervio
bulboesponjoso; M, multipara; Hz, Hertz; N, newton; g, gramos.
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7.9 Presion intrauretral en respuesta a la estimulacion eléctrica del nBe en conejas
multiparas vs nuliparas

Durante la estimulacion eléctrica del nBe se registro simultdneamente la PIU y la actividad
EMG del mBe en conejas multiparas y nuliparas. La determinacién del umbral del estimulo y
el protocolo de estimulacion fue el mismo que para las hembras nuliparas.

El umbral del estimulo (4xU) determinado para el nBe fue similar en las hembras
multiparas cuando se compar6é con las hembras nuliparas (1.76+0.17 vs 1.89+0.07 mA,
ts=0.719, P=0.488; respectivamente). La estimulacion eléctrica del nBe desencadeno actividad
EMG en el mBe que coincidi6 con un incremento de la PIU en hembras multiparas y nuliparas.
Los cambios en la PIU generados por trenes de estimulacion aplicados al nBe de hembras
multiparas no siguieron la frecuencia de estimulacion observandose un incremento en la presion
que adquirié la forma de meseta regresando inmediatamente a la linea basal cuando la
estimulacion finalizo.

La estimulacion eléctrica del nBe a 1 Hz (M, 0.15+0.15 vs N, 0.13+0.05 mmHg,
t6=0.146, P=0.886), 5 Hz (M, 0.19+0.09 vs N, 0.22+0.06 mmHg, ts=0.271, P=0.791) y 10 Hz
(M, 0.09£0.09 vs N, 0.40+0.15 mmHg, ts=1.745, P=0.111) no genero un incremento de la PIU
en las hembras multiparas con respecto a las nuliparas. A partir de 20 y 30 Hz se registrd un
incremento de la PIU en las hembras multiparas. El incremento de la PIU a 20 Hz (M, 0.40+0.18
vs N, 0.45+£0.17 mmHg, t6=0.230, P=0.822) y 30 Hz (M, 0.33£0.14 vs N, 0.18+0.03 mmHg,
ts=1.079, P=0.305) no fue significativamente diferente entre hembras multiparas y nuliparas
(Grafica 9). Durante la estimulacion del nBe a 40 Hz (M, 0.33£0.13 vs N, 0.39+£0.12 mmHg,
t6=0.357, P=0.728) y 50 Hz (M, 0.38+0.14 vs N, 0.55+0.31 mmHg, t=0.503, P=0.625) se
registré un aumento en la PIU que se mantuvo constante sin presentar diferencias significativas
entre condiciones. Mientras, la PIU generada durante la estimulacién eléctrica del nBe a 60 Hz
(M, 0.43£0.17 vs N, 0.23+£0.04 mmHg, ts=1.087, P=0.302) y 80 Hz (M, 0.77+0.17 vs 0.34+0.11
mmHg, ts=2.054, P=0.067) fue mayor en las hembras multiparas con respecto a las nuliparas
sin presentar diferencias significativas entre condiciones. Sin embargo, a 70 Hz se registro un
incremento significativo en la PIU de hembras multiparas con respecto a las nuliparas (M,
0.63+0.15 vs N, 0.26+0.05 mmHg, ts=2.374, P=0.039). A diferencia de las hembras nuliparas,
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la PIU maxima registrada en las hembras multiparas se obtuvo al estimular el nBe a 80 Hz
(Grafica 10).
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Grafica 9. Presion intrauretral en respuesta a la estimulacién eléctrica del nBe a frecuencias bajas en conejas
multiparas vs nuliparas. Se muestran los valores de la presion uretral (mmHg) inducida por la estimulacién eléctrica
del nBe. Los datos representan la mediaterror estandar. Para determinar las diferencias significativas en la presion
uretral obtenida durante la estimulacion eléctrica del nBe entre multiparas (n=6) y nuliparas (n=6) se realizd una
prueba de t de student de dos colas para datos no pareados *P<0.05. N, nuliparas; M, multiparas; Hz, Hertz; mmHg,
milimetros de mercurio.
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Gréfica 10. Presion intrauretral en respuesta a la estimulacion eléctrica del nBe a frecuencias bajas en conejas
multiparas vs nuliparas. Se muestran los valores de la presion uretral (mmHg) inducida por la estimulacién eléctrica
del nBe. Los datos representan la mediaterror estandar. Para determinar las diferencias significativas en la presion
uretral obtenida durante la estimulacion eléctrica del nBe entre multiparas (n=6) y nuliparas (n=6) se realizd una
prueba de t de student de dos colas para datos no pareados *P<0.05. N, nuliparas; M, multiparas; Hz, Hertz; mmHg,
milimetros de mercurio.
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7.10 Presion intravaginal en respuesta a la estimulacion eléctrica del nBe en conejas
multiparas vs nuliparas

Durante la estimulacion eléctrica del nBe se registro simultdneamente la PIV y la actividad
EMG del mBe en hembras multiparas y nuliparas. La determinacion del umbral del estimulo y
el protocolo de estimulacion fue el mismo que para las hembras nuliparas.

El umbral del estimulo (4xU) determinado durante la estimulacién eléctrica del nBe fue
similar entre las hembras multiparas y nuliparas (1.76+0.17 vs 2.06£0.20 mA, ts=1.140,
P=0.280; respectivamente). La estimulacién eléctrica del nBe desencadend actividad EMG en
el mBe que coincidié con un incremento en la PIV de hembras multiparas y nuliparas. Los
cambios en la PIV generados por trenes de estimulacion aplicados al nBe de hembras multiparas
no siguieron la frecuencia de estimulacién. Sélo se observé un incremento en la presion que
adquirio la forma de meseta regresando a la linea basal cuando la estimulacion finalizé.

Durante la estimulacién eléctrica del nBe a 1 Hz no se registro un incremento en la PIV
de hembras multiparas y nuliparas sin diferencias significativas (0.08+0.08 vs 0.29+0.10
mmHg, t6=1.594, P=0.145; respectivamente). Al estimular a 5 Hz, se observé un minimo
incremento en la PIV de las hembras multiparas que no fue significativamente diferente al
obtenido en las hembras nuliparas (0.22+0.09 vs 0.24+0.10 mmHg, ts=0.096, P=0.924;
respectivamente). Al modificar la frecuencia de estimulacion a 10 Hz, se registrd una
disminucion en la PIV de las hembras multiparas con respecto a las nuliparas sin cambios
significativos (0.51+0.13 vs 0.82+0.51 mmHg, t6=0.653, P=0.530; respectivamente). A 20 Hz,
los valores en la PIV de hembras multiparas fueron similares a los obtenidos en las hembras
nuliparas (0.42+0.11 vs 0.35+£0.08 mmHg, ts=0.511, P=0.621; respectivamente). Lo mismo fue
obtenido al incrementar la frecuencia de estimulacién a 30 Hz en hembras multiparas con
respecto a las nuliparas (0.33+0.12 vs 0.45+0.07 mmHg, ts=0.868, P=0.407; respectivamente)
(Grafica 11).

El incremento de la PIV durante la estimulacion eléctrica del nBe a 40 Hz (M, 0.65+0.09
vs N, 0.63£0.13 mmHg, ts=0.125, P=0.902), 50 Hz (M, 1.03+0.22 vs N, 0.93+0.16 mmHg,
t6=0.356, P=0.729), 60 Hz (M, 1.36+0.36 vs N, 0.90+0.31 mmHg, t6=0.941, P=0.370), 70 Hz
(M, 1.204£0.27 vs N, 1.10+0.30 mmHg, t=0.242, P=0.813) y 80 Hz (M, 1.37£0.41 vs N,
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1.46+0.58 mmHg, t6=0.127, P=0.901) fue similar entre hembras multiparas y nuliparas,
respectivamente (Grafica 12). En general, la PIV increment6 a medida que se aumentd la
frecuencia de estimulacién. Tanto en hembras multiparas y nuliparas, la PIV maxima registrada

durante la estimulacion eléctrica del nBe se obtuvo a 80 Hz.
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Gréfica 11. Presion intravaginal en respuesta a la estimulacién eléctrica del nBe a frecuencias bajas en conejas

multiparas vs nuliparas. Se muestran los valores de la presion vaginal (mmHg) inducida por la estimulacion
eléctrica del nBe. Los datos representan la mediaterror estandar. Para determinar las diferencias significativas en
la presion vaginal obtenida durante la estimulacién eléctrica del nBe entre multiparas (n=6) y nuliparas (n=6) se
realiz6 una prueba de t de student de dos colas para datos no pareados *P<0.05. N, nuliparas; M, multiparas; Hz,
Hertz; mmHg, milimetros de mercurio.
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Gréfica 12. Presion intravaginal en respuesta a la estimulacion eléctrica del nBe a frecuencias altas en conejas
multiparas vs nuliparas. Se muestran los valores de la presion vaginal (mmHg) inducida por la estimulacion
eléctrica del nBe. Los datos representan la mediaterror estandar. Para determinar las diferencias significativas en
la presion vaginal obtenida durante la estimulacién eléctrica del nBe entre multiparas (n=6) y nuliparas (n=6) se
realiz6 una prueba de t de student de dos colas para datos no pareados *P<0.05. N, nuliparas; M, multiparas; Hz,
Hertz; mmHg, milimetros de mercurio.
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8. DISCUSION

En el presente estudio se demostro que las caracteristicas morfometricas y electrofisioldgicas
de los nervios perineales del piso pélvico son diferentes. El diametro del nCli es
significativamente mayor en comparacion con el nlsc y el nBe. Para este estudio el diametro del
nCli fue medido a nivel de la region media, antes de la ramificacion con el mBe, para proveer
inervacion a diferentes estructuras como: el clitoris, la vagina perineal, las glandulas
prepuciales, el musculo constrictor vestibular y la piel perigenital, de acuerdo a la descripcion
de Cruz y cols. 2017. En estudios anatémicos del clitoris en cadaveres humanos se ha descrito
que el diametro del nCli difiere a lo largo de su trayecto y esto se correlaciona con el nimero de
axones que lo conforman o densidad nerviosa. En los humanos el didmetro del nCli, a nivel de
la cruz clitoral, es de 2-4 mm, a nivel del &ngulo clitoral es de 2.2-3.2 mm y en el extremo distal
del nCli, cercano al cuerpo del clitoris su didmetro es de 1.9-2 mm (Jackson y cols. 2019, Kelling
y cols. 2020, Blayney y cols. 2021).

Por otra parte, a nuestro conocimiento no hay estudios que describan la anatomia
detallada y el didmetro del nisc y el nBe. Estudios en cadaveres humanos solo se han delimitado
a describir el diametro del nervio pudendo de aproximadamente 2.94 mm (rango 2.7-3.1 mm) y
solo ha descrito el didmetro de algunas de sus ramas distales. El nervio perineal tiene un
diametro de 2.8 mm, el nervio rectal inferior de 1.5 mm y el nervio dorsal del clitoris es de 1.7
mm. Sin embargo, el 90% de los fasciculos que constituyen estos nervios tienen didmetros
inferiores a 350 um y los fasciculos méas grandes tiene diametros de aproximadamente 450 um
siendo consistente entre los tres nervios (Gustafson y cols. 2005, Agarwal y cols. 2019). De
acuerdo al numero de axones que constituyen cada nervio sera la cantidad de corriente necesaria
para generar la minima respuesta o, denominado, umbral de estimulacion. EI umbral de
estimulacion para generar la minima respuesta EMG del mlsc y el mBe durante la estimulacion
eléctrica sus respectivos nervios (nlsc y nBe) fue menor a 0.50 mA en conejas nuliparas. Al
multiplicar este valor a 4xU para alcanzar la maxima respuesta EMG del misc y el mBe se
obtuvo un valor maximo de 1.9 mA. Este umbral de estimulacion es similar a la amplitud de
estimulacion (1.8 mA) que se aplica a las raices nerviosas sacras, a traves del neuroestimulador

recargable Axonics Modulation Technologies, Inc. (Blok y cols. 2018). Sin embargo, la
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amplitud de estimulacion méxima que generalmente se aplica otros nervios, como el nervio
tibial, de manera percutanea o a través de la implantacion del neuroestimulador BlueWind
RENOVA™ es de 7-9 mA (van Breda y cols. 2017, Sirls y cols. 2018); valor similar a la
amplitud de estimulacion (10 mA) que se aplica al nervio pudendo, a través del
minineuroestimulador Bion colocado cerca del nervio (Bosch 2005). La alta intensidad de
corriente que se aplica al nervio tibial y el nervio pudendo, posiblemente, esta relacionado con
el tipo de electrodo, la técnica para determinar el umbral de estimulacion y la falta de
especificidad de la estimulacion. Los minineuroestimuladores implantables actualmente
disponibles tienen forma cilindrica, son colocados en su proximidad, por lo tanto, no tienen
contacto directo con el nervio (Groen y cols. 2005, (Heesakkers y cols. 2018). Es claro que
cuanto mas cerca esté el electrodo del nervio menor sera la cantidad de corriente necesaria para
obtener respuestas motoras adecuadas. Ademas, la colocacion del electrodo directamente en el
nervio minimiza la posibilidad de estimular tejidos adyacentes que puedan desencadenar
estimulacion incomoda o parestesia reportada durante la estimulacion eléctrica del nervio tibial
y el nervio pudendo (Bo y cols. 2017, Goldman y cols. 2018). De hecho, uno de los eventos
adversos descritos es la migracién del electrodo, que en algunos casos se requiere ajustar la
amplitud de estimulacién o intervenir quirdrgicamente para cambiar su posicion (Peters y cols.
2010). Ademas, la amplitud de estimulacion se determina con base a respuestas motoras (flexion
plantar del primer dedo del pie y la elevacion del periné y del ano) evaluadas visualmente y es
establecida al nivel més alto tolerable por la paciente (Bosch 2005, Peters y cols. 2013). Aungue,
el electrodo se posiciona en proximidad al nervio pudendo, bajo monitoreo del potencial de
accion motor compuesto del esfinter externo del ano. Se ha determinado que el nervio pudendo
se ramifica distalmente en varios nervios que inervan a los musculos del piso pélvico (Spinelli
y cols. 2005). En la periferia, el nervio pudendo inerva a la uretra y a diferentes musculos
estriados incluido el esfinter uretral y anal, el mlsc y el mBe siendo la especificidad a nivel muy
local cuando las terminaciones nerviosas ya estan muy cercanas a sus organos blancos (Thor y
de Groat 2010). La falta de especificidad en la estimulacion del nervio pudendo puede ser un
factor determinante en la disminucion y falta de eficacia de la terapia en algidn momento del

tratamiento, asi como el dolor y la estimulacion incomoda (Siegel y cols. 2018).
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En este estudio se estimulo selectivamente al nisc y al nBe y se registr6 simultdneamente
la actividad EMG de sus respectivos musculos para determinar la cantidad de corriente necesaria
para desencadenar la maxima respuesta muscular. La corriente eléctrica varia en funcion del
diametro y composicion de los nervios, de forma que las fibras de gran diametro tienen un
umbral inferior, es decir, es de entre 10 y 20 veces menor que las fibras de pequefio didmetro
(Guyton 2006, Brocker y Grill 2013). Este no fue el caso para el nCli (control no especifico), su
umbral de estimulacion fue de 0.77 mA mayor al obtenido para el nisc y el nBe. Durante la
estimulacion eléctrica del nCli no se registro la actividad EMG del misc y el mBe, solo se
observo el artefacto del estimulo. Por tal motivo, el umbral de estimulacion se definié como la
cantidad de corriente necesaria para generar la minima contraccion vulvar visualmente
perceptible. Sin embargo, al multiplicar el umbral de estimulacion a 4xU (2.80 mA), se registro
el artefacto del estimulo y la respuesta EMG del mlsc y el mBe después de una latencia de
respuesta de 8-10 ms. Este hallazgo es consistente con lo reportado previamente en coneja donde
se demostré que la estimulacion eléctrica del nCli induce respuestas electromiogréaficas
ipsilaterales y contralaterales en el misc y el mBe como parte del denominado reflejo
vaginocavernoso (Cruz y cols. 2010). En rata, también se ha descrito que la estimulacién
eléctrica unilateral del nCli produce activacion refleja bilateral del masculo pubococcigeo, con
una latencia de respuesta ipsilateral de 8 ms y contralateral de 10 ms. Las latencias de respuesta
muscular evocadas después de la estimulacion del nCli podria relacionarse con el tiempo de
conduccion a lo largo de los axones sensoriales y motores, asi como el tiempo transcurrido tanto
por la placa terminal motora y la transmision sinaptica interneuronal en la médula espinal (Lara-
Garcia y cols. 2018). En estudios clinicos la amplitud de estimulacion del nCli es ajustada al
nivel méas alto tolerable por el paciente y varia 30-60 mA causando incomodidad y dolor en
algunos pacientes (Opisso y cols. 2011).

El peso del mBe fue significativamente mayor en comparacién con el mlsc en conejas
nuliparas. EI umbral de estimulacion (4xU) que se aplico al nisc y al nBe fue similar en conejas
nuliparas cuando se registro la fuerza contractil. La fuerza normalizada en N/g de tejido del mlsc
y el mBe incremento gradualmente en magnitud siguiendo el tren de estimulacién a diferentes
frecuencias. La maxima fuerza contractil generada por el misc (2.01 N/g de tejido) y el mBe

(1.47 N/g de tejido) se registro a 80 Hz. Las respuestas contractiles evocadas durante la
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estimulacion del nlsc y el nBe son similares a las obtenidas durante la estimulacion eléctrica
directa del mlsc y el mBe en conejas nuliparas (Lopez-Juérez y cols. 2017).

El contenido del tipo de fibras es importante para la funcion contractil de los musculos
esqueléticos. Las fibras musculares de contraccion lenta (tipo 1) presentan un metabolismo
oxidativo y cuenta con grandes cantidades de mioglobulina. Su tiempo de contraccién es
prolongado y genera escasa fuerza durante un estimulo simple. Sin embargo, la fuerza
desarrollada por estas fibras no decae al ser estimuladas. Esta resistencia a la fatiga ha sido
asociada a la presencia de un considerable nimero de mitocondrias y a una tasa muy baja en la
utilizacion de ATP. Las fibras musculares de contraccion rapida, pero fatigables (tipo 11b)
presentan un metabolismo glucolitico y generan una gran fuerza durante su contraccion (hasta
100 veces més que la generada por las fibras de tipo 1), pero rapidamente se fatigan al ser
estimuladas con trenes de pulsos. Por lo tanto, presentan un tiempo de contraccion relativamente
breve, lo cual es asociado con la presencia de altas concentraciones de miosina ATPasa y de
fosforilasa en su interior. En cambio, las fibras musculares de contraccidn rapida resistentes a
la fatiga (tipo lla/lld) presentan caracteristicas contractiles intermedias, es decir, la duracion de
su sacudida es ligeramente mayor a las de tipo Ilb y presentan una resistencia a la fatiga
semejante a las de tipo I. Durante la estimulacion repetitiva estas fibras musculares desarrollan
mas fuerza que las fibras tipo llb y las fibras de tipo | (Kandel y cols. 2015).

La estimulacion eléctrica del nBe a bajas frecuencias provoco respuestas contractiles
simples en el mBe que siguieron la frecuencia de estimulacion aplicada. A 20 y 30 Hz se
comenzd a observar tetanizacion de sus fibras musculares. A frecuencias altas, las respuestas
contractiles del mBe se fusionaron por completo adquiriendo la forma caracteristica de tétanos;
pero a partir de 50 Hz se observd fatiga muscular. Las propiedades contractiles del mBe estan
directamente relacionadas con la composicion del tipo de fibras y su metabolismo. EI mBe
presenta un alto contenido de fibras glucoliticas y el porcentaje de fibras rapidas (tipo I1b) es
mayor que el de fibras lentas (tipo 1) e intermedias (tipo Ila/lld). Por lo tanto, el mBe puede
considerarse como un musculo fatigable y es consistente con la actividad fasica registrada en
los EMG’s (Lopez-Garcia y cols. 2014, Lopez-Garcia y cols. 2016).

La estimulacion eléctrica del nlsc desencadené respuestas contractiles similares en el

mlsc. Sin embargo, a frecuencias bajas el mlsc generé mayor fuerza contractil en comparacion
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con el mBe. Una tendencia similar fue obtenida al estimular a frecuencias altas sin diferencias
estadisticamente significativas. En un estudio previamente publicado en coneja también
demostro que el mlsc genera mayor fuerza por gramo de tejido seguido del mBe (LOpez-Juarez
y cols. 2017). Aunque no hay informacién sobre la composicion del tipo de fibras y el
metabolismo del mlsc, se podria suponer que presenta un alto porcentaje de fibras intermedias
(tipo l1a/l1d) ya que desarrolla mayor fuerza y presenta resistencia a la fatiga por mayor tiempo
(kandel y cols. 2015). La estimulacion eléctrica de 60-80 Hz se observa fatiga muscular. Estas
caracteristicas estan directamente relacionadas con la actividad fasica del misc registrada en los
EMG’s. Asi como la postdescarga intermitente que presenta durante la estimulacion mecénica
de la vagina perineal con una duracion de 2-5 minutos y el patron de actividad fasica de mayor
duracion durante la fase de expulsion de orina en comparacién con el mBe (Corona-Quintanilla
y cols. 2009, Cruz y cols. 2010).

El alto contenido de fibras rapidas, fatigables y glucoliticas que componen a el mBe es
consistente con su participacion funcional durante la miccion. EI mBe presenta actividad fasica
exclusivamente durante la fase de expulsion de orina. Mientras, el mlsc se activa al final del
almacenamiento y durante la fase de expulsion de orina (Corona-Quintanilla y cols. 2009). La
estimulacion eléctrica de ambos musculos perineales durante la fase de expulsion de orina
modifica la funcion vesical y uretral. La contraccion del musculo detrusor es facilitada mientras
se inhibe el cierre uretral. La estimulacion eléctrica bilateral de los musculos perineales favorece
a un eficiente vaciamiento vesical (Corona-Quintanilla y cols. 2014). Esto sugiere que la
contraccion de los musculos perineales promueve un reflejo excitatorio que ayuda a contraer el
detrusor como se describié en perros (Chang y cols. 2007) y ratas (Chang y cols. 2006). Que
facilita la expulsién de orina posiblemente como parte del reflejo uretro-cuerpocavernoso
descrito en mujeres donde las aferentes uretrales activadas por el paso de orina a través de la
uretra desencadena la actividad sincronizada del mlsc y el mBe promoviendo la contraccién
vesical (Shafik y cols. 2008).

El presente estudio se demostro que la estimulacion eléctrica de los nervios perineales
(nlsc, el nBe y el nCli) desencadena actividad EMG en el misc y el mBe e incrementa la PIU.
Los cambios en la P1U generados durante la estimulacion selectiva del nlsc y el nBe adquirieron

una forma caracteristica de meseta que regresaron inmediatamente a la linea basal cuando la
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estimulacion finalizo. Aunque, el misc y el mBe estan anatdmicamente posicionados a la parte
mas distal de la uretra, propones que es posible que la estimulacion de sus respectivos nervios
activa algunos de sus receptores (husos musculares u 6rganos tendinosos del Golgi) y envia
informacién a través de sus aferentes (Peikert May 2015). La informacion aferente se
transmitiria a través del nervio pudendo a la médula espinal lumbosacra para modular reflejos
autondémicos y sométicos que involucraria la activacion refleja del misc y el mBe para contribuir
en el cierre uretral durante incrementos de presion intra-abdominal (Fowlery cols. 2008, de
Groat y Tai 2015). Este argumento se sustenta debido a que algunas de las dendritas de las
motoneuronas del misc y el mBe localizadas en el segmento espinal L7 y S2, se dirigen a la asta
lateral de la sustancia gris de la médula espinal donde se encuentran las motoneuronas
autonomicas. Por lo tanto, se sugiere que la disposicion de las motoneuronas perineales puede
establecer circuitos con neuronas autonémicas y somaticas para facilitar la activacion de reflejos
viscero-somaticos y somato-somaticos que modulan las funciones genitales y urinarias (Cruz y
cols. 2017).

La estimulacion eléctrica del nisc incremento la PIU a partir de 20 Hz y se mantuvo
constante de 40-80 Hz. La PIU méaxima registrada durante la estimulacion del nilsc se obtuvo a
70 Hz. Mientras que la estimulacion del nBe incremento la PIU a partir de 5 Hz y se mantuvo
constante hasta 80 Hz. La méaxima PIU inducida por la estimulacion del nBe se obtuvo a 50 Hz.
Por lo tanto, la estimulacién selectiva del nlsc y el nBe a frecuencias altas desencadena un
incremento sostenido de la PIU. Estos resultados son consistentes con los tratamientos de
electroestimulacion indirecta de MPP, ya sea via intravaginal o transcutanea en humanos.
Generalmente se aplican frecuencias relativamente altas entre 20-50 Hz para facilitar la
contraccion de los MPP e incrementar la presion de cierre uretral en mujeres con IUE (Guralnick
y cols. 2015, Dmochowski y cols. 2019, Baey cols. 2020).

Por otra parte, la estimulacion eléctrica del nCli aument6 significativamente la PIU en
comparacion con el nisc y el nBe. La PIU increment0 a partir de 1 Hz y se mantuvo constante
de 10-80 Hz. La PIU méxima se obtuvo al estimular el nCli a 80 Hz. El incremento en la PIU
se mantuvo constante y regreso a la linea basal segundos después de que la estimulacion finalizo.
Es importante mencionar que el nCli se consideré como un control no especifico, por ello se

estimulo especificamente a nivel de la region media del mBe antes de su ramificacion para
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proveer inervacion a el clitoris, la vagina perineal, el musculo constrictor vestibular y la piel
perigenital (Cruz y cols. 2017). Por lo tanto, la estimulacion eléctrica del nCli desencadend la
contraccion de dichas estructuras observando el movimiento de la vulva. Los cambios en la PIU
pueden estar relacionados con la contraccion del masculo constrictor vestibular. Este musculo
se encuentra cubriendo la pared ventral de la vagina perineal. Se origina en la cara externa del
arco isquiatico y se inserta en el ligamento suspensorio del clitoris a nivel de la glandula
inguinal. Su estimulacion eléctrica produce retraccion de la vaina clitoral y contraccion de la
pared vaginal y rectal (Martinez-Gomez y cols. 1997). Otro aspecto importante es que el nCli
no se denervo para evitar el flujo de informacion a la médula espinal. En consecuencia, los
cambios en la PIU también pueden deberse a la activacion refleja de otros masculos estriados
anatomicamente relacionados con el aparato urogenital. Estudios en modelos animales han
demostrado que la estimulacion de fibras aferentes del nervio pudendo induce actividad refleja
del rabdoesfinter (Pastelin y cols 2012) y de los MPP (Lara-Garcia y cols. 2018). En coneja, la
estimulacion del nCli induce la activacion refleja del misc, el mBe y probablemente del musculo
bulboglandular (mBg). Este ultimo musculo tiene fibras estriadas orientadas circularmente
rodeando la uretra distal y la vagina pélvica; observandose como un cinturon de fibras. Su
estimulacion eléctrica incrementa la PIU y presenta actividad refleja durante la fase de
almacenamiento de la orina, actuando como un esfinter durante la miccion (Corona-Quintanilla
y cols. 2016).

Los resultados del presente estudio sugieren que el nCli es un objetivo terapéutico para
la modulacion del piso pélvico. En humanos se ha demostrado que la estimulacion del nCli a 20
Hz puede inhibir la contraccion involuntaria del madsculo detrusor, incrementar la capacidad
vesical y disminuir los episodios de IUU. Sin embargo, los estudios clinicos son agudos y
presentan un limitado numero de pacientes. Actualmente, no existe un dispositivo
comercialmente disponible especifico para la estimulacion del nCli. El desarrollo de un
neuroestimulador implantable puede contribuir en el desarrollo de estudios a largo plazo para
evaluar su eficacia (Opisso y cols. 2011, Farag y cols. 2012, Van Breda y cols. 2016).

Por otra parte, este estudio demostré que la estimulacion eléctrica unilateral de los
nervios perineales (nlsc, el nBe y el nCli) desencadenan la actividad EMG ipsilateral del mlsc

y el mBe e incrementa la PIV perineal. La PIV incrementdé a medida que se aumento la
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frecuencia de estimulacion independientemente del nervio estimulado. La PIV méxima
registrada durante estimulacion eléctrica de los nervios perineales se obtuvo a 80 Hz. Los
cambios en la PIV generados durante la estimulacion eléctrica selectiva del nisc y el nBe
siguieron la frecuencia de estimulacion regresando inmediatamente a la linea basal cuando la
estimulacion finalizo. Estos cambios estan directamente relacionados con la respuesta contractil
del misc y el mBe que se encuentran anatdmicamente asociados a la pared ventral de la vagina
perineal. En la coneja, la estimulacién eléctrica bilateral del nlsc y el nBe incrementa la PIV en
relacién con la frecuencia aplicada (Cruz y cols. 2002, Lopez-Juarez y cols. 2017). En el
presente estudio, la PIV fue mayor durante la estimulacion eléctrica del nlsc a frecuencias altas
(20-80 Hz) en comparacion con el nBe. Lo mismo se ha obtenido durante la estimulacion
bilateral del mlsc a 20, 50 y 100 Hz (Lépez-Juarez y cols. 2017). Probablemente, debido a que
las fibras del mlsc ocupan un area de distribucion vaginal mayor en comparacion con el mBe
(Martinez-Gomez y cols. 1997). Ademas de su composicion del tipo de fibras y metabolismo
(Lopez-Garcia y cols. 2014).

En el modelo de la coneja se ha demostrado que la distension vaginal, la estimulacién
mecanica de la pared vaginal y la estimulacion eléctrica del nCli inducen respuesta EMG en el
misc y el mBe. ElI nCli es considerado como la principal via aferente del reflejo
vaginocavernoso, también descrito en el humano (Cruz y cols. 2002, Cruz y cols. 2010). En
mujeres la distensién vaginal conduce a la contraccién refleja del mlsc y el mBe. Esta respuesta
se ha denominado reflejo vaginocavernoso y se sugiere que participa en la ereccion del Cli
durante la copula. Esto puede ser importante para apoyar la cabeza del feto durante el parto y
asi prevenir el desgarro vaginal y perineal (Shafik 1993). Ademas, se propone que la contraccion
de los musculos perineales incrementa la presion intravaginal para ayudar a reducir el diametro
vaginal y con ello prevenir un prolapso uterino durante repentinos aumentos de presion intra-
abdominal (Shafik y cols. 2002).

Los resultados del presente estudio confirman que el nCli es uno de los principales
componentes nerviosos involucrados en la actividad refleja de los MPP. Su estimulacion
eléctrica incrementa significativamente la PIV perineal y ésta regresa a la linea basal segundos
después de que la estimulacion finalizd en respuesta a la activacién refleja de diferentes

musculos asociados al aparato urogenital, los evaluados en este estudio (misc, el mBe) y
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probablemente el musculo constrictor vestibular, el mBg y los MPP (Cruz y cols. 2010, Lara-
Garcia y cols. 2018). La actividad refleja del mlsc y mBe requiere de un fino control nervioso
para llevar a cabo procesos reproductivos (copula y el parto) y no reproductivos (continencia y
expulsién de orina). En la coneja, se ha sugerido que el incremento de la PIV generada por la
contraccion del misc y el mBe puede facilitar la copula y la expulsion de las crias durante el
parto. En la copula la PIV perineal generada por la contraccion de los musculos puede ejercer
presion sobre el pene ayudando en la eyaculacion caracteristica del conejo (Beyer y cols. 1980).
Durante el parto, la presion ejercida por el feto a nivel de cérvix y la vagina abdominal puede
inhibir la activacién del mlsc y el mBe cuando el feto pasa por la cavidad pélvica. Esto podria
prevenir el incremento de la PIV e inducir de las contracciones abdominales para promover el
paso de las crias a traves de esta region. Una vez que la cria llega a la vagina perineal, la
distension de la pared vaginal desencadenaria la contraccion de los musculos que ayudarian a
expulsar las crias (Cruz 2002, Cruz y cols. 2002). Esto probablemente sea importante debido a
que la denervacion del mlsc y el mBe causa la retencion de las crias en la vagina y se asocia con
un alto porcentaje de crias muertas al nacer (Hudson y cols. 1999). Por otra parte, debido a que
estos musculos se activan reflejamente durante la fase de expulsion de orina. Se sugiere que los
masculos al generar PIV tendrian la capacidad de regular el diametro del conducto urogenital y
con ello regular las funciones exclusivas como el parto y la miccion (Cruz y cols. 2002, (Corona-
Quintanilla y cols. 2014)

La multiparidad se considera como la experiencia reproductiva que implica al menos dos
episodios de cOpulas, gestaciones, partos y lactancias. La gestacion y el parto son eventos
mecénicos y hormonales que se han relacionado con alteraciones en el aparato urogenital y en
la musculatura del piso pélvico y su inervacion. En el proceso de gestacion, especificamente al
término del embarazo, el feto incrementa considerablemente de peso y tamafio ejerciendo mayor
presion y tensidén sobre los MPP y su inervacion. Durante el parto, la pared vaginal, los
musculos, los ligamentos, el tejido conectivo y los nervios del piso pélvico pueden ser
comprimidos o sobre distendidos considerablemente incluso hasta llegar a su ruptura. La
exposicion repetida a dafio muscular y nervioso durante cada parto vaginal puede promover la
aparicion de desordenes del piso pélvico, incluido el prolapso de 6rganos pélvicos, la vejiga

hiperactiva e IlU (Memon y Hanna 2014, Pereira y cols. 2016).
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Utilizando como modelo de estudio a la coneja doméstica (Oryctolagus cuniculus), se
ha mostrado que la multiparidad altera diversas caracteristicas histoldgicas del aparato
urogenital (Xelhuantzi y cols. 2014). También hay cambios morfologicos y disminucién de la
fuerza contréactil y de la PIV, asi como un dafio diferencial en algunos musculos estriados
pélvicos y perineales. Todos estos cambios en el aparato urogenital y en la musculatura estriada
indican ajustes plasticos y/o dafios que afectan procesos fisioldgicos reproductivos y no
reproductivos (Fajardo y cols. 2008, Martinez-Gémez y cols. 2011, Lopez-Garcia y cols. 2014).

En el presente estudio, la cantidad de corriente necesaria para generar la minima
respuesta EMG del mBe no se modifica por la multiparidad. Este hallazgo también fue obtenido
al determinar el umbral eléctrico de activacion del nBe para desencadenar la primera respuesta
visible del PAC. Es probable que durante la estimulacion eléctrica del nBe se recluten fibras
nerviosas excitables que responden de la misma manera a bajos umbrales de estimulacién tanto
en hembras nuliparas y multiparas (Moreno-Pérez 2017). Sin embargo, la multiparidad afecta
la mielinizacion y en consecuencia la neurotransmision del impulso nervioso a través del nBe.
La amplitud y el area del PAC del nBe disminuyen en un 40% lo que representa la media de los
potenciales de accidén sumados que se propagan a lo largo del nervio, sugiriendo que hay un
dafio parcial. Estos cambios son asociados con un alto porcentaje de axones con mielina
desorganizada (Castelan y cols. 2018). Es posible que estos cambios estén relacionados con la
disposicion anatémica del nBe. Este nervio pasa por el arco isquiatico para inervar el mBe que
se encuentra en estrecha relacion con la region ventral del canal vaginal. Es posible que el nBe
sufra una compresion y/o estiramiento mecanico durante los maltiples partos con el paso de las
crias durante el proceso del parto afectando la propagacion del impulso nervioso (Cruz y cols.
2002).

Los resultados de este estudio mostraron que la fuerza normalizada en N/g de tejido del
mBe en hembras multiparas se incrementa gradualmente en magnitud siguiendo el tren de
estimulacion a diferentes frecuencias. La maxima fuerza contractil generada por el mBe se
registro a 80 Hz (1.74 N/g de tejido). La condicion de multiparidad incrementd la fuerza
contractil del mBe cuando se estimul6 el nBe a 1y 5 Hz sin presentar diferencias significativas.
Este resultado es similar cuando se estimula directamente el mBe a 1 y 4 Hz (L6pez-Juarez y

cols. 2017). No obstante, la estimulacion eléctrica del nBe a 20 y 30 Hz disminuyd la fuerza
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contractil del mBe y a frecuencias altas (40-80 Hz) se incrementd nuevamente sin diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las hembras nuliparas. En este aspecto, nuestros
resultados son diferentes a los obtenidos durante la estimulacion eléctrica directa del mBe a
frecuencias altas (20, 50 y 100 Hz) donde se demostré que la multiparidad disminuye
significativamente la fuerza contractil del mBe. Esta diferencia puede deberse a que se s6lo se
evaluo el efecto de la multiparidad sobre la respuesta muscular y no en la funcién neuromuscular
(Lopez-Juarez y cols. 2017).

Los cambios en la composicion del tipo de fibras del mBe también deben ser
considerados. EI mBe de hembras multiparas presenta una reduccién en el contenido de fibras
rapidas a expensas de un incremento en la proporcion de fibras intermedias glucoliticas. Tal
hallazgo puede estar relacionado con un aumento en la fuerza de contraccion del mBe durante
la estimulacion eléctrica a altas frecuencias sin cambios significativos con respecto a las
hembras nuliparas (Lopez-Garcia y cols. 2016). El tiempo en curso de dafio y regeneracion del
mBe también podrian influir en la fuerza contréctil. En el dia 20 postparto, el mBe se encuentra
en una fase regenerativa continua por lo que puede contribuir en la respuesta contractil no
alterada en las hembras multiparas (L6pez-Garcia y cols. 2014).

De acuerdo con esto, es posible suponer que los cambios estructurales y funcionales del
mBe modifique su actividad durante la miccion. Los patrones anormales o ausentes de la
actividad EMG de los MPP se asocia con alteraciones en algunas variables urodindmicas tales
como el volumen umbral, el volumen residual, la duracién del vaciamiento y la presion maxima
(Corona-Quintanilla y cols. 2009, Martinez-Gémez y cols. 2011). La multiparidad y la edad
influyen significativamente en la presion vesical y la PIU afectando la eficiencia de vaciamiento
y el intervalo entre contracciones. Tal interaccidon también reduce la presion umbral de la PIU y
el tiempo que pasa entre la presion umbral de la PIU y la PIU méxima causando inestabilidad
de cierre uretral (Corona-Quintanilla y cols. 2019).

En este estudio la estimulacion eléctrica del nBe en hembras multiparas desencadend la
actividad EMG del mBe que coincidio con un aumento en la PIU. Los cambios en la PIU
adquirieron una forma caracteristica de meseta que regresdé inmediatamente a la linea basal
cuando la estimulacion finaliz6. A diferencia de las hembras nuliparas, la estimulacion eléctrica

del nBe incremento la PIU de manera sostenida a partir de 20 Hz y se mantuvo constante hasta
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80 Hz. La mé&xima PIU inducida por la estimulacion del nBe se obtuvo a 80 Hz. Sin embargo,
la estimulacion eléctrica del nBe a altas frecuencias (60, 70 y 80 Hz) generd un incremento de
la PIU mayor con respecto a las nuliparas siendo estadisticamente significativo solo a 70 Hz. Es
posible que los cambios en la frecuencia de estimulacién para generar un incremento en la P1U
estén relacionados con alteraciones en la organizacion histolégica de la uretra. Asimismo, la
multiparidad reduce el espesor del epitelio, el coldgeno y la cantidad de musculatura lisa y
estriada. Estos eventos pueden ser causados por eventos isquémicos o dafio a la inervacion como
resultado del paso de los fetos durante el parto (Rodriguez-Antolin y cols. 2009, Xelhuantzi y
cols. 2014). Los resultados de este estudio demuestran que la estimulacion del nBe a frecuencias
altas puede favorecer el cierre uretral en las hembras multiparas.

Por otra parte, la estimulacion eléctrica del nBe en hembras multiparas desencadeno la
actividad EMG del mBe que coincidio con un incremento en la PIV. Los cambios en la PIV
adquirieron una forma caracteristica de meseta que regreso inmediatamente a la linea basal
cuando la estimulacion finalizé. A diferencia de las hembras nuliparas, la estimulacion eléctrica
del nBe incremento la PIV a partir de 5 Hz. La méaxima PIV inducida por la estimulacién del
nBe se obtuvo a 80 Hz. En este estudio la multiparidad no afecta la PIV evocada durante la
estimulacion eléctrica del nBe a diferentes frecuencias. Este efecto podria estar relacionado con
las propiedades contractiles del mBe no alteradas por la multiparidad. Es posible que los
cambios en la frecuencia de estimulacion para generar un incremento en la PIV estén
relacionados con alteraciones en las paredes del tejido vaginal. En la condicion de multiparidad
los componentes tisulares de las tres capas (lamina propia, submucosa y capa muscular) se
entremezclan. El espesor del epitelio y el &rea cubierta por musculatura lisa y vasos sanguineos
disminuyen significativamente (Rodriguez-Antolin y cols. 2009, Xelhuantzi y cols. 2014).

Los cambios causados por la multiparidad en las caracteristicas histolégicas del aparato
urogenital es un factor determinante involucrado en las modificaciones fisioldgicas que propicia
a la aparicion de desordenes del piso pélvico como la IU. El presente estudio muestra la
importancia de la participacion funcional de los nervios perineales en las funciones del aparato
urogenital, como la regulacion de la presion uretral y vaginal. Proponemos, que uno de los

tratamientos mas viables y alternativos para la IUE es la estimulacion selectiva del nBe.
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9. CONCLUSIONES

1.- Laamplitud y la frecuencia que activan al nervio Be e Isc en conejas nuliparas son similares.
La estimulacion eléctrica de los nervios a frecuencias bajas genera un aumento de la presion
uretral y vaginal sin que los musculos perineales muestren fatiga significativa.

2.- Laestimulacion eléctrica del nervio clitoral genera un aumento de la presion uretral y vaginal
probablemente desencadenado por via refleja. El nervio clitoral podria ser un nuevo objetivo de
estimulacion eléctrica para la modulacién de las funciones del urinario inferior.

3.- El incremento en la presion uretral por estimulacion eléctrica de los nervios perineales puede
ser una terapia potencial para la neuromodulacion de los musculos del piso pélvico y visceras
urogenitales para mantener el cierre uretral.

10.PERSPECTIVAS

Resulta necesario realizar mas estudios para establecer a la coneja como un nuevo modelo para
tratamientos de estimulacion eléctrica de desordenes del piso pélvico como la incontinencia
urinaria. Se propone estimular selectivamente los nervios del piso piielvico (bulboesponjoso)
como un objetivo terapéutico para la incontinencia urinaria, validando su particiacion como un
esfinter secundario en la continencia urinaria de la coneja. Asimismo, proponemos disefiar un
dispositivo de estimulacion eléctrica con caracteristicas viables para la neuromodulacion
selectiva de nervios periféricos y proponer un tratamiento de estimulacion eléctrica a partir de
los parametros de estimulacion determinados en este estudio. La estimulacion cronica del nervio
bulboesponjoso puede ser una opcion terapéutica viable por o que se sugiere evaluar después
del tratamiento de estimulacion la cistometrria, la actividad electromiografica del musculo, la
histologia del nervio y musculo para demostrar su posible efecto en conejas maduras multiparas
gue presentan sintomas de incontinencia o alteraciones en la actividad refleja como
consecuencia de la edad y el parto.
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12.PUBLICACIONES

ARTICULO
Efecto de la multiparidad sobre la presion uretral y vaginal en respuesta a

la electroestimulacién del masculo bulboglandularis

1. INTRODUCCION

La IUE es el tipo de IU con mayor prevalencia en mujeres de mediana edad y es una
preocupacion creciente debido a la mayor esperanza de vida (Hannestad y cols. 2000, Hunskaar
y cols. 2004, Ng y cols. 2014). El parto, es un factor de riesgo, que contribuye a la
hipermovilidad uretral (DeLancey 1994) y lesiona o dafia el esfinter externo de la uretra o grupo
de los musculos del complejo esfintérico, ambos subyacen a la IUE (DeLancey 1994, DeLancey
y cols. 2008). La presion uretral depende de las acciones de los vasos sanguineos, el tejido
conectivo, el lumen uretral, los nervios, la musculatura lisa y la musculatura estriada que
constituye a los musculos del complejo esfintérico (Jung y cols. 2012). Los musculos del
complejo esfintérico son responsables de aproximadamente el 41% de la presion de cierre uretral
(Cervigni y Gambacciani, 2015). Las mujeres que sufren de IUE postparto muestran una presion
de cierre uretral menor (DeLancey y cols. 2008, Zhang y cols. 2013) y un area de transversal
reducida del complejo esfintérico (Cramer y cols. 2021) posiblemente, alterando el mecanismo
de continencia urinaria (Cramer y cols. 2021). Sin embargo, pocos estudios han abordado la
contribucion del esfinter uretrovaginal en la generacién de presion uretral y vaginal (DeLancey
y cols. 2008, Oelrich 1983).

La coneja es una especie adecuada para estudiar la fisiologia del tracto urogenital inferior
(TUI), incluyendo el rol de los musculos estriados del piso pélvico (Leviny cols. 1994, Corona-
Quintanilla y cols. 2009, Corona-Quintanilla y cols. 2014, Martinez-Gémez y cols. 2011,
Lopez-Juarez y cols. 2017, (Rajasekaran y cols. 2012). La actividad sincronizada de sus MPP
contribuye significativamente en la continencia y el vaciamiento (Corona-Quintanilla y cols.
2009, Corona-Quintanilla y cols. 2014). La multiparidad (cuatro partos consecutivos) afecta la

urodinamia y produce alteraciones en la activacion sincrénica de los musculos mBe vy
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pubococcigeo (mPc), ademas de la presion vesical y uretral (Corona-Quintanilla y cols. 2020).
La multiparidad también modifica las propiedades contractiles del mBe y mPc reduciendo la
presion vaginal (Lopez-Juarez y cols. 2017). Ademas, las caracteristicas histologicas de la uretra
y la vagina son también desorganizadas en conejas multiparas (Xelhuantzi y cols. 2014). El
mecanismo de cierre uretral depende de integridad muscular de los musculos del esfinter, tales
como el mBg. Durante la fase de almacenamiento, el mBg muestra burts de actividad tonica que
gradualmente disminuyen hasta apagarse en el inicio de la fase de vaciamiento vesical
((Rajasekaran y cols. 2019, Corona-Quintanilla y cols. 2016). Las fibras musculares circulares
del mBg envuelven la uretra distal y la vagina pélvica, parecido al esfinter uretrovaginal, parte
del esfinter urogenital estriado que regula la continencia urinaria en mujeres (Oelrich 1983,
DelLancey y cols. 2008).

En general, planteamos la hipotesis de que la multiparidad afecta la génesis de la presion
uretral y vaginal. Por lo tanto, nuestro objetivo aqui es determinar el efecto de la multiparidad
sobre la presion uretral y vaginal generada por la estimulacion eléctrica del mBg en conejas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Animales

Conejas adultas nuliparas (10.8 £ 0.3 meses; N, n=6) y multiparas (11.6 + 0.2 meses; M, n=6)
de la raza Chinchilla (Oryctolagus cuniculus) se mantuvieron alojadas en jaulas individuales de
acero inoxidable (50 x 60 x 40 cm) bajo condiciones de bioterio en el Centro Tlaxcala de
Biologia de la Conducta (Universidad Autdnoma de Tlaxcala) con un ciclo de luz-oscuridad de
16:8 h y temperatura ambiente de 20-28 °C. Se les proporciond diariamente 200 gramos de
alimento (Conejina, Purina) y tuvieron continuo acceso al agua.

La condicion de multiparidad (cuatro partos) se obtuvo al aparear a las conejas a partir
de los seis meses de edad y en el primer dia postparto después de los primeros tres partos, asi
las hembras estuvieron gestantes y lactando durante 20 dias cuando las crias fueron destetadas.
En el dia del cuarto parto, las crias fueron sacrificadas para evitar la lactancia y permitir a las
hembras multiparas alcanzar un estado hormonal similar al de las hembras nuliparas que no

fueron expuestas a ningun estimulo reproductivo (Martinez-Gomez y cols. 2011). Los registros
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electrofisiologicos se realizaron bajo anestesia con uretano (1.5 g/kg, i.p.; Sigma-Aldrich,
México) en el dia 20 postparto de las hembras multiparas y en las hembras nuliparas cuando
alcanzaron la edad antes mencionada. Al final de los siguientes procedimientos experimentales,

las hembras fueron sacrificadas con una sobredosis de uretano.

2.2 Diseccion y morfometria del mBg

Las hembras se anestesiaron con uretano (1.5 g/Kg, i.p.; Sigma-Aldrich, México) administrado
por via intraperitoneal y se colocaron en posicion decubito dorsal para realizar una incision
sobre la piel y los masculos abdominales. Posteriormente, se removio cuidadosamente la sinfisis
pubica que cubre gran parte del tracto urogenital. Bajo un microscopio quirurgico (SMZ-2T
Nikon, Japan) se realizaron cortes laterales en el arco isquiatico y en la parte distal de la vejiga.
Para separar el hueso, el masculo Be y el masculo obturador externo fueron desinsertados para
exponer el masculo obturador interno. En seguida, el origen e insercion del muasculo obturador
interno fue cortado para identificar el mBg. La delgada capa de fibras estriadas del mBg fue
localizada ventral y rodeado la vagina pélvica, que estd cubierta por un prominente plexo
venoso. Las fibras del mBg estaban unidas ventralmente a un tendén o ligamento uretral
(Figura). Una vez identificado el mBg, se midio el ancho en su origen y de su region media. En
este estudio no se midi6 la longitud del musculo debido a la disposicion semicircular de sus
fibras estriadas. Para medir la presion uretral y vaginal durante la estimulacion eléctrica del
mBg, las fibras del musculo obturador interno que se unen al mismo ligamento uretral fueron

removidas cuidadosamente para evitar desinsectar algunas fibras externas del mBg.

2.3 Presion uretral y vaginal generada durante la estimulacion eléctrica del mBg

La vejiga fue expuesta a través de una incisién en la linea media del abdomen y una ligera
presién manual fue aplicada sobre ella para expulsar la orina. Posteriormente, un catéter (1.6
mm O.D. y 1.2 mm 1.D.) fue introducido en el tracto urogenital a través del apice vesical. El
cateter se arrastro hacia la uretra y la vagina hasta que este aparecio en la abertura vaginal. Una
vez fuera del tracto urogenital, el catéter fue atado a un globo con un hilo de algod6n (8 cm de
longitud) y se introdujo nuevamente en la uretra (5.5-6 cm) especificamente a nivel de uretra

distal. A continuacion, el globo se desplazo hacia la vagina pélvica (5 cm) para registrar
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secuencialmente la presion en ambas regiones. El globo se inflo con solucion salina (39°C;
0.9%NaCl) hasta alcanzar el diametro uretral y vaginal. El catéter se conectd a un transductor
de presion P23BC (Statham, HatoRey, Puerto Rico) y a un amplificador Grass 7DA D.C. para
registrar las variaciones de PU y PV. Finalmente, el globo se presiond manualmente hasta
observar un incremento significativo de la presion en el sistema de registro para confirmar la
correcta posicién del globo en la uretra o la vagina pélvica. Los registros fueron visualizados y
almacenados en el programa PolyView 2.5 (Grass) para su posterior analisis.

Para determinar la contribucion del mBg en la generacion de presion sobre la uretray la
vagina pélvica, evocamos la contraccion muscular con pulsos eléctricos cuadrados simples y
trenes de estimulacion de frecuencia ascendente. Electrodos bipolares de plata (0.1 mm de
diametro) se colocaron bilateralmente en la region media del mBg, Pulsos cuadrados simples de
voltaje (1 Hz, 0.5 ms de duracion) se aplicaron a través de una unidad de aislamiento de
estimulos SIU5 (Grass Instruments, Quincy, MA) activada por un estimulador S48 (Grass
Instruments) para evocar la contraccion muscular. Inicialmente, la amplitud de estimulacion se
incrementd gradualmente hasta que la respuesta muscular fue apenas perceptible y una minima
deflexion en la sefial presion se registro. Una vez que se determind el umbral del estimulo, este
se multiplicé para alcanzar la respuesta muscular maxima (4xT). Finalmente, una serie ordenada
de estimulos eléctricos fueron secuencialmente aplicados con el proposito de inducir una
contraccion tetanica. El estimulo eléctrico fue aplicado con frecuencias de 1, 4, 10, 20, 50 y 100
Hz (4XxT, con 4 segundos de duracién cada una). Cada frecuencia de estimulacion se aplico por
triplicado y con periodos de descanso de 8 minutos para evitar la fatiga muscular. Los valores

promedio de la presion uretral y vaginal fueron expresados en mmHg.

2.4 Andlisis estadistico

Los datos son promedios * error estandar. La normalidad de los datos se evalué con una prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Para determinar las diferencias significativas (P<0.05) debido a la
multiparidad, se realiz6 una prueba de t de Student para datos no pareados. Los analisis
estadisticos se realizaron usando el programa Prisma version 6 (GraphPad Software, San Diego,

California).
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3. RESULTADOS

3.1 Peso corporal

A continuacion, se muestra el peso corporal de las hembras nuliparas y multiparas. El peso
corporal no fue estadisticamente diferente entre las condiciones (ts= 1.873, P= 0.0906) (Tabla
1).

Tabla 1. Peso corporal de las hembras nuliparas (N, n=6) y multiparas (M, n=6).
N M P

Peso (Kg) 3.93+0.15 3.58 +0.10 0.0906

Los datos son promedio + error estandar. Se realizaron pruebas t de Student para datos
no apareados de dos colas para determinar diferencias significativas entre grupos. *P<0.05.
N, nuliparas; M, multiparas.

3.2 Diseccion y morfometria del mBg

El mBg se observé como una delgada capa de fibras estriadas con arreglo semicircular,
observandose como un cinturon de fibras estriadas que rodea la uretra distal y una porcion de la
vagina pélvica (Figura 1). Sus fibras estaban unidas a tejido conectivo en lugar de hueso. A nivel
de origen muscular, el ancho del mBg fue menor en hembras multiparas comparado a hembras
nuliparas (8.5 £ 0.3 vs 10.6 + 0.7 mm; ts = 2.680, P=0.023). Lo mismo fue obtenido al medir el
ancho de la region media del mBg (10.1 £ 0.3 vs. 17.5+ 1.9 mm; ts = 3.815, P = 0.003). El peso
del mBg fue menor en hembras multiparas que en nuliparas (0.19 £ 0.02 vs. 0.29 + 0.03 g; ts =
2.513, P =0.030) (Tabla 2).

Tabla 2. Pardmetros morfométricos del mBg en hembras nuliparas (N, n=6) y multiparas (M, n=6).

mBg N M P
Ancho en su origen 10.6£0.7 85+0.3 0.023*
(mm)
Ancho de la region 175+£1.9 10.1+£0.3 0.003**
media (mm)
Peso (gramos) 0.29+0.03 0.19+0.02 0.030**

Los datos son promedio + error estandar. Se realizaron pruebas t de Student para datos no
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apareados de dos colas para determinar diferencias significativas entre grupos. *P<0.05;
**P<(0.001. mBg, musculo bulboglandularis; N, nuliparas; M, multiparas.
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Figura 1. Dibujo del aparato urogenital inferior y anatomia del mBg. Vista ventral (A) y lateral (B) que muestra el
arreglo del mBg en el lado ventral de la uretra y alrededor de la vagina, a través del ligamento uretral. El plexo
venoso cubre gran parte de la vagina pélvica siendo més conspicuo en la parte distal de la vejiga. C) Representacién
esquematica de la seccidn transversal de la uretra, la vagina pélvica y la pared compartida entre ambas estructuras
muestra que las fibras del mBg estan orientadas circularmente formando un cinturon de fibras estriadas que rodean
el plexo venoso, la vagina pélvica y la uretra distal en la linea media.

3.3 Presion uretral y vaginal durante la estimulacion eléctrica del mBg

El valor umbral del estimulo que desencadena la PU minima no fue estadisticamente diferente entre
hembras nuliparas y multiparas (0.85 + 0.11 vs 0.63 + 0.07 V; ts=1.574, P=0.147). Sin embargo, la PU
en respuesta al umbral del estimulo en hembras multiparas fue menor que en hembras nuliparas (0.36 +
0.04 vs. 1.27 £ 0.09 mmHg; ts= 8.67, P < 0.0001) (Figura A). La figura 2 (A-G) muestra los registros
representativos de la PU durante la aplicacion del umbral del estimulo y trenes de estimulacion de
frecuencia ascendente al mBg de hembras nuliparas y multiparas. EI umbral del estimulo aplicado se
multiplic6 por 4 (1 Hz, 4xU) para provocar la contraccion muscular maxima del mBg y un incremento
en la PU (Figura 2 B). Los pulsos del tren de estimulacion a 4 y 10 Hz provocaron respuestas contractiles
simples en el mBg y cambios en la PU que siguieron la frecuencia de estimulacién (Figura 2 C, D). La
PU adquiri6 una forma caracteristica de tétanos al estimular a 20, 50 y 100 Hz. Al aplicar 100 Hz, una

contraccion tonica del mBg fue observada (Figura 2 E-G).
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Figura 2. La multiparidad afecta la presion uretral producida por la contraccién del mBg de la coneja. Se muestran
los registros representativos de la PU generada durante la aplicacién del umbral del estimulo (A), el umbral del
estimulo multiplicado por 4 (1 Hz, 4xU) (B) y trenes de estimulacion de frecuencia ascendente (C-G) al mBg de
hembras nuliparas (trazos negros) y hembras multiparas (trazos rojos). Duracion del estimulo: 1 s (A, B), 4 s (C-
G). mmHg, milimetros de mercurio; Hz, Hertz; s, segundo, n=6 por grupo. Las flechas indican el periodo de

estimulacion.

La PU increment6 en magnitud siguiendo la estimulacién del mBg a las diferentes frecuencias (Gréfica
1). A 1 Hz, los valores de la PU no cambiaron significativamente entre hembras nuliparas y multiparas
(1.01 £ 0.17 vs. 1.79 £ 0.39 mmHg; ts = 1.847, P = 0.094). Por el contrario, la multiparidad disminuyo
la PU durante la estimulacion del mBg a4 Hz (1.2 £ 0.19 vs. 4.06 + 0.99 mmHg; ts = 2.840, P = 0.017),
10 Hz (2.57 £ 0.32 vs. 6.79 £ 1.52 mmHg; ts = 2.719, P = 0.021), 20 Hz (3.38 £ 0.26 vs. 7.83 + 1.15
mmHg; ts = 3.793, P =0.003), y 100 Hz (4.62 £ 0.24 vs. 9.15 £ 1.93 mmHg; t6 = 2.332, P = 0.0419). Al
estimular a 50 Hz (9.95 + 1.80 vs. 6.11 + 1.44 mmHg; t¢ = 1.665, P = 0.126), la PU no vari6

significativamente debido a la multiparidad.
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Gréfica 1. Presion uretral en hembras nuliparas y multiparas es producida por la estimulacién eléctrica del mBg.
Los datos son promedio + error estandar, n=6 por grupo. Las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos
se evaluaron con una prueba t de Student no apareada de dos colas. *, P<0.05; **, P<0.01. Hz, Hertz; mmHg,
milimetros de mercurio.

A nivel de vagina pélvica, el valor umbral del estimulo del mBg de hembras multiparas
fue menor que en hembras nuliparas (0.70 + 0.06 vs. 1.00 + 0.02 V; ts = 4.108, P=0.002) y la
PV en respuesta al umbral del estimulo de hembras multiparas disminuyo significativamente en
comparacion con las hembras nuliparas (0.53 £ 0.04 vs. 1.29 £ 0.06 mmHg; ts= 9.93, P <0.0001)
(Figura 3A). La figura 3(A-G) muestra los registros representativos de la PV durante la
aplicacion del umbral del estimulo y trenes de estimulacion de frecuencia ascendente al mBg de
hembras nuliparas y multiparas. Asimismo, el umbral del estimulo aplicado se multiplico por 4
(1 Hz, 4xV) (Figura 3B). Durante la estimulacion eléctrica a 4 y 10 Hz, los cambios en la PV y

en la respuesta contractil del mBg siguieron la frecuencia de estimulacion y después regreso a
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la presion de referencia (Figura 3C, D). La estimulacion eléctrica del mBg a 10 Hz produjo una
forma de meseta en la PV (Figura 3D). La PV méaxima y sostenida se observé a 20, 50 y 100 Hz
(Figura 3E-G).
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Figura 3. La multiparidad disminuye la presién vaginal generada durante la estimulacion eléctrica del mBg en la
coneja. Se muestran los registros representativos de la PV generada durante la aplicacion de pulsos eléctricos
cuadrados simples (A, B) y trenes de estimulacién de frecuencia ascendente (C-G) al mBg de hembras nuliparas
(trazos negros) y multiparas (trazos rojos). Duracién del estimulo: 1 s (A, B), 4 s (C-G). mmHg, milimetros de
mercurio; Hz, hertz; s, segundos, n=6 por grupo. Las flechas indican el periodo de estimulacion.

La PV de hembras nuliparas y multiparas incremento como respuesta a la estimulacién
eléctrica del mBg de manera dependiente de la frecuencia (Gréfica 2). Al estimular a 1 Hz, la
PV entre hembras nuliparas y multiparas no cambio. La multiparidad disminuyo
significativamente la PV generada durante la estimulacion del mBg a 4 Hz (1.06 £ 0.13 vs. 2.49
+ 0.47 mmHg; te= 2.944, P = 0.014), 10 Hz (2.41 £ 0.15 vs. 6.25 + 1.05 mmHg; ts = 3.633, P =
0.004), 20 Hz (3.52 + 0.61 vs. 9.54 + 1.85 mmHg; ts = 3.092, P =0.011), 50 Hz (4.26 + 1.05 vs.
14.08 £ 2.78 mmHg; t6 = 3.308, P = 0.007) y 100 Hz (3.77 £ 0.88 vs. 11.35 + 2.44 mmHg; t6 =
2.915, P = 0.015).
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Gréfica 2. La presion vaginal en hembras nuliparas y multiparas es producida por la estimulacion eléctrica del
mBg. Los datos son promedio + error estandar, n=6 por grupo. Las diferencias significativas (p<0.05) entre los
grupos se evaluaron con una prueba t de Student no apareada de dos colas. *, P<0.05; **, P<0.01. Hz, Hertz; mmHg,
milimetros de mercurio.

4. DISCUSION

Nuestros hallazgos muestran que la multiparidad disminuye el peso y ancho del mBg y afecta
el incremento de la presion intrauretral e intravaginal. El bajo peso del mBg obtenido en las
hembras multiparas concuerda con reportes previos sobre dafio muscular en conejas multiparas
y primiparas (Lopez-Garcia y cols. 2017, Sanchez-Garcia y cols. 2019). El dafio y la
regeneracion de la musculatura estriada pélvica y perineal son diferentes. Esto podria depender
de la localizacion anatomica, la composicion del tipo de fibras y el esfuerzo muscular de cada

musculo durante el parto (Lépez-Garcia y cols. 2014). Se ha demostrado una reduccion
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significativa en el peso de los musculos mBe y mPcdos meses después del cuarto parto,
coincidiendo con afectaciones en sus propiedades contractiles (Fajardo y cols. 2008). Para el
mBg y mBe, la disminucion de la masa muscular puede ser indicativo de lesion miogeénica.
Debido a que ambos mdsculos se sittan ventral a la vagina (Martinez-Gomez y cols. 1997)
incrementando la posibilidad de lesion durante el parto. De manera que el paso de los fetos
durante el parto puede distender el conducto vaginal y por ende al mBg. Este evento podria
provocar la sobredistension de sus fibras musculares e incluso llegar a su ruptura (Xelhuantzi y
cols. 2014). Un mBg delgado con una masa baja puede afectar su contribucion en la generacion
de PU y PV en conejas multiparas. Por lo tanto, los signos histopatolégicos de lesion del mBg
deben abordarse més a fondo en estudios posteriores.

Diversos estudios en coneja han demostrado la contribucion de varios musculos
estriados del piso pélvico, incluyendo el mBg en la generacion de la PU (Rajasekaran y cols.
2012, Corona-Quintanilla y cols. 2014, Corona-Quintanilla y cols. 2016, Rajasekaran y cols.
2019). En este estudio se observo que la contraccion del mBg presiona el plexo venoso contra
las paredes de la uretra y la vagina incrementando la PIU. Considerando la activacion refleja
sincronica de los MPP en la miccion. Los resultados previamente publicados muestran que el
mBg presenta actividad tonica especificamente durante la fase de almacenamiento de la orina
(Corona-Quintanilla y cols. 2016). Por lo tanto, el arreglo anatomico de las fibras del mBg
rodeando la uretra distal y la vagina pélvica, la habilidad de su contraccion para incrementar la
PIU vy la relevancia de su actividad para la continencia urinaria fortalece la idea de que el mBg
actia como un esfinter (Corona-Quintanilla y cols. 2016). Ademas del mBg, el mPc también
participa en la continencia urinaria e incrementa la presion en la vagina pélvica, donde
desemboca la uretra contribuyendo a mantener la PIU durante el almacenamiento de la orina
(Martinez-Gomez y cols. 1997). Asimismo, se ha demostrado que la estimulacion eléctrica del
musculo puborectalis (coccigeo) incrementa la presion en el canal: anal, vaginal y uretral. Esto
sugiere que la contraccion del mBg, mPc y puborectalis contribuyen fundamentalmente en la
generacion de la PU durante el almacenamiento de la orina en la coneja (Rajasekaran y cols.
2012).

En el presente estudio, los trenes de estimulacion aplicados al mBg de conejas multiparas

excepto el de 1 Hz, resultd en presiones uretrales mas bajas que en nuliparas. No es claro si la
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disminucion de la PU es resultado de una fuerza contréctil menor debido a que por la disposicion
anatémica del mBg no se logrd registrar en este estudio. De hecho, encontramos una PU menor
en conejas multiparas durante la estimulacion eléctrica del mBg con frecuencias de 4-100 Hz.
La PU mas alta se midio entre 50 y 100 Hz y disminuyo ~40% debido a la multiparidad. Por el
contrario, el umbral de estimulacion para una sola contraccion no cambio. Ademas, de la
contraccion del mBg, la composicion uretral también puede influir en la medicion de la presion.
Utilizando el modelo de la coneja, se informo que la multiparidad reduce significativamente el
contenido de colageno, vasos sanguineos y musculatura estriada de la capa externa de la uretra.
Ademas, los limites entre la lamina propia, submucosa y la capa de musculatura lisa es
indistinguible. Incluso el grosor del epitelio es méas delgado y el nimero y longitud de pliegues
epiteliales es menor (Xelhuantzi y cols. 2014, Rajasekaran y cols. 2021).

Por otra parte, las respuestas contractiles estan relacionadas con la composicion del tipo
de fibras musculares. Una alta proporcidn de fibras rapidas (tipo 1a/lld) han sido descritas para
el esfinter uretral de la rata (Buffini y cols. 2010) y la cordera (Rodriguez-Veiga y cols. 2005).
En coneja, la disminucion de las fibras musculares tipo 2 (rapidas) y/o conversion de fibras tipo
2 a tipo 1 (lentas) en el esfinter externo de la uretra de conejas multiparas maduras podria
contribuir en la disminucion de la PU provocando un cierre inadecuado durante la continencia
urinaria (Tokunaka y cols. 1993). Estos hallazgos concuerdan con la reduccion de la presion de
cierre uretral durante el reflejo de miccién debido a la multiparidad y la edad (Corona-
Quintanillay cols. 2016, Corona-Quintanilla y cols. 2020). Es importante destacar que nuestros
resultados coinciden con estudios clinicos publicados que indican que la multiparidad afecta la
PIU e involucra la vasculatura (Rajasekaran y cols. 2012, Lone y cols. 2014) y la musculatura
lisa y estriada (Kwon y cols. 2019, Sheng y cols. 2020).

Las fibras estriadas del mBg que rodean la uretra distal y la vagina pélvica de la coneja
se asemeja a un esfinter uretrovaginal descrito en la mujer (Oelrich 1983, Xelhuantzi y cols.
2014). Este musculo acttia como un esfinter de la uretra y la vagina (Oelrich 1983, Haab y cols.
2001, Drake y cols. 2005, Hinata y Murakami 2014). Asi, la contraccién del mBg junto con
otros musculos estriados como el Be, Isc, mPcy puborectalis contribuyen en la generacion de la
PV (Lo6pez-Juérez y cols. 2017, Rajasekaran y cols. 2019). Sin embargo, sélo la contraccion del

musculo pubococcigeo y Bg (mostrado este estudio) elevan la presion a nivel de la vagina
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pélvica. La PV generada sobre las diferentes regiones de la vagina estéa directamente relacionado
con la posicién anatdmica de los musculos estriados pélvicos y perineales (Lépez-Juérez y cols.
2017).

La génesis de la PV durante la estimulacion eléctrica del mBg a diferentes frecuencias
disminuyo significativamente por la multiparidad. Tal efecto concuerda con los datos reportados
para el musculo pubococcigeo cuando se estimuld a frecuencias entre 1 y 10 Hz en conejas
multiparas. Por el contrario, durante la estimulacion del masculo pubococcigeo a frecuencias
altas o iguales a 50 Hz elevan la PV ~2 veces mas en las conejas multiparas que en las nuliparas
(Lopez-Juérez y cols. 2017). En general, nuestros hallazgos sugieren que el rol del masculo
pubococcigeo es mas relevante que el mBg para la génesis de la PV en conejas multiparas. Sin
embargo, la relacion anatémica entre el mBg, el plexo venoso y la uretra implican un examen
mas profundo de los cambios vasculares que afectan la miccién y la funcion sexual. Si los
presentes hallazgos pueden explicarse en términos de fatiga muscular no evaluados en este
estudio debido a las dificultades técnicas mencionadas anteriormente, podria también estar
asociados con reducciones significativas en el grosor de la capa epitelial y el contenido de vasos
sanguineos (Rajasekaran y cols. 2012). En ovejas, la multiparidad, en mayor medida la
primiparidad, modifica la estructura y funcién de la vagina afectando el grosor de la pared
vaginal, el contenido muscular, las fibras de elastina y la presion (Emmerson y cols. 2017).
Sorprendentemente, las alteraciones en la vagina de ovejas multiparas se consideran indicadores
potenciales de otros desordenes pélvicos, como el prolapso de 6rganos pélvicos (Emmerson y
cols. 2017, Young y cols. 2017).

Estos hallazgos indican que la multiparidad es asociada con cambios en la morfologia y
en las caracteristicas funcionales de los musculos estriados pélvicos y perineales adyacentes al
tracto urogenital de la coneja. Algunos de estos cambios se atribuyen a las fluctuaciones
hormonales relacionadas con la experiencia reproductiva, el estiramiento de las fibras
musculares o al aplastamiento de los nervios durante el parto (Martinez-Gomez y cols. 2011,
Lopez-Garcia y cols. 2013, Lépez-Garcia y cols. 2013, Castelan y cols. 2018). Una limitacion
importante en nuestro estudio fue que la fragilidad del mBg que dificulté la medicion de su

fuerza contractil en conejas nuliparas y multiparas. No obstante, los presentes hallazgos
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fortalecen el papel de la activacion coordinada de la musculatura estriada del piso pélvico en la
miccion.

Nuestros resultados demuestran que la multiparidad afecta la contraccion del mBg para
generar PU y con otros musculos del piso pélvico, la PV. La disminucion de la presion puede
producir un cierre uretral inadecuado durante la continencia urinaria afectando la funcion

esfintérica.

5. CONCLUSION

La multiparidad disminuye la génesis de las presiones uretrales y vaginales durante la

estimulacion eléctrica del mBg.
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Abstract

Unlike male mammals showing a well-delimited external urethral sphincter, female mammals have urogenital sphincters
shaped by muscles like the urethrovaginal sphincter. Childbirth-related injuries affect morphometry and function of urogenital
sphincters in women, which frequently underlies pelvic floor disorders, including stress urinary incontinence and pelvic
organ prolapse. The bulboglandularis muscle (Bgm) seems to shape a urogenital sphincter in rabbits. We determined herein
the effect of multiparity on urethral and vaginal pressures generated by the Bgm stimulation in age-matched nulliparous
and multiparous chinchilla-breed rabbits to stimulate the Bgm with trains of ascending frequencies (from [ to 100 Hz; 4 s
duration each). Subsequently, the Bgm was excised, measured in width, and weighed. Significant differences (P <0.05)
were determined with Mann-Whitney U or Student f-tests or repeated measures two-way ANOVA followed by Tukey tests.
Spearman’s partial coefficients were calculated to investigate the correlation between the highest pressure (urethral or vaginal)
and the Bgm width. Multiparity reduced the weight and the width in the Bgm origin and medial regions. Urethral and vaginal
pressures increased in response to the electrical stimulation of Bgm with frequencies from 20 to 100 Hz. Multiparas showed
significant reductions in both types of pressures. We detected a strong correlation (conditioned by multiparity) between the
medial Bgm width and the highest vaginal pressure. Our present findings demonstrate that multiparity impairs the function
of Bgm, resulting in diminished urethral and vaginal pressures. Furthermore, the significant narrowness of the Bgm was
correlated with the vaginal pressure recorded.
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Basic Protocols for the Study of Maternal Behavior
in Rabbits
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Kurt L. Hoffman, and Angel I. Melo

Abstract

Maternal behavior in rabbits is unusual among mammals. During pregnancy, the doe builds a nest and after
parturition the only maternal behavior displayed is crouching over the litter to nurse the pups. More
remarkably is that the nursing visit of the mother occurs just once a day with a periodicity of slightly less
than 24 h. This visit lasts less than 5 min and during that time the doe does not lick or retrieve her pups.
Immediately after nursing, the mother jumps out of the nest and does not return for another 24 h. In this
chapter, we will briefly describe the different components of maternal behavior in rabbits and some basic
protocols for studying both nest-building behavior and nursing under laboratory conditions. We describe
protocols comprising the following: (1) nest-building behaviors and systemic and central administration of
hormones to experimentally induce them; (2) two different protocols for recording and analyzing maternal
behavior during parturition and during the postpartum period; and (3) induction of maternal responsive-
ness by anosmia, induced by lesioning the accessory olfactory bulb and intranasal infusion of zinc sulfate.
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Neuromodulation of the pelvic floor muscles increase urethral and vaginal pressure in the female rabbit
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MARTINEZ GOMEZ3;

TUniv. Auténoma de Tlaxcala, Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Tlaxcala, Mexico; 2Ctr. Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Univ. Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala,
Mexico; 2Dept. de Biologia Celular y Fisiologia, Inst. de Investigaciones Biomédicas, Univ. Nacional Auténoma de México, México, México, Mexico; “Bioengineering

and Biomed. Sci., Univ. of Houston, Houston, TX

Abstract:

Urinary incontinence (U) is a major public health condition that negatively affects the quality of life of millions of people globally, and with great cost to society.

In Overactive Bladder or Urge Urinary Incontinence Neuromodulation of the sacral S2-4 nerve branches, or the tibial nerve are considered as viable therapies.

However, these treatments are not effective for stress urinary incontinence (SUI), a condition associated with partial nerve damage and muscle weakness in the

pelvic and perineal muscles. We have previously reported that acute pelvic floor muscle neuromodulation (PFMN) increases the bladder capacity in old

multiparous rabbits, an accepted SUI model. As these muscles serve as secondary sphincters, we reasoned that will increase the urethral and vaginal pressure of

female rabbits. This hypothesis was tested in 18 nulliparous Chinchilla-breed female rabbits randomly distributed into three groups of six animals each for
electrical stimulation of the following targets: 1) bulbospongiosus nerve (Bsn), isquiocavernosus nerve (Isn) and the clitoral nerve as non-specific control (CIn).

Silver hook electrodes were used to stimulate the exposed target nerves and the muscle contraction threshold current was determined, Electromyograms, muscle
contractile force, and urethral and vaginal pressure were recorded. Neuromodulation was applied as trains of bipolar electrical pulses ranging from 1-80 Hz with
a duration of 4 seconds each. At low frequencies (20-30 Hz) muscle contraction achieved activation without fatigue. At 40-60 Hz a maximum increase in urethra
and vaginal pressure was observed (0.33 + 0.11 and 3.24+1.84 mmHg, respectively). Stimulation of the Isn resulted mild increase in urethral (0.40 = 0.04 mmHg)

but significant increase in vaginal (2.56 + 0.29 mmHg) pressure. The data supports the notion that pelvic floor neuromodulation assist in urethral closure and
improves continence in SUIl and may be beneficial in other pelvic floor disorders.
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Abstract

Multiparity and aging are physiological events that are recognized like some of the relevant factors of urinary disorders. Therapy as the electrical stimulation has been evaluated to stress urinary incontinence, but,
the intravaginal devices used to generate a mass contraction of all the pelvic floor muscles by a transcutanecus way and the results show a low efficiency on bladder modulation. The aim of this study was to
evaluate the effect of wireless electrical stirmulation on wrodynamic characteristics in a model of old multiparous rabbits. The rabbits (n=5) were implanted with a miniature wireless electrode {OM+NClip) en right
bulbospongicsus nerve {Ban). Anather old multiparows rabbit {n=5) was enrolled as a sham surgery (ShOM). After 2 weeks of recovery, 4 weeks of wireless electrical stimulation were performed an all groups. At the
end of stimulation’ pratocel, we recorded cystometrography (EME) in all animals and caleulated voiding velume (), volumetric intermicturition interal (Vil), threshald veiding volurme (Thiv), residual volume (R}
and veiding efficiency (ve). Results of the CMG variables show that Vv in ShOM was 272 £0.57 ml, while in OM+NClip was 8.23 + 1.28 ml [averagesz eg). For Vi the results in ShOM was 5.06 £ 103 ml and 1114 =
1.9% mil for OM+NClip group. The rest of the parameters did not show statistic differences between groups. These result suggest that unilateral wireless electrical stimulation of bulbosponglosus muscle through its
specific nepse improves wrinany bladder capacity probably by a strongest and longest contraction of bulbospongiosus muscle that reinforces urinary continence withaut apparent effect on volding efficiency. Mare
studies are required to assess the effects on other CMG's parameters and consequences of NClip implant in nerve tissue arganization.
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Effect of multiparity on the force generated by the obturator internus and bulboglandularis muscles in
the vagina and urethra of the female rabbit
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Abstract:

The parturition is a mechanical and hormonal event, which has been linked to alterations in the pelvic
floor muscles and its innervation. Studies in femnale rabbits (Oryctolagus cunicwlus) have showed that
the multiparity modifies fiber type composition and the contractile properties of pelvic floor muscles,
affecting the genesis of vaginal pressure. However, there are other striated muscles anatomically
related to the pelvic vagina and urethra as the obturator internus (01) and bulboglandularis (Ba)
muscles that could be damaged by the effect of multiparity. The aim of this study was to evaluate in
young nulliparous and young multiparous rabbits, the contractile force in isometric conditions and the
pressure generated on the pelvic vagina and urethra by Ol and Bg muscles. Twenty-four Chinchilla-
breed fermale rabbits (11-12 months old) were used in this study. Animals were divided in two groups:
young virgin nulliparous (n=12} and young multiparous (n=12). Each condition (nulliparous and
multiparous) was randomly distributed into two experimental groups. In the first group, was evaluated
the pelvic intravaginal pressure (IVP) and intraurethral pressure (IlUP) generated by the contraction of
the Ol and Bg muscles (n=6 per group). The second group was evaluated contractile force developed
by Ol muscle (n=6 per group). We observed contraction of the Ol muscle at 100 Hz, this contraction
generated a high IVP in nulliparous females and low in multiparous. The IUP generated by the
contraction of Ol muscle did not show significant differences between groups. During the contraction
of Bg muscle at 100 Hz, the IVP generated was greater in female nulliparous respect to multiparous.
The IUP generated by the contraction of the Bg muscle in nulliparous females was greater in
comparison to multiparous. The contractile force generated by Ol muscle did not show significant
differences between groups and the Bg was not possible registered. The results showed that the Ol
and Bg muscles contribute in a differential way to the generation of VP and IUP. Likewise, the
multiparity affects muscles differently because the contractile properties of the Ol muscle were
unchanged. This in turn, could modify reproductive and non-reproductive processes.
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Presion uretral y vaginal generada durante la
estimulacion electrica del nervio Bulboesponjoso de la
coneja nulipara

Hernandez Bonilla, C., Zacapa Lopez, D. A., Zempoalteca
Ramirez, R., Corona-Quintanilla, D. L., Castelan, F., Romero-
Ortega, M. y Martinez-Gomez, M.

Universidad Autonoma de Tlaxcala

Palabras clave: Incontinencia urinaria, musculos pélvicos,
musculos perineales.

— La incontinencia urinaria (IU) femenina es un problema de

salud puablica importante que afecta la calidad de vida del
paciente y representa un alto costo para la sociedad. En
relacion a ello, se han desarrollado nuevos tratamientos comao
la estimulacion eléctrica. Este tratamiento ha cobrado una
enorme relevancia como una terapia alternativa a las
tradicionales (fisioterapéuticas, farmacoldgicas y quirdrgicas).
Sin embargo, su impacto terapéutico en la practica clinica ha
sido limitado. Esto puede deberse a la naturaleza no especifica
del tratamiento, como la estimulacion eléctrica de las raices
sacras (53) y del nervio pudendo que provee inervacién a la
vejiga urinaria, uretra, musculatura estriada pélvica y perineal,
piel perigenital y clitoris. Ademas de las variaciones respecto
al origen y curso de los nervios hace que la aplicacion de la
terapia sea incierta y dificil de estandarizar. Por lo tanto, se
requiere desarrollar nuevos tratamientos de estimulacion
eléctrica especifica para mejorar los sintomas relacionados a
la IU y fortalecer los midsculos pélvicos y perineales, como el
Bulboesponjoso (Bs) que contribuyen al cierre uretral. Por lo
tanto, en este estudio se evalud el efecto de la estimulacidn
eléctrica del nervio Bs sobre la presidon uretral y vaginal de la
coneja nulipara. Para ello, se aplicd estimulacion eléctrica al
nervio Bs y se obtuvieron registros simultaneos de actividad
electromiografica (EMC) del miasculo Bs, la presion que genera
sobre la uretra y la vagina. También se aplicd estimulacion
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eléctrica al nervio Clitoral (Cl) como control no especifico. Se
aplicaron pulsos cuadrados de corriente de intensidad
graduada (mA) a distintas frecuencias de estimulacion (1, 30,
50 y 80 Hz con una duracion de 4 segundos). Los resultados
mostraron que el umbral de corriente eléctrica del nervio Bs es
de 0.52 £ 0.02 mA y del nervio Cl es de 0.78 + 0.16 mA. La
- presion uretral generada durante la estimulacion de eléctrica
del nervio Bs a 80 Hz fue de 2.20 + 0.26 mmHg y al estimular
al nervio Cl se registro una presion uretral de 1.80 = 1.17
mmHg. Respecto a la presion vaginal, la estimulacion eléctrica
del nervio Bs a 80 Hz gener6 una presion maxima de 17.25 +
4.80 mmHg y al estimular el nervio Cl se registré una presion
vaginal de 3.99 + 2 mmHg. Durante la estimulacion a 1 y 30
Hz, la respuesta del musculo Bs siguid la frecuencia de
estimulacion, pero a partir de las frecuencias de 50 y 80 Hz se
observo la tetanizacion de las fibras musculares. Este estudio
proporciona informacion util para determinar los parametros
optimos de estimulacion eléctrica (umbral de estimulacion y
frecuencia) del nervio Bs con el fin de desarrollar un nuevo
tratamiento de estimulacion eléctrica especifica para la IU.
CONACYT 628536 (CHB)
NIH 1 RO1 DK120307-01
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Participacion de los musculos PuEucucugeu ¥

Bulboesponjoso sobre la presion vaginal y uretral de la
coneja joven nulipara

Zacapa Lépez, D. A, Hernandez-Bonilla, C_, Zempoalteca-
Ramirez, R., Corona-Quintanilla, D. L., Castelan, F., Romero-
Ortega, M. y Martinez -GComez, M.

Universidad Autdnoma de Tlaxcala

Palabras clave: Pubococcigeo, Bulboesponjoso, presion
vaginal, presidn uretral, estimulacidon nerviosa.

Los musculos del piso pélvico (MPP) brindan soporte
estructural a las visceras del aparato urogenital en humanos.
La disfuncion de los MPP se asocia con alteraciones del aparato
genitourinario como prolapso de visceras pélvicas e
incontinencia urinaria de esfuerzo. Uno de los modelos validos
para el estudio de estas patologias es la coneja doméstica
debido a que presentan musculos perineales y pélvicos bien
diferenciados que se asemejan a los del humano. En la congja
© los masculos bulboesponjoso (MBs) y pubococcigeos (MPC)
contribuyen en la miccidn y la presion vaginal. Sin embargo,
no se han realizado estudios que indiguen de manera
especifica, la participacién de cada uno de estos musculos
sobre la presidn uretral y vaginal. El objetivo de este estudio
fue describir la participacion de los MBs y MPc sobre la presidn
uretral y vaginal en un modelo de coneja nulipara. Se utilizaron
5 conejas hembras de ~12 meses de edad. Bajo anestesia
general se insertd un catéter rigido de 1.7mm de diametro con
punta de baldn a través del domo de la vejiga urinaria hasta
alcanzar la vagina perineal y posteriormente hasta la uretra, se
llend con 1 ml de solucidn salina al 0.9%. Se disecd el MPc
unilateral y su nervio ipsilateral. El nervio se monto sobre un
par de electrodos de plata de 0.2 mm de diametro conectados
a una unidad de estimulacion eléctrica de corriente variable
Isoflex. Se estimuld eléctricamente (1Hz, Tms de duracion) en
b forma ascendente para encontrar el umbral de estimulacion
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Characterization of the parameters of stimulation to activate the pelvic floor nerves of the
female rabbit

Cecilia Hernandez-Bonilla!, Diego A. Zacapa-Lopez?, René Zempoalteca-Ramirez?, Dora L.
Corona-Quintanilla?, Francisco Casteldn®?, Mario Romero-Ortega®, Margarita Martinez-
Gomez3,

!Doctorado en Ciencias Blolégicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala, México, *Centro Tlaxcala de
Biologla de la Conducta, Universidad Autdnoma de Tlaxcala, Tlaxcala, México, Departamento de Biologla Celular y
Fisiologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, Tlaxcala, México.
*Department of Biomedical Engineering, University of Houston, Houston, Texas.

Background/Objectives: Female stress urinary incontinence (SUI) is a public health problem that
negatively affects patients” quality of life and imposes a high cost to society. Damage to pelvic
floor muscles and nerves has been linked to SUI. Neuromodulation of target pelvic floor muscles
through electrical stimulation (ES) of the associated nerves is a potential treatment for SUIL. The
aim of this study was to determine the ES parameters of two specific pelvic floor nerves:
bulbospongiosus nerve (Bsn) and isquiocavernosus nerve (lsn), required to generate an optimal
contractile response in the associated muscles of female rabbits.

Methods: The electrical stimulation parameters of the Bsn and Isn during the urethral and
vaginal pressure, contractile force, and electromyograms of the Bsand Is muscles. The electrical
stimulus wera trains of electrical pulsas, with frequencies of 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 and
80 Hz, and duration of 4 seconds eachone,

Results: The low frequency stimulus (1, 5, 10, 20 and 30 Hz) provoked a single contractile
response in perineal muscles, following the frequency of stimulation applied. At 20 and 30 Hz
the responses began tofuse without muscle fatigue. During the applying of 40-80 Hz, the perineal
muscle showed fatigue. The electrical stimulation of the Bsn generated a maximum urethral
(0.88 £ 0.42 mmHg) and a vaginal pressure (6.32+ 3.54 mmHg). While the Isn generated a minor
urethral (0.40 = 0.04 mmHg) and vaginal pressure (2.56 * 0.29 mmHg). The contractile force
generated by isguiocavernosus muscle (24.23 + 5.09 grams) was similar to bulbospongiosus
muscle (25.80 £ 5.73 grams).

Conclusions: Both nerves low frequencies (20 and 30 Hz) generate an increaseof urethral and

vaginal pressure, without muscle fatigue. It is possible that the increase in urethral pressure
produced by both nerves helps urethral closure during urinary continence.

Funding Source(s): CONACyT 628536 (CHB) - NIH 1 RO1 DK120307-01 69
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Force generated by the obturator internus and rhabdosphincter
muscles on vagina and urethra: effect of multiparity in the model
of female rabbit

Cecilia Herndndez-Bonilla™?, Rhode Lopez-Judrez!-?, René Zempoalieca-
Ramirez!, Dora Luz Corona-Q:.iinra}'.riffa", Francisco Casteldn®?, Margarita
Martinez-Gomez'3

Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta, Universidad Autonoma de Tlaxcala, México, UAT-
UNAlV[l, Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala, México,
UAT-UNAMQ, Instituto de Investigaciones Biomeédicas, Universidad Nacional Autonoma

Meéxico, México-DF, UNAM’.

Multiparity is considered as the reproductive experience that includes at least two episodes of
mating, pregnancy, parturition and lactation. The parturition is a mechanical and hormonal
event, which has been linked to alterations in the lower urogenital tract, the pelvic floor muscles,
and its innervation. Thus, multiparity has effects in both the anatomy and physiology of these
structures.

Studies in female rabbits (Orycfolagus cuniculus) have showed that multiparity alters the
histological characteristics of the wvagina and urethra, and the activity of pelvic
{pubococcygeous) and perineal (bulbospongiosus and ischiocavernosus) striated muscles
during the micturition. In addition to these changes, multiparity modifies fiber type composition
and the contractile properties of striated muscles affecting vaginal pressure, as well as
differential damage in some pelvic and perineal striated muscles. All these changes in pelvic
floor components indicate plastic adjustments and damage that may affect excretory and
reproductive functions in female mammals. The striated musculature is constituted by a large
amount of pelvic and perineal striated muscles, and considering the damaging effects caused
by multiparity it is important to determine whether there is damage to muscles directly related
to the pelvic vagina and urethra as the obfturator internus (OI) and rhabdosphincter (RE), also
called bulboglandularis. Therefore, it is relevant to understand the form and temporality in
which each muscle confributes to the function of the urogenital tract generating pressure on the
vagina and urethra, with a particular contractile force. Also, to detenmine if current changes are
due to the effect of multiparity. The aim of this study was to evaluate, in young nulliparous and
young multiparous rabbits, the confractile force in isometric conditions and the pressure
generated on the pelvic vagina and urethra by the OI and the RE muscles.

Twenty-four Chinchilla-breed female rabbits (11-12 months old) were used in this study.
Animals were divided in two groups: young virgin nulliparous (n=12) and young multiparous
(n=12). Multiparous female rabbits started to copulate at 6 months old. On the day of the fourth
delivery, neonate pups were euthanized fo prevent lactation, and to give female rabbits the
opportunity to reach a hormonal condition similar to the one maintained in nulliparous rabbits.
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Urethane-anesthetized (1.5g/Kg) nulliparous and multiparous rabbits were fixed in a dorso-
supine position. Physiological recordings were performed at 20 days subsequent to the fourth
delivery. Each condition (nulliparous and multiparous) was randomly distributed into two
experimental groups. In the first group, we evaluated the pelvic intravaginal pressure (IVP) and
intraurethral pressure (IUP) generated by the contraction of the OI and RE muscles (n=6 per
group). In the second group we evaluated the contractile force developed by the OI muscle (n=6
per group).

IVP and IUP generafed by the OI and RE muscles. The urinary bladder was exposed
through a midline incision in the abdomen, and by applying a slight manual pressure over the
bladder wrine was expelled. A deflated catheter balloon was introduced into the lumen
throughout the bladder apex and pulled across the urethra and vagina until it appeared out of
the vaginal opening. A cotton thread was tied to the catheter balloon and pulled inside the
vaginal tract at either the pelvic-vagina level or urethra. The balloon was then filled with saline
solution until the full diameter of the pelvic vagina or urethra was approximately reached. To
record variations in IVP and IUP, the catheter was connected to a pressure transducer (Grass
PT 300, Grass Instruments, Quincy, MA) connected to an amplifier (Grass 7DA DC). Data
were displayed and stored in a PolyView Recorder 2.5 (Grass). For electrical stimulation, the
OI muscle was exposed and a silver bipolar electrode was placed laterally to the muscle, and
single square voltage pulses were applied through a stimulus isolation unit SIUS5 (Grass
Instruments, Quincy, MA) activated by a S48 stimulator (Grass). A series of stimulating pulse
with frequencies of 1, 4, 10, 20, 50 and 100 Hz were applied. To determine the IVP and IUP
generated by the contraction of the RE muscle, we proceeded to cut both the origin and insertion
sites of the OI muscle and the same experimental protocol was performed. The IVP and IUP
were expressed in mmHg.

Contractile force developed by OI muscle. The OI muscle was dissected, severed at their
insertion site, and separated from the suwrrounding fissue under a surgical microscope.
Subsequently, the tendon of the muscle was attached to an isomeftric force transducer (Grass,
model FTO3E) connected to a 7DA DC amplifier (Grass) and the response signal was sent to
the program PolyView Recorder 2.5 (Grass). Muscle was stimulated electrically with a silver
bipolar electrode located laterally and connected to a square pulse generator (Grass S48). Single
square electrical stimuli were applied to muscle. Once the threshold was determined, the
stimulus strength was gradually increased to reach the maximal muscle response. A series of
stimulating pulses with frequencies of 1, 4, 10, 20, 50 and 100 Hz were applied to evoke fusion
and tetanus responses in the muscle. Isometric contractile force was normalized in Newton per
gram of tissue (N/g). Data were expressed as mean + standard error (SE). To determine
significant differences (P<0.05) between groups, unpaired Student t tests were carried out.

The results show that at 100 Hz, the contraction of the OI muscle was able to generate a
greater IVP in nulliparous than in multiparous female rabbits (P=0.009). At the level of the
urethra, the pressure generated by the OI muscle did not show significant differences between
groups (P=0.858). During the confraction of the RE muscle at 100 Hz, the IVP generated was
greater in female nulliparous when compared to multiparous rabbits (P=0.002). At the level of
urethra, the pressure generated by the contraction of the RE muscle in nulliparous females was
greater in comparison to multiparous (P=0.0014). The confractile force generated by the OI
muscle was not significantly different between groups (P=0.148). These results suggest that
both the OT and the RE muscles contribute in a differential way to the generation of IVP and
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Caracterizacion de parametros de estimulacion eléctrica de nervios
especificos del piso pélvico en la coneja
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Fisiologia UNAM,

Estudios clinicos han evaluado la eficacia de la estimulacion electrica de raices
espinales sacra (S3) y de nervios periféricos (nervio tibial y nervio pudendo) como
un tratamiento para desdrdenes del piso pélvico (vejiga hiperactiva e incontinencia
urinaria de esfuerzo). La estimulacion eléctrica del nervio pudendo puede conducir
a la contraccion del esfinter uretral y de algunos musculos del piso pélvico como el
isquiocarvernoso (Isc) y bulboesponjoso (Be). Sin embargo, no se ha evaluado el
beneficio de la estimulacion eléctrica de nervios especificos del piso pélvico para
desarrollar un tratamiento mas efectivo. Por lo tanto, en este estudio se
caracterizaron los parametros de estimulacion eléctrica del nervio Isc y Be en
conejas jovenes nuliparas. Para ello, se obtuvieron registros electromiograficos del
musculo Isc y Be durante la estimulacién eléctrica de sus respectivos nervios.
Inicialmente, se aplicaron pulsos Unicos cuadrados de corriente (1Hz, 1 ms) al nervio
Isc y Be para encontrar su umbral de estimulacion. El estimulo se incrementé
gradualmente hasta observar una minima deflexion en el registro electromiografico
del musculo Isc y Be. Una vez determinado este valor se multiplico hasta 4 veces
umbral. La edad promedio de las hembras fue de 11.66 + 0.33 meses y presentaron
un peso promedio de 4.39 + 0.13 Kg. Los datos mostraron que el valor umbral de
corriente eléctrica del nervio Isc es de 1.42 + 0.24 pA para desencadenar una
minima deflexion en el registro electromiografico. En cuanto al nervio Be, la
respuesta es visible aplicando un minimo de corriente de 0.41 + 0.19 pA. Los
resultados muestran que la estimulacion eléctrica al nervio del Isc y del Be es
diferencial. Este hallazgo proporciona informacion Gtil para desarrollar nuevos
tratamientos de estimulacion eléctrica en nervios especificos del piso pélvico como
una opcion terapéutica para desordenes del piso pélvico.
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Parametros optimos de estimulacion eléctrica del nervio isquiocavernoso y
bulboesponjoso en conejas nuliparas y multiparas
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3Zempoalteca-Ramirez René, *Corona-Quintanilla Dora Luz, **Martinez-Gémez
Margarita;
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La neuromodulacién por estimulaciéon eléctrica de raices espinales sacra (S3) y nervios
periféricos (nervio tibial y nervio pudendo) ha sido una opcion terapéutica para tratar
disfunciones del fracto urinario inferior. Estudios clinicos han demostrado que la
estimulacion eléctrica del nervio pudendo es una alternativa viable para Ia
neuromodulacion, ya que inerva a los musculos del piso pélvico y el esfinter uretral. Sin
embargo, no se ha evaluado el beneficio de la estimulacion eléctrica de nervios
especificos del piso pélvico para lograr un tratamiento mas efectivo. Por tal motivo, en
este estudio agudo se determinaron los parametros optimos de estimulacidon eléctrica de
los nervios isquiocavernoso (Isc) y bulboesponjoso (Be) registrando la presion vaginal en
conejas anestesiadas nuliparas (Isc, n=6 y Be, n=6) y multiparas (Isc, n=6 y Be, n=6).
Para ello se registrd la presion generada por la musculatura estriada sobre la vagina
perineal en respuesta a la estimulacion eléctrica de los nervios. De manera inicial, se
aplicaron pulsos unicos cuadrados de corriente (1 Hz, 1 ms) para encontrar el valor
umbral y se multiplicaron hasta 4 veces umbral. Dichos estimulos se aplicaron a varias
frecuencias: 10, 20 y 80 Hz, durante 4 segundos. Los resultados preliminares obtenidos
en este estudio muestran los valores a 4 umbral. Para el musculo Isc fue de 4.35 + 0.50
MA vy para el musculo Be fue de 1.25 £ 0.35 pA. La amplitud del EMG se alcanzo a 750 +
353.55 mV para el Isc y a 4000 £ 1414.21 mV para el Be. Esto sugiere que se requiere
mayor corriente para activar al misculo Isc que al Be y podria deberse al tamafio del
musculo. Estos resultados podran contribuir al desarrollo de un tratamiento de
estimulacion eléctrica en nervios de los musculos del piso pélvico como una opcidh
terapéutica para las disfunciones urinarias.

129



130



