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1. RESUMEN

El tejido muscular estriado de la regién pélvica es importante para el desarrollo de
funciones reproductivas y fisiolégicas como el embarazo, el parto y la miccion en las
hembras de mamiferos. Se ha documentado que factores intrinsecos, como la
reproduccion, y extrinsecos como la nutricion, pueden alterar la musculatura estriada, por
una parte, el aumento de presidn intra-abdominal asociada a la gestacion puede provocar
incontinencia urinaria de esfuerzo, asi mismo la distencion de la musculatura estriada
peélvica y perineal durante el parto se asocia a la aparicidon de incontinencia urinaria de
estrés. Por otra parte, se ha comprobado que la desnutricion afecta de manera importante
a este tejido. Considerando estos antecedentes, el objetivo de este trabajo es evaluar el
efecto de la restriccion alimenticia y la experiencia reproductiva (gestacion, parto y
lactancia) sobre el musculo pubococcigeo (mPc), para esto se utilizé un modelo de
restriccion alimenticia y primiparidad (un parto) en el que se evaluaron los porcentajes de
los tipos de fibras del mPc; y como éstas pueden ser alteradas por estos factores

combinados.

Se utilizaron musculos pubococcigeos (mPc) de 4 grupos de ratas Wistar (Rattus
norvegicus): control (C), desnutrido (D), primiparas control (PC) y primiparas desnutridas
(PD). Los grupos desnutridos (D y PD) recibieron el 50% de la comida suministrada a los
grupos controles. Los musculos fueron disectados y se obtuvieron cortes seriados de
10um de grosor, para tefirlos con las técnicas histoquimicas de ATPasa basica (pH 9.4) y
NADH-TR. Se tomaron microfotografias de las preparaciones para identificar los tipos de
fibras con base a su coloracion. Esto ultimo para determinar los porcentajes de fibras en

cada condicion.

Los resultados muestran que la primiparidad y la desnutricion leve + primiparidad no
modificaron significativamente el fenotipo de las fibras del musculo pubococcigeo; sin
embargo, la desnutricion si provocd un incremento significativo en el porcentaje de fibras
rapidas (ATPasa). Los resultados del metabolismo de las fibras (NADH-TR) mostraron un
incremento en el porcentaje de fibras glucoliticas en el grupo PD, mientras que en los
grupos restantes no se observaron cambios. Esto sugiere que la desnutricion leve es
capaz de alterar por si sola el fenotipo de las fibras que componen el mPc y la suma de

los efectos de la paridad parecen amortiguar este efecto.
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2. INTRODUCCION

Los movimientos de un organismo, como caminar, mover una extremidad del cuerpo y
aquellos involucrados en la reproduccion (ej. el parto) son mecanismos indispensables
para todos los miembros del reino animal. Estos procesos son realizados mediante la
contraccion muscular, por lo tanto, el musculo es el tejido mas abundante en la mayoria
de los animales (Hill y Olson, 2012). Casi todos los sistemas del organismo estan
involucrados en la locomocion, pero la accidn coordinada del sistema muscular, con
ayuda del sistema nervioso, es la que produce los movimientos. Los huesos y las
articulaciones no pueden moverse por ellos mismos sin ayuda del tejido muscular debido
a las caracteristicas de contractilidad, extensibilidad y elasticidad de este ultimo (Parker y
Kolthoff, 1977).

Las células que conforman al musculo esquelético se conocen como fibras, por su forma
filiforme; sin embargo, poseen estructuras analogas a las demas células, pero con distinto
nombre. El sarcolema es el nombre que se le da a la membrana plasmatica de una fibra

muscular y a su citoplasma se le conoce como sarcoplasma.

A diferencia de las células procariotas que no presentan un nucleo definido o las células
eucariotas que generalmente presentan un solo nucleo, las fibras musculares pueden
contener hasta varios miles de nucleos derivados de la fusion de mioblastos durante la
vida fetal y postnatal. La mayor parte de estos estan localizados en la periferia, asi mismo,
existen ciertas estructuras presentes en las fibras musculares esqueléticas y ausentes en
las demas células. Por ejemplo, hay haces de fibrillas muy finas que se conocen como
miofibrillas. Las miofibrillas a su vez estan constituidas por fibras aun mas finas
denominadas filamentos gruesos de miosina y filamentos delgados de actina, ambos
conforman los elementos basicos contractiles de la fibra muscular (Parker y Kolthoff,
1977). De acuerdo a sus propiedades contractiles y metabdlicas, los tres principales tipos
de fibras son: 1) Lentas, fibras resistentes a la fatiga de baja potencia mecanica y con
metabolismo aerdbico muy activo; 2) Rapidas, fibras rapidamente fatigables con alta
potencia mecanica y metabolismo predominantemente glucolitico; y 3) Rapidas
intermedias, con fibras que combinan una alta potencia mecanica y resistencia a la fatiga
(Blaauw et al., 2013).
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Los musculos presentan una variedad y equilibrio de estos tipos de fibras en su
composicion, la cantidad de fibras musculares y el porcentaje que representan en cada
musculo vienen determinadas por una serie de factores complejos entre los que
encontramos la genética, niveles hormonales y estimulos mecanicos (ej. el ejercicio),
entre otros. Las fibras musculares son células sumamente dinamicas, capaces de cambiar
sus caracteristicas fenotipicas bajo varias condiciones, por ejemplo, la actividad
neuromuscular alterada, la carga mecanica, modificaciones en los patrones hormonales
(especialmente de las hormonas tiroideas) y la edad (Insua, 2003). La desnutricion
temprana es otro factor, que ademas de modificar el peso muscular, se relaciona con
cambios en las proporciones relativas de los tipos de fibras musculares (Toscano et al.,
2008). Esto debido a que el musculo esquelético es uno de los tejidos con mayor actividad
metabdlica, por lo cual resulta afectado debido a una alimentacion deficiente en calidad o
cantidad, asimismo es un tejido dependiente de la nutricion materna durante el desarrollo
embrionario (Zhu et al., 2006).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2005), la desnutricidn es un problema
grave de salud publica que se ha relacionado con un aumento sustancial en el riesgo de
mortalidad y morbilidad (Spencer et al., 2014). Una de las causas de este problema es
que algunos individuos no cuentan con los suficientes nutrientes para que tengan un
desarrollo adecuado en las etapas embridn/feto/nifio, lo que conlleva a diversas
alteraciones en los érganos y sistemas, en particular de glandulas como la tiroides (Ayala-
Moreno et al., 2013). Debido a la gravedad del problema, se han realizado diversos
estudios con modelos de desnutricion, entre los cuales se encuentra Vazquez-Mendoza et
al. (2017), quienes reportaron un aumento de fibras rapidas en los fasciculos 2 y 4, asi
como una disminucién de las fibras IIb en los fasciculos 3 y 5 del musculo EDL de la rata
joven desnutrida crénicamente. Asimismo, Howells et al. (1978) observaron un aumento
en la proporcion de fibras tipo llb en el musculo tibial anterior, ambos trabajos fueron
realizados en el modelo de la rata desnutrida en la etapa perinatal. Ademas de la
desnutricion, el ejercicio y los niveles hormonales existen otros factores que pueden
provocar modificaciones en el tejido muscular esquelético, entre estos factores se
encuentra la experiencia reproductiva. Se ha encontrado que el dafo estructural y
neurolégico durante el trabajo de parto contribuye a la disfuncion del piso pélvico en la
vida posterior (Snooks et al., 1984; Allen et al., 1990).
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Lin et al. (1998) simularon el parto vaginal mediante la utilizacion de un globo dentro de la
vagina de ratas durante cuatro horas y se les provoco un estornudo. Los resultados
anatémicos, fisiolégicos funcionales mostraron que 19 de 48 ratas presentaron
incontinencia urinaria de esfuerzo. Por una parte, se observaron alteraciones en musculos
del piso pélvico como el iliococcigeo (Icm) y el puborectalis (PRm), tales como la
degeneracion muscular, forma y tamafo irregulares en las fibras musculares y
disminucion significativa en la musculatura de la pared uretral. Por otra. Feola et al (2014)
utilizando ultrasonidos 3D estudiaron la biomecanica de la vagina de la rata durante y
después del parto, haciendo comparaciones entre diferentes fases del embarazo (14 y 18
dias) y después del parto (7 y 30 dias) respecto a un grupo control, encontrando que de
todas las fases, la cavidad pélvica fue mas distendida en el dia 18 e iba aumentando
gradualmente durante el embarazo; y al dia 7 hubo una disminucion rapida de la

distencién de la vagina, la cual continud hasta el dia 30.

Como ya fue citado anteriormente, la desnutricion y la paridad provocan alteraciones
sobre el musculo esquelético; sin embargo, se desconoce el efecto sumado de la
desnutricion y la paridad sobre los musculos pélvicos importantes para el buen
funcionamiento sexual y fisioldgico como la miccion. Para dilucidar los efectos de la
combinacion de los factores antes mencionados, se ha realizado la presente investigacion
utilizando el musculo pélvico Pc de ratas sometidas a protocolos de desnutricidon y paridad
(un parto). Se realizaron cortes histologicos seriados de mPc de ratas divididas en cuatro
grupos, Control, Desnutrido, Primipara y Primipara desnutrido, posteriormente se les
aplicaron las técnicas histoquimicas de ATPasa basica (pH 9.4) y NADH-TR, se
obtuvieron microfotografias y se identificaron los tipos de fibras con base a su coloracion

para posteriormente determinar los porcentajes relativos.

3. ANTECEDENTES

3.1.Musculo

El musculo representa aproximadamente el 75% de la masa corporal y tiene una gran
importancia debido a su gran repercusion en las actividades de la vida diaria (Lieber,
2004). Los musculos se clasifican desde un punto de vista funcional y morfolégico en dos
tipos principales, musculo liso y musculo estriado; el musculo estriado a su vez se

subdivide en musculo esquelético y musculo cardiaco; sin embargo, el mecanismo por el
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cual se contraen todos los musculos es casi idéntico y las mayores diferencias entre los
distintos tipos se hallan en su organizacion celular (Randall et al., 1989). Las células del
musculo cardiaco son cortas y angostas con un unico nucleo central y miden de 10-15 pym
de diametro y 80-100 pm de longitud; las células del musculo liso son alargadas y
fusiformes de 0.2-2 ym de diametro y 10-200 ym de longitud; por su parte, las células del
musculo esquelético son grandes y alargadas con abundantes nucleos periféricos, miden
de 10-100um de diametro y hasta 100 cm de longitud (Ross y Wojciech 2007).

3.2.Musculo esquelético

El musculo esquelético representa alrededor del 40 al 45% del peso corporal, y es
responsable del mantenimiento de la posicion del cuerpo y del movimiento del esqueleto
(Iglesias et al., 2007). Aunque también contribuye en otros procesos, como en la

regulacion de la temperatura (Maclntosh et al., 2006).

Los musculos esqueléticos son derivados de las somitas del embridon (células
mesodérmicas), durante la miogénesis (formacion del tejido muscular). Las somitas
determinan la formacién de mioblastos mediante dos proteinas que encienden el
programa de desarrollo, estas proteinas son denominadas myoD y myf5, a medida que
los mioblastos proliferan y migran se fusionan para formar miotubos (células
multinucleadas), que posteriormente daran lugar a las fibras musculares que constituye el
tejido muscular (Lodish et al., 2005; MaclIntosh et al., 2006).
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Figura 1. Microfotografias de la organizacion celulas de los tres tipos de musculos. Seccién longitudinal (A)
y transversal (B) de musculo esquelético compuesto por células multinucleadas alargadas y cilindricas. La
flecha de dos cabezas indica el didmetro; seccion longitudinal (A) y transversal (B) de una fibra muscular
estriada: C y D fibras de musculo cardiaco compuesto por células unidas de extremo a extremo por discos
intercalados; seccién longitudinal (E) y transversal (F) de musculo liso compuesto de haces de células
fusiformes alargadas (Modificado de Henrikson, R.C et al .,1997).
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Las fibras musculares estriadas se encuentran agrupadas en haces llamados fasciculos, y
estan unidas unas a otras mediante una red de tejido conjuntivo llamado endomisio, el
cual esta compuesto de fibras de colageno con diametro de 20 a 60 ym que transmite
parte de la fuerza contractil al tendén y a las fibras musculares adyacentes mediante las
conexiones laterales entre las mismas. Los fasciculos a su vez son separados por una
membrana mas dura y relativamente gruesa de tejido conjuntivo denominada perimisio,
que provee el conducto para vasos sanguineos y nervios que pasan por el vientre de
musculo. Algunos de los haces grandes de colageno se encuentran alrededor de los
fasciculos formando un patron entrelazado. Por ultimo, el epimisio es la capa de tejido
conjuntivo particularmente dura que cubre la superficie entera del musculo y lo separa de
otros musculos, esta capa contiene haces de fibras de colageno con diametro de 600 a
1800 pm, el cual tiene una apariencia ondulada y esta conectado al perimisio (Figura 1)
(Maclntosh et al., 2006; Wilmore y Costill, 2007).

El tejido conjuntivo del musculo esquelético cumple tres principales funciones: 1) funciona
como sostén sobre el cual las fibras musculares pueden agruparse: cuando se completa
el desarrollo del musculo, el tejido conectivo sostiene las fibras musculares juntas y en
gran parte determina la estructura del vientre del musculo; 2) el fragil tejido conjuntivo del
perimisio provee un conducto para los vasos sanguineos y nervios que abastecen a las
fibras musculares y; 3) el tejido conjuntivo resiste el excesivo estiramiento pasivo del
musculo y distribuye las fuerzas para minimizar el dafo a las fibras musculares. Ademas,
la elasticidad de las fibras de elastina y los haces ondulados de colageno permiten que el
vientre del musculo recupere su forma (Uitto, 1986), asi mismo el tejido conjuntivo forma
algunas estructuras del musculo, tales como los ligamentos y los tendones, estos ultimos
son cordones resistentes cuya funcion es transmitir la fuerza a los huesos, y al igual que

los ligamentos mantienen al musculo unido a ellos (Alter, 2004).
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Figura 1. Representacion esquematica de la composicion del musculo esquelético. (Tomado de Wilmore y
Costill, 2007).

Cuando las fibras musculares son observadas en cortes transversales bajo el microscopio
(Figura 2), cada fibra tiene una serie de estriaciones alternantes claras y oscuras. Las
estriaciones claras son llamadas bandas | y las oscuras se denominan bandas A. A nivel
miofibrilar se pueden observar mas divisiones dentro de estas bandas, a la mitad de la
banda | esta la linea Z o disco Z y en el medio de la banda A esta un area menos oscura,
a la cual se le conoce como la zona H, esta zona esta bisectada por la region M. La parte
de la fibra entre los sucesivos discos Z es denominada sarcémero. Este patron de
alineamiento de bandas de cada miofibrilla a través de la fibra y entre fibras, le da al
musculo esquelético su caracteristica apariencia estriada. Proteinas especificas (actina y
miosina) son responsables de la existencia de las bandas y las zonas entre cada
sarcomero en las fibras musculares (Macintosh et al., 2006); las proteinas actina vy
miosina son las responsables de que las miofibrillas tengan bandas claras y oscuras
alternas, lo que proporciona el aspecto estriado a las células (Guyton y Hall, 2011). Las

miofibrillas se componen principalmente de cuatro tipos de proteinas: miosina, actina,
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tropomiosina y el complejo de troponinas (Patton y Thibodeau, 2015). Las bandas |
contienen filamentos delgados de actina (a), tropomiosina (a y B), troponina (C, T e I),
mientras que las bandas A contienen filamentos gruesos de miosina (cadena pesada y
cadena ligera y de union de proteina C) vy titina (larga y corta) (Sikorski, 2001). Los
extremos de los filamentos de actina estan unidos al denominado disco Z, desde este
disco estos filamentos se extienden en ambas direcciones para interdigitarse con los
filamentos de miosina (Figura 2). Cuando la fibra muscular esta contraida la longitud del
sarcomero es aproximadamente 2 pm, cuando el sarcomero tiene esta longitud los
filamentos de actina se superponen completamente con los filamentos de miosina y las
puntas de los filamentos de actina estan comenzado ya a superponerse entre si, a esta
longitud el musculo es capaz de generar su maxima fuerza de contraccion (Guyton y Hall,
2011). Ha sido reportado en los humanos que las fibras musculares mas largas miden
alrededor de 35 cm, debido a que tienen la misma longitud del musculo al que pertenecen
(Wilmore y Costill, 2001). El diametro de la fibra es importante principalmente por dos
razones: 1) el diametro de la fibra muscular determina su fuerza, y; 2), cuando se
observan diametros de fibra alterados en el musculo maduro, esto sugiere que el nivel de
uso del musculo ha cambiado, la longitud de la fibra tiene una profunda influencia en la
velocidad de contraccion y la distancia sobre la cual la fibra se puede contraer (Maclntosh
et al., 2006).
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Figura 2. (A) Microfotografia electronica longitudinal de varias miofibrillas, mostrando sus estrias. (B)
Representacion esequematica de los filamentos gruesos de miosina y de los filamentos delgados de actina,
responsables de la apariencia estriada (modificado de Maclntosh et al., 2006).

3.3.Clasificacion de las fibras musculares

Inicialmente los musculos fueron clasificados como rapidos o lentos basados en la
velocidad de contraccion, esta division también correspondia a una diferencia morfoldgica.
A los musculos con una coloracion blanca se les consideraba como musculos de
contraccion rapida; y a los musculos con una coloracion roja, debido a las altas
cantidades de mioglobina, se les conocia como musculos lentos (Ranvier, 1873; Scott et
al., 2001). Excepciones a esta relacion general entre "enrojecimiento" de un musculo y la
velocidad de la contraccion fueron mas tarde reportados por Denny (1929).
Investigaciones mas recientes donde se han utilizado una variedad de técnicas
histoquimicas han demostrado que la mayoria de los musculos esqueléticos estan
compuestos de diferentes tipos de fibras y que los musculos no pueden clasificarse
simplemente como "rojo" o "blanco" (Edgerton y Simpson, 1969; Guth y Samaha, 1969).
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Con el paso del tiempo se desarrollaron diferentes técnicas histoquimicas enzimaticas
para la clasificacidén de las fibras musculares, uno de los primeros métodos se baso en la
capacidad oxidativa incubando cortes histologicos transversales congelados del tejido
muscular para la actividad de la deshidrogenasa succinica (SDH) (Dubowitz y Pearse,
1960), pero posteriormente se descubrio la relacidon proporcional entre la miosina ATPasa
y la velocidad de acortamiento, a partir de este descubrimiento surgieron las
clasificaciones basadas en la miosina (Barany, 1967). Todas las miosinas tienen en
comun un dominio que interactua con la actina, la miosina hidroliza el ATP y produce
movimiento a través del mecanismo de puentes cruzados (Figura 2), este ciclo contractil
fue deducido a partir de los estudios cinéticos que han demostrado que Mg2-ATP disocia
velozmente el complejo actomiosina mediante la unidén al sitio activo (ATPasa) de la
miosina. La miosina libre hidroliza ATP y forma un complejo de productos de miosina, la
actina se recombina con este complejo y disocia los productos formando de este modo el
complejo actina-miosina originales y posteriormente se genera el ultimo paso que es la
fuerza (Eisenberg y Hill, 1985; Rayment et al., 1993; Lodish et al., 2005).

Las tres isoformas de miosina que fueron originalmente identificadas fueron MHC1, MHC
lla y MHC IIB. Actualmente se conocen siete tipos de fibras musculares humanas,
identificadas con base en la miosina mediante la tincién histoquimica de ATPasa que son
(de mas lento a mas rapido): los tipos I, Cl, CII, IAC, lIA, lIAB y Il B (Wayne et al., 2001).
El sistema de clasificacion mas utilizado se basa en la actividad de la ATPasa de las
cadenas pesadas de miosina, en la cual se ha encontrado una relacién entra la intensidad
de la tincién con las isoformas de las MHC (Pette y Staron, 1997), se realiza con pH acido
o pH alcalino y dependiendo de la intensidad de la tincidn se clasifican en lentas (tipo 1),
intermedias (tipo Ila) y rapidas (tipo llb) (Guth y Samaha, 1970). Otra clasificacion se
realiza con la caracterizacion del metabolismo utilizando enzimas de la cadena
respiratoria como NADH tetrazolio reductasa (Nachlas et al., 1958), citocromo C oxidasa
(COX) (Seligman et al., 1968) y succinato deshidrogenasa (SDH) (Nachlas et al.,1957).

Los tipos de fibras puras se caracterizan por la expresién de una sola isoforma de MHC,
mientras que el tipo de fibra hibrida expresan dos o mas isoformas de MHC. La poblacion
de fibras de los musculos esqueléticos, por lo tanto, abarcan un continuo de tipos de

fibras puras e hibridos. Bajo ciertas condiciones, los cambios pueden ser inducidos en la
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expresion de MHC isoforma en la direccion de cualquiera de rapido a lento o lento a
rapido (MHCIR <—#* MHClla < * MHCIId <* MHCIIb) (Pette y Staron, 2000).

3.4.Plasticidad muscular

El musculo esquelético de mamiferos es un tejido extremadamente heterogéneo,
compuesto por una gran variedad de tipos de fibras. Estas fibras, sin embargo, no son
fijas, sino que representan unidades altamente versatiles capaces de responder a las
demandas funcionales y a una variedad de sefiales modificando su tamafio, composicion,
propiedades metabdlicas y sus perfiles fenotipicos, a esta capacidad de las fibras para
responder a variables ambientales vy fisioldgicas se le conoce como plasticidad muscular
(Pette y Staron, 2001; Mounier et al., 2015).

La plasticidad muscular es la base de las transiciones de tipo de fibra. La poblacién de
fibras de un musculo determinado se encuentra en un estado dinamico, en constante
adaptacion a las condiciones que se presentan. La gama completa de la capacidad de
adaptacién se extiende de rapido a lento. Sin embargo, ahora esta claro que las
transiciones de tipo de fibra no proceden en saltos inmediatos de un extremo a otro, es
decir, se producen de una manera secuencial gradual y ordenada. A nivel molecular, los
mejores ejemplos de estas transiciones graduales son intercambios de isoformas de
proteinas miofibrilares. Para la cadena pesada de |la miosina, esto implica una secuencia
que va desde el mas rapido (MhclIB) hacia el mas lento (MHCI) y viceversa (Pette y
Staron, 2001). El ejercicio, por ejemplo, estimula profundas modulaciones de mecanismos
celulares (Sanchez et al., 2014). Por ejemplo, realizar repetidas sesiones de alta duracion
y baja intensidad contractil (es decir, el ejercicio aerdbico) resulta en una mejora de la
fatiga y resistencia, esto se debe en parte a un cambio en la densidad mitocondrial y
capacidad oxidativa; en contraste, los episodios repetidos de exposicion a fatiga intensa y
alta intensidad contractil (es decir, ejercicio anaerdbico de baja resistencia), induce a

incrementar el area de la seccioén transversal de la fibra (Amy et al., 2015).

La adaptacion de las fibras musculares a las demandas funcionales modificadas, puede
interpretarse como un proceso de ajuste del suministro de energia al gasto de energia, y
viceversa. Consiste en cambios cuantitativos y cualitativos tanto a nivel molecular como
celular y afecta los elementos del metabolismo energético y el aparato miofibrilar.

Dependiendo de la calidad, intensidad y duracién de la demanda funcional, el proceso
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adaptativo puede restringirse a cambios en el metabolismo energético o puede
extenderse a los principales sistemas de gasto de energia, el aparato miofibrilar y las
bombas idnicas. Las alteraciones cuantitativas en los niveles de proteina miofibrilar
conducen a cambios en el tamafo de la fibra, mientras que los cambios cualitativos en los
patrones de isoforma de las proteinas contractiles y reguladoras estan relacionados con

las transiciones de tipo de fibra (Burke et al., 1971).

La plasticidad muscular puede ser diferenciada en dos: 1) cambios en la proporcion de las
fibras musculares (rapidas y lentas); y 2) cambio en el tamafno de las fibras (hipertrofia y
atrofia) (Blaauw et al., 2013). Algunas de las influencias exdégenas y enddégenas que
pueden desencadenar el cambio en las propiedades fenotipicas de las fibras son:
patrones de descarga de las neuronas motoras como la sobrecarga y descarga; actividad
e inactividad y regulacién hormonal (Pette y Staron 2001); sin embargo, se ha demostrado
mediante la inervacion cruzada que los fenotipos de las fibras musculares se encuentran
bajo control neuronal (Buller et al., 1960) los cambios que se producen en las fibras
después de la reinervacion cruzada se deben principalmente a patrones de impulso

especificos administrados al musculo (Vrbova, 1963).

Los musculos esqueléticos poseen una capacidad considerable para cambiar su
contenido mitocondrial en respuesta a niveles de actividad modificados. Los estudios
pioneros de Holloszy (1967), Gollnick y King (1969) han demostrado que los perfiles de
actividad de las enzimas involucradas en las rutas aerobias-oxidativas del metabolismo
energético dependen del estado de entrenamiento del musculo. Debido a los aumentos en
el contenido mitocondrial, el entrenamiento de resistencia a la oxidacion mejora la

resistencia a la fatiga.

Cuando el musculo esquelético es sometido a periodos de intensa actividad, el nimero de
filamentos de actina y miosina aumentan provocando hipertrofia muscular dando lugar a
un aumento en el tamano de las fibras musculares individuales. La velocidad de sintesis
de las proteinas contractiles del musculo es mucho mayor cuando se esta produciendo la
hipertrofia lo que da lugar también a cantidades cada vez mayores de filamentos tanto de
actina como de miosina en las miofibrillas aumentando hasta un 50%. Otro tipo de
hipertrofia se produce cuando los musculos son distendidos hasta una longitud mayor a la
normal. Esto hace que se afiadan nuevos sarcémeros en los extremos de las fibras

musculares donde se unen a los tendones, por el contrario, cuando un musculo
pag. 20



permanece acortado a una longitud menor que su longitud normal de manera continua los
sarcomeros de los extremos de las fibras musculares pueden llegar a desaparecer
(Hernandez, 1999).

Cuando un musculo no se utiliza durante muchas semanas, la velocidad de disminucién
de las proteinas contractiles es mucho mas rapida que la velocidad de sustitucion, por
tanto, se produce atrofia muscular. En la fase final de la atrofia por denervacion la mayor
parte de las fibras musculares son destruidas y sustituidas por tejido fibroso y adiposo
(Guyton y Hall, 2006.). Sin embargo, las fibras musculares pueden regenerarse despueés
de una lesidén en respuesta a diversos estimulos incluyendo las hormonas y el ejercicio
(Stefano y Partridge, 2008.).

Para que el musculo pueda llevar a cabo la recuperacion y regeneracion de las lesiones
es necesaria la intervencion de las células satélite. Estas son células progenitoras del
musculo esquelético, responsables del crecimiento y reparacion posnatal (Montarras et
al., 2005). El descubrimiento en 1961 de las células satélite por Mauro A. (Figura 3)
representd un paso importante en el estudio de la respuesta adaptativa humana al
ejercicio, durante muchos afos después de su descubrimiento, la microscopia electronica
era el unico método de identificacién. Recientemente se han encontrado varios
marcadores moleculares tales como N-CAM/CD56/Leu-19, M-Cadherina y Pax-7 para
detectar células satélites, haciéndolas mas accesibles para su estudio con el microscopio
optico (Olguin et al., 2004; Irintchev et al., 1994; Covault J et al., 1986).

Figura 3. Vista longitudinal tipica de una célula satélite tal como aparece en la periferia de la fibra de
musculo esquelético de la anticus tiabialis de la rana X 10.000 (Modificado de Mauro 1961).

Muchos estudios documentan el comportamiento de las células satélite “in vitro”, asi como

los procesos de regeneracion y sobrecarga en musculatura animal, ademas de su uso en
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terapia celular. Mauro denominé a estas células precursoras “células satélite” por su
localizacion en la periferia de las fibras esqueléticas maduras entre la lamina basal y el

sarcolema (Montarras et al., 2005).

Hay dos tipos de célula satélite:

a) Células satélite inactivas: son mononucleares, se caracterizan por tener un espacio
nuclear-citoplasmatico grande con pocos organulos (Grau et al., 2007).

b) Células satélite activas: Tras la activacion, las células satélite son mas facilmente
identificables porque morfolégicamente se observan como un abultamiento en la
miofibra con procesos citoplasmaticos que se extienden a uno o a los dos polos de
la célula (Grau et al., 2007).

Las células satélite quiescentes en el musculo adulto normal pueden ser activadas por
algun dafo muscular, una vez activadas, las células satélite se dividen para producir
mioblastos que proliferan para posteriormente formar miotubos que maduran en miofibras
(Figura 4) (Zammit et al., 2006).

Figura 4. Esquema de la miogénesis de células satélite (Modificado de Zammit et al., 2006).

Asi como el ejercicio puede modificar el tamafio de las fibras musculares (atrofia e
hipertrofia) existen otros factores capaces de modificar la plasticidad del musculo
esquelético, tales como los factores hormonales. Los patrones hormonales alterados se
dan principalmente a causa de las hormonas tiroideas que son fundamentales en la
homeostasis de varios tejidos incluyendo el musculo esquelético. La accién gendmica de
estas hormonas mayormente depende de la biodisponibilidad de triyodotironina (T3) y de
la distribucién de las isoformas del receptor tiroideo que actian como factores de
transcripcion, los cuales son modulados por T3 (Pérez-Machado, 2006).

pag. 22



Se ha demostrado que las hormonas tiroideas son una de las principales causas que
pueden provocar el cambio en la expresion de isoforma de miosina (MHC) (Pette y
Staron, 2001). Asi mismo ha sido demostrado que el hipotiroidismo causa una transicion
de fibras rapidas a lentas, mientras que el hipertiroidismo provoca que las fibras pasen de

lentas a rapidas.

Se ha comprobado en el musculo masetero y temporal de cobaya que la testosterona

también tiene un efecto significativo sobre la composicién de los tipos de fibras.

Las diferencias hormonales, especialmente la testosterona, también pueden contribuir a
las diferencias de género en tamanos especificos de tipo de fibra que finalmente afectan
las concentraciones relativas de isoformas de MHC, por ejemplo, el musculo elevador del
ano de la rata desaparece durante el desarrollo de la hembra, pero puede mantenerse

mediante la administracion de testosterona (Pette y Staron, 2000).

La desnutricion es otro factor que puede alterar la expresion de mecanismos intrinsecos
que estan implicados en la transformacion de la fibra (Brozanski et al., 1991; Fiaccadori et
al., 1995; White et al., 2000). Se ha asumido que la desnutricion prenatal o postnatal
temprana induce un aumento en la proporcion relativa de fibras de tipo | y disminuye el
numero de fibras de tipo Il que conlleva un retraso en la maduracién muscular, sin
embargo, algunas modificaciones en la plasticidad muscular durante la desnutricion
pueden estar dadas por factores hormonales, debido a que la desnutricion también puede
alterar el correcto funcionamiento de la glandula tiroides (Izumo et al., 1986; Mahdavi et
al., 1987; Ayala et al., 2013; Johnsen et al., 2013 ). La experiencia reproductiva es otro
factor que puede modificar la plasticidad del musculo esquelético, puesto que se ha
encontrado que el dafio estructural y neurolégico durante el trabajo de parto contribuye a
la disfuncion de los musculos del piso pélvico en la vida posterior (Snooks et al., 1984;
Allen et al., 1990). Esto ha sido relacionado en varios estudios con el desarrollo de

patologias como la incontinencia urinaria de esfuerzo (Ashton, 2007; Huang et al., 2013).

3.5.Efecto de la desnutricion sobre el musculo esquelético

La desnutricion es un trastorno del equilibrio entre la ingesta de alimentos y las
necesidades individuales provocado por una absorcion alterada de nutrientes, una

disminucidon de la ingesta, una pérdida elevada de nitrdgeno y otros nutrientes o una
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situacion clinica de hiper-metabolismo. Si este desequilibrio se prolonga, se produce un
trastorno de la composicion corporal caracterizado por un exceso de agua extracelular,
déficit de potasio, masa muscular y tejido adiposo (Garcia, 2006). Cuando ocurre una
disminucion del aporte alimentario, el cuerpo humano se adapta a través de una
reduccion de la actividad fisica, de los 6rganos, de los tejidos o de las células.
Paralelamente las reservas energéticas (musculo y grasa) se metabolizan para responder
a las necesidades vitales, resultando en una pérdida de peso debido a la desaparicion de
masa muscular y tejido adiposo, mientras que los 6érganos vitales son preservados. A
mayor pérdida de masa muscular y de tejido adiposo, menor es la probabilidad de
sobrevivir, debido a que la musculatura al ser uno de los tejidos metabdlicamente mas
activos e indispensable para el control motriz, es seriamente afectado por la desnutricion
(Zhu et al., 2006; Prudhon, 2002). Aunado a esto ultimo, la desnutricion afecta
principalmente a los tejidos sensibles a la insulina dentro de los que encontramos el
musculo esquelético. Sin embargo, los efectos de la desnutricidon son mas severos en
etapas perinatales, debido a que durante esta etapa se llevan a cabo los procesos de
crecimiento y maduracion de los tejidos y células, por lo cual los érganos y/o sistemas en
el organismo son vulnerables a sufrir alteraciones bajo ciertas condiciones (lhemelandu,
1985; Zhu et al., 2006).

Asi, la nutricién de una madre puede afectar el crecimiento y desarrollo fetal directamente
a través de la disponibilidad de nutrientes para la transferencia al feto e implicando
parametros metabdlicos tales como glucosa e insulina. Se ha comprobado que el
deterioro del desarrollo del musculo esquelético fetal, como resultado de la desnutricion
materna, predispone al musculo esquelético de la descendencia a la resistencia a la
insulina (Toscano et al., 2008). Debido a esto, se han realizado diversas investigaciones
sobre los efectos de la desnutricidn sobre el musculo esquelético, especificamente sobre
las fibras musculares; se ha asumido que una restriccion dietética puede alterar la
expresion de mecanismos intrinsecos que estan implicados en la transformacién de la
fibra y la produccion de energia de los musculos mayormente constituidos por fibras
rapidas comparadas con las compuestas por fibras lentas. Algunos estudios han indicado
que la desnutricion pre- y postnatal temprana inducen un aumento en la proporcion
relativa de fibras de tipo I, pero disminuye el numero de fibras de tipo I, causando un
retraso en la maduracion muscular (Brozanski et al., 1991; White et al., 2000; Vazquez et
al., 2017).
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Otros estudios han demostrado un aumento de la actividad glucolitica y de las enzimas
glucoliticas acompafiadas por una disminucion de la capacidad oxidativa y de las enzimas
oxidativas en el musculo gastrocnemio de ratas adultas como resultado de la desnutricidon
postnatal (Raju, 1975).

Ademas del cambio en el fenotipo de las fibras a causa de la desnutricion, estudios
previos han sugerido que la pérdida de proteinas tisulares esta asociada con la reduccidn
del peso muscular de los animales y con la disminucién en el area y volumen de las fibras

(hipotrofia) o una reduccidn del numero total de fibras (hipoplasia) (Rowe, 1968).

3.6.Efecto de la paridad sobre los musculos esqueléticos del piso pélvico

El piso pélvico es conocido como levator ani (LA) y esta conformado por los musculos
pubococcigeo (Pcm), puborectalis (PRm) e iliococcigeo (Ilcm) (Dietz y Shek, 2008), estos
musculos tienen la funcion de dar soporte a las visceras pélvicas como la vejiga y la
uretra (Li et al., 2010). Se ha demostrado que los trastornos del piso pélvico resultan en
incontinencia urinaria (IU) e incontinencia fecal, estos desordenes afectan la calidad de
vida de un gran numero de mujeres de todas edades en todo el mundo (MacLennan et al.,
2000) asociados al parto y el envejecimiento. En un experimento utilizando a la coneja
doméstica como modelo para evaluar los efectos de la experiencia reproductiva sobre la
estructura de los musculos pélvicos y perineales importantes para procesos fisioldgicos
como la miccién, Lépez-Garcia et al. (2016) demostraron que la multiparidad (cuatro
partos consecutivos) dafia los musculos pélvicos como el Pc y perineales como el
bulboesponjoso (Be), lo cual coincide con la disminucién de su fuerza contractil (Fajardo
et al., 2008) y la modificacién en sus patrones de activacién durante las etapas de miccion
(Martinez-Goémez, 2011). Esto ultimo, esta relacionado con cambios en los fenotipos y
metabolismo que componen los musculos Pc y Be en la coneja multipara (Lopez-Garcia
et al., 2016).

Aunque la IU no es un proceso de riesgo vital, si limita la autonomia y reduce la
autoestima, provocando una mayor afectacién de la calidad de vida relacionada con la
salud (CVRS) que aquella provocada por enfermedades crénicas como la diabetes o la
hipertension arterial (Robles, 2006).
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Desde un punto de vista sintomatico y de acuerdo con las directrices de la Sociedad

Internacional de Incontinencia (ICS), la IU puede clasificarse en tres diferentes tipos:

e Incontinencia urinaria de esfuerzo: la IU de esfuerzo (IUE) representa la pérdida
involuntaria de orina que ocurre cuando la presion intravesicular excede la presion
uretral maxima en ausencia de una contraccion del musculo detrusor. Es
generalmente aceptado que la condicidn resulta del desplazamiento anatémico de
la union uretrovesicular y de la uretra proximal fuera de su locacion intrapélvica

normal sobre el diafragma urogenital (Bump et al. 1988)

e Incontinencia urinaria de urgencia: La IU de urgencia (IUU) es la pérdida
involuntaria de orina acompanada o inmediatamente precedida de urgencia. Esta
sensacion de urgencia es consecuencia de una contraccion involuntaria del
detrusor vesical. Cuando estas contracciones involuntarias se ponen de manifiesto
en un estudio urodinamico se denomina detrusor hiperactivo, cuya causa puede ser
una enfermedad neuroldgica (hiperactividad del detrusor neurogénica) o sin causa

detectable (hiperactividad del detrusor idiopatica).

e La incontinencia urinaria mixta: (IUM) es la percepcion de pérdida involuntaria
de orina asociada tanto a urgencia como al esfuerzo. Se estiman en 30-40% las

mujeres con U que tienen sintomas de IUM (Robles, 2006).

Para solucionar el problema de la incontinencia urinaria se utiliza generalmente la
farmacoterapia, que es en general satisfactoria, pero con duracién de corto plazo. El
tratamiento quirurgico parece ser la mejor opcidn para lograr la continencia a largo plazo.
Sin embargo, la cirugia para la IUE como el cabestrillo uretral es un procedimiento que a

veces causa miccion postoperatoria con dificultad y una tasa de curacion limitada.

La ingenieria de tejidos utilizando células madre es un area de investigacion activa que
pueden presentar emocionantes opciones de tratamiento para la IUE. Por lo tanto, las
células madre derivadas del tejido adiposo (ADSC) se consideran beneficiosas para la
aplicacion clinica debido a su gran numero en el tejido adiposo y la relativamente baja
incidencia de interferencia quirurgica en su extraccién en comparacién con otras células

madre derivadas (Lin et al., 1998).
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El parto vaginal es un factor de riesgo para todos los musculos del piso pélvico debido al
papel que desempefian de soporte estructural en la pelvis, sin embargo, el mPc es el
musculo mas afectado, puesto que al ser el componente mas corto y medial del piso
pélvico se modifica por el exceso de estiramiento, lo cual comunmente resulta en la
pérdida permanente de la funcidén muscular (Brooks et al., 1995; Lien et al., 2004). Esto
fue demostrado por Lien et al (2004) quienes mediante imagenes seriales de resonancia
magnética de una mujer nulipara sana de 34 afnos, construyeron un modelo estructural de
los musculos elevadores del ano y cuantificaron el estiramiento de los musculo del piso
pélvico durante la segunda etapa del trabajo de parto, en la cual la cabeza del feto pasa
por los musculos elevadores del ano, y observaron que el musculo pubococcigeo medial
experimento el mayor estiramiento y por lo tanto esta en mayor riesgo de lesiones
relacionadas con el estiramiento que los demas musculos del piso pélvico (Lien et al.,
2004).

3.7.Musculo pubococcigeo

El mPc es uno de los musculos mas importantes del suelo pélvico, tiene una conexion
nerviosa que alcanza el nervio pélvico (del sistema parasimpatico que conlleva la
contraccion del detrusor) una ramificacion que conecta el utero y la vejiga (Garcia et al.,
2005). Ademas de estar involucrado en el soporte de las visceras pélvicas, también
participa en el proceso de miccion. En ratas se ha demostrado que el mPc es activado
durante la fase de vaciado, en la cual la orina es expulsada de la vejiga, en conejas este
musculo es activado, contrariamente, durante la fase de almacenamiento de la orina

(Figura 5) (Martinez-Gémez et al., 2012), al igual que en la mujer.

Debido a las afecciones de los musculos del suelo pélvico provocadas por la paridad, se
han realizado estudios a nivel de fibras musculares para determinar los cambios que
ocasionan. Tal es el caso de Lépez-Garcia (2016), quien demostré que la multiparidad
(cuatro partos consecutivos) modifica la composicion de las fibras musculares de los
musculos pélvicos (mPc) y perineales (mBe) en la coneja, asimismo han reportado una
disminucion de la fuerza (Fajardo et al., 2008) y una modificacién en sus patrones de

activacion durante las etapas de miccion (Martinez-Gomez et al., 2011).
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A B C

Figura 5. Ubicacion anatomica del musculo pubococcigeo en la coneja (A), la rata hembra (B) y la mujer
(C) (Tomado de Martinez-Gémez et al., 2012).

En algunos casos las mujeres que se embarazan a temprana edad, se provocan a si
mismas problemas nutricionales al dejar de alimentarse adecuadamente para que el
embarazo no sea notorio, o que conlleva a una madre desnutrida. La desnutricion es un
problema grave a nivel mundial, sobre todo en paises poco desarrollados, en estos paises
las mujeres se embarazan pese a su condicion de desnutricion, lo que implica
consecuencias tanto a la mujer como al feto, sobre todo a este ultimo, debido a que los
problemas nutricionales en las etapas embridn/feto/nifio, conllevan a diversas alteraciones

en los 6rganos y sistemas, en particular la tiroides (Ayala-Moreno et al., 2013),

Por lo anterior, en el presente estudio se ha investigado el efecto conjunto de la
desnutricion y la paridad en las fibras del musculo pubococcigeo de la rata, el cual es el

musculo mas afectado durante la segunda etapa del parto de acuerdo a Lien et al. (2004).

4. HIPOTESIS

La desnutricion afectara el porcentaje de fibras lentas, intermedias y rapidas provocando
un aumento en el porcentaje de fibras lentas y una consecuente disminucién de fibras

rapidas, asi como un aumento del metabolismo glucolitico.
La primiparidad modificara los porcentajes de los diferentes tipos de fibras (lentas,

intermedias y rapidas) generando un aumento en el porcentaje de fibras intermedias y del

metabolismo glucolitico en el mPc.
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La desnutricion y la primiparidad, en conjunto modificaran los porcentajes de las fibras
lentas, intermedias y rapidas, aumentando significativamente el porcentaje de fibras lentas

y el metabolismo oxidativo.

5. JUSTIFICACION

La incontinencia urinaria es un problema a nivel mundial que afecta la calidad de vida de
un gran numero de mujeres (17% al 45% de las mujeres adultas), esta afeccién se debe a
trastornos del suelo pélvico asociados al parto y el envejecimiento (Robles, 2006). El parto
vaginal es un factor de riesgo para todos los componentes del piso pélvico, sin embargo,
el musculo pubococcigeo (mPc) es el mas afectado, puesto que al ser el componente mas
corto y medial del piso pélvico se modifica por el exceso de estiramiento, lo cual
comunmente resulta en la pérdida permanente de la funcion muscular (Brooks et al 1995;
Lien et al., 2004). Por una parte, se ha demostrado que con partos multiples los
porcentajes de los tipos de fibras se ven afectados en el musculo bulboesponjoso (mBe)
de la coneja, el cual tiene la misma funcion que el mPc en rata (Lopéz-Garcia et al.,
2016); sin embargo, no se han hecho estudios acerca del efecto de un solo parto sobre el
porcentaje de los tipos fibras del musculo pubococcigeo en rata. Por otra, la desnutricion
también es un factor que altera la musculatura estriada modificando los porcentajes de los
tipos de fibras (Vazquez et al., 2017). Teniendo en cuenta los efectos de ambos factores y
su combinacidn en paises poco desarrollados, en los cuales las mujeres se embarazan
pese a su condicion de desnutricion, lo que implica consecuencias tanto a la mujer como
al feto, sobre todo a este ultimo, debido a que los problemas nutricionales en las etapas
embrién/feto/nifio, que conllevan a diversas alteraciones en los érganos y sistemas
(Ayala-Moreno et al., 2013), en este trabajo se pretende evaluar el efecto de estos
factores sobre los porcentajes de los tipos de fibras del musculo pubococcigeo en la rata

hembra.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la desnutricion, la primiparidad y la combinacién de ambos
factores (desnutricion + primiparidad) sobre los porcentajes de las fibras del musculo

pubococcigeo en la rata hembra mediante la aplicacion de técnicas histoquimicas.
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7. OBJETIVOS PARTICULARES

En el musculo pubococcigeo de la rata hembra:

1. Determinar el efecto de la desnutricion y la primiparidad sobre el porcentaje de fibras
lentas, intermedias y rapidas utilizando la técnica de la ATPasa. Asi como el efecto de los

factores desnutricion + primiparidad.

2. Determinar el efecto de la desnutricidon y la primiparidad sobre el porcentaje de fibras
glucoliticas y oxidativas utilizando la técnica de NADH-TR. Asi como el efecto de los

factores desnutricion + primiparidad.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Animales

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los lineamientos contenidos en la
Guia para el cuidado y uso del laboratorio (National Research Council, 2010; National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; Animal Welfare Assurance #A5036-01). Los
protocolos con animales fueron aprobados por el Comité de Bioética Institucional para el
Cuidado y Manejo de Animales de Laboratorio (Protocolo UPEAL 013-02, CINVESTAV).

Se utilizaron ratas Wistar divididas en cuatro grupos: control (C, n= 5), desnutrida (D, n=
6), primipara (P, n= 6) y primipara desnutrida (PD, n= 5). Los grupos no desnutridos (C y
P) tuvieron acceso ad libitum a comida comercial (Formulab 5008, Lab diet, USA) durante
todo el periodo experimental. Los grupos desnutridos (D y PD) recibieron el 50% de la
comida suministrada a los grupos control; los grupos P y PD fueron apareadas a los 7
meses de edad y posterior al parto cada grupo tuvo 30 dias de lactancia. Todos los
grupos tuvieron acceso ilimitado al agua y fueron alojados bajo las mismas condiciones

ambientales del ciclo luz/oscuridad y temperatura (22-24 °C).
Las hembras primiparas fueron anestesiadas para diseccion 10 dias después del destete

con uretano (i.p) para realizar la diseccién del musculo pubococcigeo. Posterior a la

diseccion fueron sacrificadas con una sobredosis del mismo anestésico.
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8.2.Analisis histoquimico

Los musculos pubococcigeos disectados fueron pesados, removidos y sumergidos en 2-
metilbutano, para ser congelados con nitrégeno liquido. Se obtuvieron series de cortes
transversales de un grosor de 8 um en un criostato a -25°C. Estos cortes histolégicos

fueron montados en un portaobjetos para su posterior tincion (ver a continuacion).

8.2.1.1 Histoquimica para NADH-TR

Para determinar el tipo de metabolismo se siguié el método modificado de Nachlas et al.
(1958). Los cortes de musculo se incubaron 1 hora a 37 °C en una solucion 1:1 (v/v) de
NBT-NADH (1.2 mM nitroazil de tetrazolio) diluido en 50 mM de buffer Tris, pH 7.6; y de
NADH (2.25 mM de nicotinamida adenina dinucleétido) diluido también en 50 mM de
buffer Tris. Posteriormente, los cortes histolégicos se lavaron tres veces con agua
destilada. El exceso de la solucion NBT-NADH se removio lavando los cortes con
concentraciones ascendentes de acetona (30, 60 y 90 %). Finalmente, las preparaciones

fueron montadas con gelatina y un cubreobjetos para su posterior analisis.

8.2.1.2 Histoquimica para ATPasa pH 9.4

En cortes seriales subsecuentes de tejido, la actividad miofibrilar de la ATPasa a pH 9.4
fue visualizada usando la técnica de la ATPasa alcalina (modificado de Guth y Samaha,
1970). Los cortes de musculo se sumergieron en una solucién de pre-incubacion de 0.01
M de Tris base y 0.018 M de CaCl2 (pH 9.4) por 20 minutos. Las muestras se lavaron tres
veces por 5 minutos con agua desionizada y posteriormente se incubaron a 37°C por 1
hora en 1.5% p/v de adenosin-5'-trifosfato en una solucién de pre-incubacién a pH 9.4.
Posteriormente las muestras fueron incubadas en 2% de CaClz por 5 minutos, se
transfirieron a una solucion 2% p/v de CoCl2 por otros 5 minutos, se lavaron con agua
destilada y se transfirieron a una solucién 10% v/v de (NH4)2HSO4 por 3 minutos para su
revelado. Posteriormente los cortes histologicos se lavaron, deshidrataron con

concentraciones ascendentes de etanol y se montaron con gelatina y un cubreobjetos.
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8.3.Analisis de imagenes

Se tomaron microfotografias de cada seccion de musculo mediante una camara digital
montada en un microscopio de luz (NIKON) y se reconstruyeron las imagenes del corte
completo utilizando photoshop (CS4, USA). Las fibras en los cortes de musculo tefiidos
por la técnica NADH-TR se clasificaron de acuerdo al siguiente criterio: las fibras oscuras
se identificaron como oxidativas; mientras que las claras se consideraron como
glucoliticas. Utilizando la técnica de la ATPasa alcalina (pH 9.4), las fibras claras, grises y
oscuras se identificaron como lentas tipo |, rapidas tipo Ilb e intermedias tipo lla/llb,
respectivamente (Ruiz-Rosado et al., 2013; Lopez-Garcia et al., 2016). La proporcion de
cada tipo de fibra se expresé como un porcentaje del numero total de fibras constituyentes

de cada musculo.

8.4. Anédlisis estadistico

Se utilizé una prueba de ANOVA de una via con una post-hoc de Tukey para analizar las
diferencias entre los pesos de las ratas de los grupos control (C), desnutrido (D),
primipara (P) y primipara desnutrido (PD). Los datos de los pesos de las ratas
presentaron una distribucion normal. Para analizar las diferencias de los porcentajes de
las fibras oxidativas (O) y glucoliticas (G) de la tincion histoquimica NADH-TR de los
grupos control, desnutrido, primipara y primipara desnutrido, se realizaron pruebas de t de
Student en pares de grupos para cada tipo de fibra. Posteriormente se analizaron las
diferencias de los porcentajes de las fibras lentas (L), intermedias () y rapidas (R) de la
tincion histoquimica de ATPasa de los grupos control (C, n=5), desnutrido (D, n=6),
primipara (P, n=6) y primipara desnutrido (PD, n=5) mediante un ANOVA de dos vias.
Para ambos casos (NADH-TR y ATPasa) se corroboré la distribucién normal de los datos.
Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el programa GraphPad Prism
(version 5.0; GraphPad Software, San Diego, CA). Se consideraron diferencias

significativas cuando P<0.05.
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9. RESULTADOS

9.1.Pardmetros Morfométricos

Se encontraron diferencias significativas en los pesos de las ratas entre las cuatro
condiciones (F3,22=22.05 p<0.001; Figura 6). Los resultados mostraron que las ratas de los
grupos desnutrido (D) primipara (P) y primipara desnutrido (PD) presentaron una
disminucién del peso corporal del 11.82%, 1.64% y 25% respectivamente en relacién al
grupo control (C); sin embargo, los cambios en el grupo primipara no fueron significativos,
a diferencia de los grupos desnutrido y primipara desnutrido, siendo este ultimo el mas

afectado. A su vez el grupo PD presentd una disminucion del 16% y 24% respecto a los
grupos D y P (Figura 6).
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Figura 6. Pesos de los grupos de ratas hembras en el estudio. Control (C), desnutrido (D), Primipara (P),

Primipara desnutrido (PD). Los datos representan la media + S. E. M. ANOVA de una via, post-hoc de
Tukey. *P <0.05,**P<0.01, ***P<0.001.

pag. 33



Tabla |. Pesos y Numero de ratas (N) de los grupos Control (C), Desnutrido (D), Primipara (P), Primipara
desnutrido (PD).

Grupo N Pesos de los animales en el estudio (gr)
Control (C) 5 (1) 291.7 (2) 285.7 (3) 282.5 (4) 280.3 (5) 285.2
Desnutrido (D) 6 (1)255.1 (2) 257.1 (3) 249 (4) 254.5 (5) 255 (6) 259.4
Primipara (P) 6 (1) 262 (2) 290 (3) 323 (4) 269 (5) 295 (6) 260
Primipara Desnutrido (PD) 5 (1) 210.88 (2) 189 (3) 205 (4) 249 (5) 220

9.2.Histoquimica para ATPasa alcalina (pH 9.4)

Los resultados de la composicion de los tipos de fibras del mPc clasificadas con la
histoquimica para ATPasa alcalina mostraron que el porcentaje de fibras rapidas es
mayor independientemente de la condicidn, observandose el mayor incremento en el
grupo Desnutrido (Fig. 8). En el grupo Control (C) existe significativamente un mayor
porcentaje de fibras rapidas respecto al porcentaje de las fibras lentas (R, 54.30 + 1.11 vs.
L, 14.51 + 2.14; P<0.01). En el grupo Desnutrido (D), de igual manera el porcentaje de
fibras rapidas fue significativamente mayor que el de las lentas e incluso que el de las
intermedias (R, 59.50 + 1.86 vs. L, 10.26 + 1.68 e |, 30.24 + 2.24; P<0.001). Para el grupo
de las Primiparas (P), los porcentajes de los fenotipos de las fibras del mPc se
comportaron de igual manera que para el grupo D (R, 55.84 +7.67 vs. L, 11.11 £ 1.67 e |,
36.06 + 7.11; P<0.001, P<0.05). Y finalmente para el grupo de Primiparas Desnutridas
(PD) el porcentaje de fibras rapidas fue significativamente mayor respecto al porcentaje
de fibras lentas e intermedias (R, 53.38 + 9.30 vs. L, 11.02 £ 0.78 e |, 35.60 + 3.66;
P<0.001, P<0.01); asi mismo, se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje

de fibras lentas e intermedias (L, 11.02 £ 0.78 vs |, 35.60 + 3.66; P<0.01) (Fig. 8 y Tabla
).
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Figura 8. Porcentaje de las fibras lentas, intermedias y rapidas en el musculo pubococcigeo (ATPasa pH

9.4.) de los grupos control, desnutrido, primipara, primipara desnutrido. Los datos representan la media +
SEM. ANOVA de dos vias. *P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.

El andlisis de los porcentajes de fibras lentas, intermedias y rapidas entre grupos, no

mostré diferencias significativas entre los grupos (Tabla Il).

Tabla Il. Porcentaje de las fibras lentas, intermedias y rapidas en el musculo pubococcigeo (ATPasa pH

9.4.) de los grupos control, desnutrido, primipara, primipara desnutrido. Los datos representan la media +
E.E.

Grupo Lentas Intermedias Réapidas
Control (C) 14.51+2.14 31.1913.21 54.30+1.11
Desnutrido (D) 10.26+1.68 30.24+2.24 59.50+1.86
Primipara (P) 11.11+1.67 33.06+£7.11 55.89+7.67
Primipara desnutrida (PD) 11.02+0.78 35.60+3.66 53.38+4.34
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Tabla Ill. Tabla ANOVA de dos vias con interacciones para las fibras Lentas, Intermedias y Rapidas en el
musculo pubococcigeo (ATPasa pH 9.4.) de los grupos control, desnutrido, primipara, primipara desnutrido.

SS DF MS F(DFn,Dfd) P
Interaccién 267.6 6 44.60 F (6, 54) = 0.5134 P =0.7956
Tipo de fibra 21171 2 10585 F (2, 54)=121.8 P < 0.0001
Grupo 1.918e-005 3 6.394e-006 F (3, 54) = 7.360e-008 P > 0.9999
Residual 4692 54 86.88

9.3.Histoquimica para NADH-TR

Respecto al metabolismo de las fibras del mPc caracterizando mediante la histoquimica
de NADH, los resultados mostraron un mayor porcentaje de fibras glucoliticas
independientemente de la condicion (Fig. 9). En el grupo C el porcentaje de fibras
glucoliticas fue significativamente mayor respecto al de las fibras oxidativas (G, 53.64 +
2.15 vs. 0,46.36 + 2.15; P<0.05). En el grupo D la diferencia entre los porcentajes de
fibras fue similar a la anterior (G, 52.63 + 1.32 vs. 0,47.37 + 1.32; P<0.01); al igual que el
grupo P (G, 52.64 + 0.83 vs. 0,47.37 + 0.83; P<0.01). Y finalmente, en el grupo PD, la
diferencia entre el porcentaje de fibras glucoliticas y oxidativas fue mayor que para los
grupos anteriores (G, 56.31 £ 0.79 vs. 0,40.97 + 0.79; P<0.0001) (Fig 9 y Tabla Ill).
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Figura 9. Porcentaje de las fibras oxidativas y glucoliticas en el musculo pubococcigeo (NADH-TR) de los
grupos control, desnutrido, primipara y primipara desnutrido. Los datos representan la media + E.E. Pruebas

de t-Student. Diferencias significativas entre grupos *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001.

El analisis de las comparaciones multiples entre el porcentaje de fibras oxidativas y

glucoliticas mostraron diferencias significativas entre el porcentaje de fibras glucoliticas
entre el grupo PD vs. Dy P (P<0.03) (Tabla V).

Tabla IV. Porcentaje de las fibras oxidativas y glucoliticas en el misculo pubococcigeo (NADH-TR) de los
grupos control, desnutrido, primipara y primipara desnutrido. Los datos representan la media + SEM. Anova

de dos vias.

Grupo Oxidativas Glucoliticas
Control (C) 46.3612.15 53.64+2.15
Desnutrido (D) 47.37+1.32 52.63+1.32
Primipara (P) 47.37+0.83 52.64+0.83
Primipara desnutrida (PD) 40.97+0.79 59.0310.79
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Tabla V. Tabla ANOVA de dos vias con interacciones para las fibras Oxidativas y Glucoliticas en el
musculo pubococcigeo (NADH-TR) de los grupos control, desnutrido, primipara, primipara desnutrido.

SS DF MS F(DFn,Dfd) P
Interaccion 2953 3 9843  F(3,36)=9.891 P <0.0001
Tipo de fibra 877.5 1 8775  F(1,36)=88.18 P <0.0001
Grupo 0.0 3 0.0 F (3,36)=0.0 P > 0.9999
Residual 358.3 36 9.952
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10.DISCUSION

Los resultados del presente estudio mostraron que el peso corporal de las ratas

desnutridas se modificé al igual que el de las ratas primiparas desnutrida.

Los cambios en el peso corporal estuvieron relacionados con modificaciones de los
porcentajes de las fibras lentas (tipo |), intermedias (tipo lla/lld) y rapidas (tipo llb)
clasificadas con la histoquimica de ATPasa, principalmente con el incremento del
porcentaje de fibras rapidas en los grupos desnutridos; asi como el incremento del

porcentaje de las fibras glucoliticas clasificadas con la histoquimica de NADH.

10.1. Histoquimica para ATPasa alcalina en el mPc de la rata: paridad y

desnutriciéon

De acuerdo a los resultados el mPc presenta un mayor porcentaje de fibras de tipo Illb
(rapidas) en comparacion con fibras tipo lla (Intermedias) o tipo | (lentas), alcanzando una
proporcion aproximada de dos fibras rapidas por cada intermedia o bien cinco fibras
rapidas por cada fibra lenta. Por lo anterior se corrobora que el mPc es
predominantemente rapido. Esto esta relacionado con su participacion durante el proceso
de miccidn, la cual se presenta durante la fase de expulsion de la orina, contrario a lo que
se presenta en otros modelos animales como el caso de la coneja (Martinez-Gomez et al.,
2011).

La desnutricion severa es uno de los factores que pueden modificar la expresion de los
mecanismos que estan involucrados en la transformacion de las fibras musculares (Raju,
1975), sin embargo, se ha demostrado que la desnutricion solo provoca alteraciones en el
fenotipo de las fibras en los musculos esqueléticos de contraccidon rapida, mientras que
los lentos no resultan afectados. Esto se debe al origen ontogenético de ambos tipos de
fibras, ya que las fibras de tipo | se forman de la poblacion primaria, mientras que las
fiboras de tipo Il se forman de la poblacion secundaria siendo ésta ultima sensible a
factores intrinsecos y extrinsecos como la desnutricion (Wilson et al., 1988). Por una
parte, en el presente trabajo observamos que el mPc de los animales sometidos a las
distintas condiciones (D, P y PD) experimentales no presentaron diferencias significativas
en los porcentajes de fibras de tipo I, lla/lld y llb cuando comparamos entre grupos; no
siendo asi en la comparacion intra-grupo. Por otra, una tendencia a incrementarse el
porcentaje de fibras de tipo llb y a disminuirse el de las de tipo | fue observada claramente
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en los grupos D y PD; lo cual coincide con los mecanismos de afectacion de las fibras por
diferentes factores descritos por Wilson et al. (1988), y lo reportado por Vazquez-Mendoza
et al. (2017).

El incremento del porcentaje de fibras rapidas en un musculo que es considerado como
rapido pareceria no tener efectos adversos (considerando la constitucion propia inicial),
sin embargo, su participacion durante la fase de expulsidon de orina si podria verse
alterada por la consecuente disminucion en la resistencia a la fatiga —por la disminucion
de las fibras de tipo |-, lo que repercutiria en un mayor volumen residual vesical. Esto
ultimo podria estar directamente relacionado con lo reportado por Palacios et al. (2016)
donde utilizando un modelo de distenciéon vaginal (VD, por sus siglas en inglés) en la rata
y encontraron que la VD provocaba oclusion de la uretra pélvica induciendo retencion

urinaria, entre otros efectos.

Es posible, que la falta de cambios en el porcentaje de fibras de tipo I, lla/lid y llb entre los
grupos esté relacionado con el amortiguamiento del porcentaje de fibras intermedias.
Debido a que estas presentan una combinacién de las caracteristicas de los tipos | y 1lb;
es decir, pueden poseer un metabolismo predominantemente oxidativo y/o glucolitico con
una alta resistencia a la fatiga y mayor fuerza que las de tipo I. El mPc es un musculo
pélvico, de contraccion rapida, el cual esta sujeto a diferentes factores con relacion a los
musculos esqueléticos que se encargan de mover las articulaciones de los animales,
siendo algunos de ellos de tipo hormonal o bien porque desempefian funciones diferentes,
lo cual les permitiria ser menos sensibles a las condiciones experimentales de
desnutricion. Es importante mencionar, que otra de las razones por las que no
encontramos diferencias significativas en las fibras caracterizadas con ATPasa estaria
probablemente relacionado con la edad en la que se encuentran las hembras. Se ha
reportado que la desnutricion tiene mayores efectos durante las etapas perinatales y
durante el desarrollo de los individuos afectando al crecimiento y maduracion de los
tejidos y células, provocando alteraciones en érganos y/o sistemas dentro del organismo
(Ihemelandu, 1985; Zhu et al., 2006). Diversas investigaciones realizadas en ratas en
etapas perinatales han mostrado alteraciones en las proporciones de las fibras
musculares, tal es el caso de Howells et al. (1978), donde se observd un aumento en la
proporcién de fibras tipo llb en el musculo tibial anterior; asi mismo Vazquez et al (2017)
reportaron un aumento de fibras rapidas en los fasciculos 2 y 4, aunque también una

disminucién de las fibras b en los fasciculos 3 y 5 del musculo Extensor digitorum longus
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(EDL). Tanto el musculo tibial anterior como el musculo EDL son musculos rapidos y, por
otra parte, ambos trabajos fueron realizados en ratas en etapa perinatal sometidas a

protocolos de desnutricion.

Lo que en las hembras adultas se encontraria ya determinado. Debido a lo anterior, en las
hembras adultas analizadas en este trabajo no veriamos netamente modificaciones en la
diferenciacion de las fibras y el desarrollo, sino la capacidad de plasticidad del mPc frente
a factores naturales intrinsecos como la paridad y extrinsecos como la desnutricion.
Aunque nuestros resultados son similares a los resultados mostrados por Howells et al.
(1978) y Vazquez et al. (2017), la diferencia podria radicar en los efectos a largo plazo, ya
que se ha comprobado que con una dieta baja en proteinas durante la lactancia o
gestacion en ratas puede inducir un déficit en la tasa de crecimiento de la descendencia,
aumento del dafio oxidativo y alteracion del metabolismo de la glucosa lo que provoca
resistencia a la insulina en etapa adulta (Ozanne et al. 1998; Ozanne et al. 2005; Feoli, et
al. 2006).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que un solo parto (primiparidad) no
ejerce efectos evidentes en la composicion del mPc de la rata, sin embargo, otros
estudios demuestran que multiples partos (multiparidad) si modifica la composicién del
mPc en especies como la coneja (Lopez-Garcia et al., 2017). En dicho trabajo
demostraron que el mPc en la coneja multipara sufre alteraciones incrementando los
porcentajes de fibras lentas e intermedias, en comparacion con el grupo control, esto
ultimo podria estar relacionado con la funcién antagénica que desempefia el mPc en la
rata y en la coneja. Lopez-Garcia et al. (2017) también reportaron un incremento del
porcentaje de fibras intermedias en el musculo bulboesponjoso (mBe) de las conejas
multiparas, un musculo perineal que desempefia la misma funcion que el mPc de ratas
(activacion durante la fase de expulsion de la orina), y con el que —de acuerdo a nuestros
resultados- comparte caracteristicas histoquimicas en los tipos de fibras que los
componen. De acuerdo a esto, los cambios en el fenotipo de las fibras que se presentan
en la multiparidad estan probablemente relacionados con los mecanismos de plasticidad
muscular asociados a los procesos de degeneracion-regeneracion asociados a la paridad.
De acuerdo a los resultados del presente estudio, un unico proceso de degeneracidon-
regeneracion que se produce con un solo parto parece que no modifica drasticamente el

fenotipo de las fibras 40 dias después del parto. Sin embargo, para evaluar la respuesta
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del mPc en la rata asociados a los procesos de degeneracion y regeneracion, deberian

hacerse analisis en una fecha proxima a la del dia del parto.

La desnutricibn aunada a la primiparidad tampoco tuvo cambios evidentes en el
porcentaje de fibras de tipo I, lla/lld y llb, lo cual puede ser consecuencia de un
mecanismo de adaptacion del musculo pubococcigeo para no perder su funcion: el cual,
en mamiferos junto con el iliococcigeo y puborectalis, forma parte del piso pélvico y
participan en el soporte de las visceras pélvicas como la vejiga y la uretra (Li et al., 2010;
Martinez-Gémez et al., 2012).

10.2. Histoquimica para NADH-TR en el mPc de la rata: paridad y

desnutricion

Nuestros resultados en cuanto al metabolismo de las fibras del mPc muestran que el
porcentaje de fibras glucoliticas se incrementa en el grupo PD. Esto coincide con lo
reportado en otros estudios donde se presenta un aumento de la actividad glucolitica y
una disminucion de la capacidad oxidativa en individuos con desnutricion prenatal o
postanal temprana (Brozanski et al., 1991; Raju, 1975). Aunque en dichos trabajos lo
relacionan a que la desnutricién produce dafios mayores en etapa perinatal afectando el
crecimiento y maduracion de los tejidos y células puede provocar alteraciones en érganos
y/o sistemas del organismo (Ihemelandu, 1985; Zhu et al., 2006), no es posible descartar
que en las hembras adultas la desnutricion y la paridad, juntos, provoquen un efecto
similar en las fibras que componen el mPc dada su composicién. Lopez-Garcia et al.
(2017) mostraron que la multiparidad incrementa el porcentaje de fibras glucoliticas en el
mBe de la coneja (musculo analogo al Pc de la rata), mismo que ocurre en el mPc de la
rata de manera mas sutil. Es probable que la exposicidn repetida a los factores (paridad +
desnutricion) exacerbe los efectos sutiles observados. Sin embargo, futuros estudios

deben ser realizados para corroborarlo.

Los resultados del presente estudio muestran un incremento del metabolismo glucolitico,
con la consecuente disminucién del metabolismo oxidativo en las ratas con desnutricion
aunada a la primiparidad. Basandonos en el estudio de Gémez-Zorita y Urdampilleta
(2012), uno de los factores posiblemente implicados en esta modificacion es la
translocacién de GLUT4 que se genera durante la desnutricidon, y el aumento de los
receptores de glucosa GLUT-1, GLUT-3 Y GLUT-5. Ambos procesos provocan un
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incremento en la velocidad de absorcién de glucosa (Pessin et al., 1999), asimismo, la
desnutricion genera un aumento de estas moléculas en sangre (Estrela et al., 2014). Este
aumento en la translocaciéon de GLUT4 y en los niveles de glucosa podria generar un
beneficio para el metabolismo glucolitico, debido a que los procesos anaerdbicos utilizan
principalmente glucégeno almacenado y glucosa en la sangre como sustrato, ya que ni los
aminoacidos ni los acidos grasos pueden procesarse sin oxigeno, y ademas el
metabolismo glucolitico tiene una produccion de ATP, aunque en menor cantidad, mas
rapida, comparandolo con el metabolismo oxidativo (McArdle et al., 2004). Es probable
entonces, que dichas modificaciones encontradas en los grupos estén asociadas también
a alteraciones en los transportadores de glucosa, mismo que haya obligado a las fibras a
cambiar de fenotipo. La cuantificacion de dichos transportadores y de glucosa circulante

podria corroborar esta hipoétesis.

Otros estudios han reportado que la paridad, al igual que la desnutricion, incrementan la
eficacia del metabolismo glucolitico, puesto que ha sido demostrado que esta condicion al
igual que la desnutricion provoca un aumento de glucosa en sangre, o que en algunos
casos produce diabetes gestacional debido a los cambios en el metabolismo que ocurren
durante el embarazo, y asegurar asi un suministro continuo de nutrientes al feto durante
su crecimiento (Butte, 2000). También se ha reportado que la resistencia a la insulina
presente se asocia al aumento de estradiol (E2) que se produce durante el embarazo, ya
que E2 se encarga de regular las concentraciones de GLUT4 y a concentraciones altas de
E2 las concentraciones de GLUT-4 descienden (Barros et al., 2008) provocando un
estado de resistencia a la insulina (Goémez-Zorita y Urdampilleta, 2012). Con base a los
efectos del E2 sobre as hembras durante la experiencia reproductiva, el aumento de los
receptores de glucosa GLUT1, GLUT2 GLUT3 Y GLUT 5y de la translocacion de GLUT-4
podria estar generando un efecto compensatorio a la disminucion de GLUT-4 que se
produce durante el embarazo por el aumento de E2, esto indicaria que la desnutricion
durante el embarazo disminuye las posibilidades de padecer resistencia a la insulina,
aunque para llegar a esta conclusion se necesita realizar estudios de glucosa en ratas con
las condiciones de desnutriciéon y primiparidad; sin embargo no se puede descartar el
dafio a los musculos pélvicos que se producen durante el embarazo y las afecciones que
conllevan a largo plazo como la IUE ademas de los efectos negativos que produce la

desnutricion al feto a largo plazo.

pag. 43



11.CONCLUSION

Los factores desnutricion y la primiparidad, individualmente, incrementaron el
metabolismo glucolitico de las fibras del musculo pubococcigeo; asi, como el porcentaje
de fibras rapidas. La suma de los factores (desnutricibn + primiparidad) parecen
amortiguar dichos efectos, lo cual podria estar relacionado con las capacidades
adaptativas y de plasticidad del musculo esquelético. Asi mismo, la desnutricion
disminuyo el peso corporal de las hembras; siendo mayor dicha disminucion cuando se

combind con la paridad, denotando el gasto energético que implica la reproduccion.
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