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Abstract

In mammals, the pelvic striated muscles have been linked to the regulation of urinary functions and little is known about the
involvement of this muscle in reproductive functions. The objective of this study was to use surgical and electrophysiological
techniques to determine the anatomical features and innervation of iliococcygeus and pubococcygeus muscles in adult
female rabbits and characterize the reflex electromyographic (EMG) activity in response to genital stimulation. Results show
that the iliococcygeus and pubococcygeus are long bilateral muscles with fibers attached to the ilium bone. The muscle fibers
are not attached to the pelvic viscera but they run adjacent to the vagina and rectum to be inserted into the sacral vertebrae.
The iliococcygeus and pubococcygeus muscles are innervated by branches arising from S3 and S4. The reflex EMG activity
was obtained during stimulation of the vaginal orifice skin and the perineal and pelvic vagina. Abdominal vaginal stimulation
did not cause an EMG response. Cervical stimulation produced a temporary inhibition in the activity of the iliococcygeus and
pubococcygeus. These findings extend the poor descriptions of innervation and anatomy of the striated pelvic musculature
shown in the textbooks and atlas of rabbits. They also suggest that the iliococcygeus and pubococcygeous muscles can be
activated by reflex action during reproductive processes such as mating and parturition.

Key words: PELVIC FLOOR MUSCLES, INNERVATION, VAGINAL STIMULATION, REFLEX ACTIVITY, GROSS
ANATOMY.

Resumen

En mamiferos, la musculatura estriada pélvica se ha relacionado con la regulacidon de funciones urinarias y poco se sabe de su
participacion en funciones reproductivas. Los objetivos del presente estudio fueron determinar las caracteristicas anatémicas y
lainervacién de los musculos iliococcigeo y pubococcigeo de la coneja adulta, y caracterizar la actividad electromiografica (EMG)
refleja en respuesta a la estimulacion genital. Para ello se utilizaron técnicas quirdrgicas y electrofisioldgicas. Los resultados
muestran que el iliococcigeo y pubococcigeo son musculos bilaterales que se originan en el hueso iliaco; estan inervados
por ramas que emergen de S3 y S4; sus fibras musculares no se adhieren a las visceras pélvicas, sino que discurren lateral a la
vagina y al recto y se insertan en las vértebras sacras. Durante la estimulacion de la piel del orificio vaginal y la vagina pélvica
y perineal se present6 actividad EMG refleja en ambos musculos. La estimulacién de la vagina abdominal no indujo respuesta
EMG. La estimulacién cervical produjo inhibiciéon temporal en la actividad del iliococcigeo y pubococcigeo. Estos resultados
contribuyen a las escasas descripciones anatomicas de la musculatura pélvica de la coneja que se encuentran en libros de texto y
atlas; también sugieren que los musculos pélvicos iliococcigeo y pubococcigeo podrian activarse reflejamente durante procesos
reproductivos, como la cépulay el parto.

Palabras clave: MUSCULOS DEL PISO PELVICO, INNERVACION, ESTIMULACION VAGINAL, ACTIVIDAD REFLEJA,
ANATOMIA GRUESA.
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Introduction

omestic does ( Oryctolagus cuniculus) have a brief

mating coitus coupled with short parturition

times when compared with other polytocous
animal species, since they can give birth to ten or more
kits in a period of three to 12 min (average of 10-min).!
On the contrary, rats gave birth to a similar number
of offspring in nearly an hour.! Another distinctive
physiologic process in rabbits is urination; both, males
and females exhibit various forms of urine expulsion,
depending of the surrounding social context. The
most frequent urination type observed in individually
housed rabbits occur in the common squat form; while
in the presence of congeners rabbits tend to release
urine jets, show post-micturition dribble or even
urinate by spraying. These two last forms of urination
have been related to chemical communication.2

It is thought that the varied-efficient functions of
the urogenital system in the doe are specifically based
on intricate anatomic and physiologic features. One
of them would be the striated muscle fibers adjacent
to urogenital tract.? Previous studies have described
the anatomic and physiologic characteristics of two
perineal striated muscles: ischiocavernosus and
bulbospongiosus.* The present research studied two
pelvic muscles: iliococcygeus and pubococcygeus.
In other species, these structures are known as the
levator ani, and has been postulated that contributes to
regulate the urinary and sexual functions .58
Although the domestic doe is widely used to

study the female reproductive biology in mammals,
neither the topographic anatomy and physiology
of its pelvic muscles has been described, nor its role
regulating reproductive functions®!! Hence, the aims
of this research were to determine the anatomical
characteristics and innervations of the iliococcygeus
and pubococcygeus muscles in the adult doe, as well as
to characterize the reflex electromyographic (EMG)
activity in response to genital stimulation.

Materials and Methods

A group of 12 adult virgin (3.5-4 kg) Chinchilla-
breed rabbits were used. Female rabbits were housed
individually in stainless steel cages of 55 x 60 x 40 cm
and kept in a conventional animal facility at 20 + 2°C
and maintained under an artificial light and dark cycle
(16L:8D rhythm, the light was switched on at 6:00 am).
Rabbits were provided daily with a commercial pelleted
diet* and water ad libitum. Does were anesthetized with
20% urethane** diluted in distilled water and injected
intravenously at 1.5 g/kg. Additional doses were used
when necessary.
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Introduccién

as conejas domésticas (Oryctolagus cuniculus)

se caracterizan por tener cOpulas y partos

breves en comparacion con otras especies
politocas, pues paren diez o mds crias en un periodo
de tres a 12 minutos (diez minutos en promedio).! En
contraparte, las ratas paren el mismo niimero de crias
en casi una hora.! Otro proceso fisiolégico peculiar de
los conejos constituye la miccién; tanto machos como
hembras presentan diferentes formas de expulsar la
orina, dependiendo del contexto social. La forma mas
comun de orinar cuando el animal se encuentra solo es
en cuclillas; en presencia de congéneres los animales
orinan en chisguete, en goteo o en rocio. Estos dos
altimos tipos de expulsion de orina se han relacionado
con la funcién de comunicacién quimica.?

Es probable que las diversas y eficientes funciones
del sistema urogenital en la coneja estén basadas en
sus especializaciones anatomicas y fisiolégicas. Una de
éstas seria la musculatura estriada adyacente al tracto
urogenital.? En estudios previos se describieron las
caracteristicas anatomicasy fisiologicas de dos musculos
perineales: isquiocavernoso y bulboesponjoso.t El
presente estudio se enfocé en el andlisis de dos
musculos pélvicos: iliococcigeo y pubococcigeo. En
otras especies, a estos musculos también se les conoce
como musculo elevador del ano, se ha propuesto que
este contribuye a la regulaciéon de funciones urinarias
y sexuales.58

Aunque la coneja doméstica es muy utilizada para
estudiar la biologia reproductiva femenina de los
mamiferos, no se ha descrito la topografia anatémica
y la fisiologia de sus musculos pélvicos, ni su relacion
con la regulacién de funciones reproductivas.®! Los
objetivos del presente trabajo fueron determinar
las caracteristicas anatomicas y la inervacion de
los musculos iliococcigeo y pubococcigeo de la
coneja adulta, asi como caracterizar la actividad
electromiografica refleja en respuesta a la estimulacion
genital.

Material y métodos

Se utilizaron 12 conejas adultas virgenes de la raza
Chinchilla (3.5 a 4 kg). Las hembras fueron alojadas
en jaulas individuales de acero inoxidable (50 x 60
x 40 cm) y se mantuvieron en bioterio con ciclo luz-
oscuridad artificial (L./O 16:8 h, la luz se encendia a
las 6:00 am) a 20 + 2°C. Se les proporcion6 alimento*
y agua ad lbitum. Las conejas se anestesiaron con
uretano®* 1.5 g/kg, diluido al 20% en agua destilada.

*Purina Coneja Chow, México.
*#Sigma Chemical, Estados Unidos de América.



The animals used in this research were treated
and cared for in adherence of the Consejo Mexicano
para el Cuidado y Uso de los Animales Experimentales
(NOM NOM-062-Z00-1999) and the NIH (National
Institute of Health) Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. The experimental project was
approved by the Comite de Etica del Cuidado de los
Animales of the Universidad Autonoma de Tlaxcala.

Gross anatomy

The iliococcygeus and pubococcygeus muscles were
located based on a previous study.? Dorsal and ventral
aspects were analyzed using a stereoscopic microscope*
which allowed observation of muscles to determine
their anatomical characteristics (insertion site, length,
width and wall thickness), and also the topographic
relationship to adjacent structures and innervations.
Digital photos of selected sites were taken.

Electrical stimulation

Muscular innervations were confirmed using electrical
stimulation techniques. Nerve fibers traveling to
the iliococcygeus and pubococcygeus muscles were
dissected and sectioned. The caudal ends (below the
cuts site) were mounted on bipolar silver chloride
electrodes and stimulated through square wave pulses
of 0.5-30 Hz, 0.2 ms and 0.2 pV-2.5 V. Pulses were
generated by a stimulator®* connected to an isolation
unit.*** Unilateral (always to the nerves on the right
side) and bilateral stimulation was carried out. It was
determined if during stimulation of the iliococcygeus
and pubococcygeus a muscle contraction was induced,
or if an excitatory response to the adjacent structures
of such muscles was elicited.

Reflex electromyographic activity
Electromyograms

Anincision of approximately 2 cm long was made at the
dorsal region of the skin at the tail-base. Two Teflon-
coated stainless steel electrodes 0.1 mm in diameter
and insulated except for 1 mm at the tip (stripped of
insulation), were inserted into the iliococcygeus and
left pubococcygeus muscles. Electrical activity was
amplified using a wideband preamplifier § connected
to a polygraph.] Electromyographic activity was also
monitored using an audio connected in parallel to
the preamplifier. An electromyographic response was
considered when the amplitude of basal activity was
elevated not less that 30%.

Cuando fue necesario se administraron dosis
adicionales.

Los animales se alojaron y trataron de acuerdo
con los lineamentos del Consejo Mexicano para el
Cuidado de los Animales (Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999) y la Guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio del National Institute of
Health. El protocolo experimental fue aprobado por
el Comité de Etica del Cuidado de los Animales, de la
Universidad Autonoma de Tlaxcala.

Anatomia macroscopica

Los musculos iliococcigeo y pubococcigeo fueron
localizados de acuerdo con un estudio previo.? Se realizé
andlisis con vista dorsal y ventral; con microscopio
estereoscopico* se observaron los musculos y se
determinaron sus caracteristicas anatémicas (insercion,
longitud, anchura y grosor), sus relaciones topograficas
con las estructuras adyacentes y su inervacion. Se
tomaron fotografias digitales.

Estimulaciéon eléctrica

La inervacion fue corroborada mediante la técnica de
estimulacion eléctrica. Se disecaron los nervios que
se dirigieron a las fibras de los musculos iliococcigeo
y pubococcigeo y se seccionaron. Se montaron las
terminales caudales (abajo del corte) sobre electrodos
bipolares de plata clorurada y se estimularon con
pulsos cuadrados de 0.5-30 Hz, 0.2 ms y 0.2 pV-2.5 V.
Los pulsos fueron generados por un estimulador®*
conectado a una unidad de aislamiento.*** Se realiz6
estimulaciéon unilateral (siempre a los nervios del
lado derecho) y bilateral. Se determiné si durante la
estimulacion los musculos iliococcigeo y pubococcigeo
se contraian, o si habia movimiento de las estructuras
adyacentes a ambos musculos.

Actividad electromiografica refleja
Electromiogramas

Se realiz6 incision de aproximadamente dos cm en la
piel de la region dorsal de la base de la cola. En cada
musculo (iliococcigeo y pubococcigeo izquierdo)
se insert6 un par de electrodos de acero inoxidable
de 0.1 mm de diametro y cubierto de teflon,
excepto 1 mm en la punta. La actividad eléctrica fue
amplificada con un preamplificadort de banda ancha
que estaba conectado a un poligrafo.} La actividad

*Nikon SMZ-T2, Japon.

#kGrass S48, Estados Unidos de América.
#kGrass SIU-5, Estados Unidos de América.
tGrass 7P5, Estados Unidos de América.
1Grass 79E, Estados Unidos de América.
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Mechanical stimulation
Perigenital skin and clitoris

A swab was used to stimulate inguinal, perivaginal and
perineum skin (between the anus and opening of the
vagina) and the skin covering the perianal vagina.
Clitoral stimulus was directly achieved with a swab
by gentle pressure on the ventral wall of the perineal
vagina.

Vaginocervical tract

The vaginal tract was stimulated using a glass rod
0.5 cm in diameter coated with mineral oil. This
cylinder was inserted deep into the vaginal body until
the desired region was reached (perineal, pelvic,
abdominal and cervix) and then removed (Figure 1).

The stimulation type and the level site of the
vaginal tract were randomly chosen for each doe. In
addition, cutaneous and vaginal stimuli were applied
at least in two sequential repetitions. The electrodes
were implanted into the muscles 10-min prior to the
stimulus. Recordings of the basal (before a stimulus
was applied) and induced (during stimulation and
two to five min after withdrawn) EMG activity were
performed. The interval between one stimulus and
other was two to three min when no post-stimulation
response was observed. If a muscle responded with an
afterdischarge, a waiting time of five to ten min was
allowed after ceased.
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Figura 1. Vista ventral del aparato urogenital de una coneja adulta.
Se indican las regiones en las que se dividi6 la vagina para su
estimulacién. Parte del hueso pélvico fue removido para mostrar
los musculos del piso pélvico.

Figure 1. Ventral view of the vaginal tract of an adult female
rabbit showing the different regions into which the vagina was
divided for stimulation. Note that part of the pelvic bone was
removed in order to show the pelvic floor muscles.
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electromiografica también se detecté mediante el
audio conectado en paralelo con el preamplificador.
Se consider6 como una respuesta electromiografica
cuando la amplitud de la actividad basal se increment6
al menos en 30%.

Estimulacion mecanica
Piel perigenital y clitoris

Con un hisopo de algodén se estimul6 la piel inguinal,
la piel perivaginal, la piel perineal (entre el orificio
vaginaly el ano) yla piel que cubre alavagina perineal.
El clitoris fue estimulado directamente con el hisopo
y a través de la presion de la pared ventral de la vagina
perineal.

Tracto vaginocervical

Se uso un émbolo de vidrio de 0.5 cm de didmetro
cubierto con aceite mineral para estimular al tracto
vaginal. Se introdujo el émbolo en el tracto vaginal
hasta alcanzar el nivel deseado (perineal, pélvica,
abdominal y cérvix) (Figura 1) y se retir6.

En cada coneja se eligié de forma aleatoria el tipo
de estimulacién y el nivel del tracto vaginal a estimular.
Ademas, se realizaron al menos dos repeticiones de
la estimulaciéon cutdnea y la vaginal. Los electrodos
fueron insertados en los musculos diez minutos
antes de iniciar la estimulacién. Se grabé la actividad
electromiografica basal (antes de aplicar el estimulo)
y la inducida (durante la estimulacién y dos a cinco
minutos después de que se retir6). El intervalo entre
un estimulo y otro fue de dos a tres minutos cuando
no hubo respuesta post-estimulacion. Si el musculo
respondi6é con posdescarga, se esper6 de cinco a diez
min después de que ésta cesara.

Resultados

Los resultados aqui descritos fueron consistentes entre
los animales.

Anatomia macroscopica

Los musculos iliococcigeo y pubococcigeo son
bilaterales. Se originaron en la espina ciatica del
hueso iliaco y se insertaron en las vértebras coccigeas.
Se encontraron adyacentes al aparato urogenital, al
rectoy a la glandula anal; sin embargo, sus fibras no se
unieron a las visceras pélvicas.

Musculo iliococcigeo

Este musculo no se pudo observar desde una vista



Results

The results were consistent among the studied
animals.

Gross anatomy

The iliococcygeus and the pubococcygeus muscles are
bilateral. They originated at the ischiadic spine of the
ileum bone and are inserted onto coccygeal vertebrae.
They were found adjacent to the urogenital tract,
rectus and anal glands. However, their muscular fibers
were not attached to pelvic viscera.

lliococcygeus muscle

From a dorsal view this muscle could not be seen
(Figure 2A). When examined ventrally it was located

Figura 2. Anatomia e inervaciéon de los musculos iliococcigeo y
pubococcigeo en la coneja. En ambas figuras (A y B) se observa
el origen del musculo pubococcigeo en la espina cidtica (*) y la
direccion de sus fibras. Estas discurren dorsolateral y caudal al recto
y a la vagina para insertarse en las vértebras C5-C8. El iliococcigeo
se localiza ventral al pubococcigeo y por eso no se ve en la vista
dorsal (A). El recto y la vagina han sido desplazados ligeramente
para mejor vision. En B se muestra una vista ventral de la cavidad
pélvica y la inervacion. Las lineas punteadas y los nimeros indican
los nervios donde se colocaron los electrodos para la estimulacion
eléctrica. Con el propésito de obtener una mejor visualizacion
de los nervios, otras ramas del sacro 3 y sacro 4 (S3, S4) han sido
omitidas. Cc = coccigeo, Pc = pubococcigeo, Ic = iliococcigeo.

Figure 2. Anatomy and innervation of the iliococcygeus and
the pubococcygeus muscles. The origin of the pubococcygeus
muscle at the ischiadic spine and fiber direction can be seen in
both figures (A and B). These muscles run dorsolaterally and
caudal to the rectus and vagina to be inserted onto vertebrae C5-
C8. The iliococcygeus is ventrally located to the pubococcygeus
muscle and therefore is not visible under a dorsal view (A).
The rectum and vagina have been slightly displaced to improve
vision. Figure B shows a ventral view of the pelvic cavity and
its innervations. The dotted lines and its numbers indicate the
nerves where electrodes were inserted for electric stimulation.
For better visualization of the relevant nerves, sacral branches
3 and 4 (S3, S4) have been omitted. Cc = coccygeous, Pc =
pubococcygeus, Ic = Iliococcygeus.

dorsal (Figura 2A). Con vista ventral fue localizado
ventrolateral al musculo coccigeo y al musculo
pubococcigeo, dorsolateral al recto, caudal a la
porcion de la vagina pélvica y al plexo venoso y rostral
a la porcién de la vagina perineal (Figura 2). Las
fibras del iliococcigeo emergen en la espina cidtica
del hueso iliaco (Figura 2A). Estas fibras discurrieron
caudalmente y se insertaron mediante dos largos
tendones (12 + 2.2 mm) en las vértebras coccigeas 5y
6 (Cb, C6) (Figura 2B). El musculo iliococcigeo midio,
en promedio, 35 + 0.5 mm de longitud, 2.5 + 0.8 mm
de ancho y 26 + 0.5 mm de grosor.

Musculo pubococcigeo

El pubococcigeo tiene forma de huso. Se localiz6
caudal al musculo coccigeo y dorsolateral al
iliococcigeo. Se originé en un tendén adosado a la
espina ciatica del hueso iliaco (Figura 2A). Sus fibras
presentaron orientacion dorsocaudal y alrededor
de 80% de sus fibras se insertaron directamente, sin
apariencia tendinosa, en las vértebras coccigeas 6
y 7 (C6, C7); el resto de las fibras se mezclé con un
tendén que se inserta en la vértebra coccigea 8 (C8).
No hubo tejido conjuntivo que separara las fibras del
musculo pubococcigeo de las del coccigeo, pero si
entre el pubococcigeo y el iliococcigeo (Figura 2A).
La longitud promedio de este musculo fue de 43 + 1.8
mm de longitud, 5 £ 1.1 mm de ancho y 26 = 0.9 mm
de grosor.

Inervacion de los musculos iliococcigeo
y pubococcigeo

Con la anatomia macroscopica se observé que los
nervios que se distribuyen en los musculos del piso
pélvico emergen de los nervios espinales sacros 3
(S3) y 4 (S4) (Figura 2B). Estos nervios espinales son
complejos y de ellos emergen varios nervios que se
dirigen a otras estructuras pélvicas, como visceras. Dos
ramas del nervio espinal S3 (1 y 2 en la Figura 2B) se
anastomosan con ramas del nervio espinal S4. De estas
ramas anastomoticas surgen los nervios enumerados
como 3y 4 en la Figura 2B. El nervio 3 se bifurcé y
sus ramas discurrieron caudalmente y se distribuyeron
en las fibras de los dos musculos, iliococcigeo y
pubococcigeo. El nervio 4 se dirigi6 a la porcion caudal
de las fibras del pubococcigeo (Figura 2B).

Estimulacion eléctrica unilateral
La estimulacion de los nervios que surgen de S3 y S4
que se dirigen a visceras pélvicas no causé contraccion

muscular en el iliococcigeo ni en el pubococcigeo. La
estimulacion de los nervios que surgen de S3y S4 que
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ventrolateral to the coccygeus and pubococcygeus
muscles, running dorsolaterally to the rectum and
caudally to the perineal vagina and the venous
plexus, rostral to the perineal vagina (Figure 2). The
iliococcygeal fibers originate at the ischiadic spine
of the ileum bone (Figure 2A). These fibres run
caudally and are inserted onto the 5 and 6t coccygeal
vertebrae (Cb, C6), by means of two large tendons (12
+ 2.2 mm) (Figure 2B). On average, the iliococcygeus
muscle measured 35 + 0.5 mm long, 2.5 + 0.8 mm wide
and 26 + 0.5 mm thick.

Pubococcygeus muscle

The pubococcygeus has a spindle-shaped form
and is found running caudally to the coccygeus
and dorsodolateral to the iliococcygeus muscle. It
originates from a tendon attached to the ischiadic
spine of the ileum bone (Figure 2A). Its fibers displayed
a dorsocaudal orientation and nearly 80% of them
are inserted directly without tendinous support onto
coccygeal vertebrae 61 and 7t (C6, C7); the rest of its
fibers fused into a tendon inserted onto the coccygeal
vertebra 8t (C8).- There was no connective tissue
which isolated fibers among the pubococcygeus and
the coccygeus muscles, but it was apparent between
the pubococcygeus and iliococcygeus muscles (Figure
2A). The average length of this muscle was 43 + 1.8
mm long, 5 + 1.1 mm wide and 26 + 0.9 mm thick.

Innervation of the pubococcygeus
and iliococcygeus muscles

Gross anatomy allowed us to observe that the
innervation of the pelvic floor muscles originate at
the sacral nerves, such as sacral 3 (S3) and sacral 4
(S4) (Figure 2B). These spinal nerves are complex
and spread out in several branches running into other
pelvic structures, such as viscera. Two branches of the
spinal nerve S3 (1 and 2 in Figure 2B) anastomoses with
branches of spinal nerve S4. From these anastomotic
connections, nerves enumerated as 3 and 4 in Figure
2B emerge. Nerve 3 bifurcates and its branches run
caudally and are further divided into fibres of the two
muscles, iliococcygeus and pubococcygeus. Nerve 4
runs caudally into the fibres of the pubococcygeus
(Figure 2B).

Unilateral electrical stimulation

The stimulation of nerves that arise from S3 and
S4 running into the pelvic viscera failed to elicit a
muscular contraction, for neither the iliococcygeus
nor the pubococcygeus muscles. The effect of the
independent stimulation of each anastomotic branch
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se dirigen a visceras pelvicas no causé contraccion
muscular en el iliococcigeo ni en el pubococcigeo. La
estimulacion eléctrica independiente de cada rama
anastomética o de los nervios que emergen de S3 (1y 2
en la Figura 2B) produjo contraccion de los musculos
pubococcigeo y coccigeo. La estimulacion eléctrica
del nervio 3 (Figura 2B), que emerge de S4, ocasion6
la contraccién de las fibras del pubococcigeo y las
del iliococcigeo. La estimulacién eléctrica del nervio
4 (Figura 2B), que emerge de la rama anastomotica
2, caus6 contracciéon del musculo pubococcigeo.
En todos los casos los miusculos que respondieron
fueron los del lado ipsilateral al nervio estimulado. La
estimulacion de la porcién caudal de los nervios 3y 4
(Figura 2B) produjo ligero movimiento de abduccion
de la cola.

Cuando se realizé estimulacion bilateral de los
nervios que inervan a los musculos iliococcigeo y
pubococcigeo (3y 4 en la Figura 2) se observé que la
cola se elevé cerca de un cm y se mantuvo rigida sobre
la linea media.

Actividad refleja EMG

Las Figuras 3, 4 y 5 muestran ejemplos de los registros
tipicos obtenidos.

Estimulacion de la piel perigenital y del
clitoris

La estimulacion mecdnica de la piel de la vagina
perineal, de la regién inguinal y de la base de la
cola no produjo respuesta electromiografica ni en el
iliococcigeo ni en el pubococcigeo. La estimulacion de
la piel perivaginal y la del clitoris provocé potenciales
de acciéon en ambos musculos (Figura 3). La respuesta
fue ténica y dependi6é de la duracién del estimulo.
En la Figura 3 se muestra un registro obtenido en
el musculo iliococcigeo durante la estimulaciéon del
clitoris; fue similar el electromiograma registrado en
el pubococcigeo durante la estimulacion clitoral.

Estimulacién vaginocervical

La estimulacién genital indujo respuestas fasicas,
tonicas y posdescargas en los musculos, iliococcigeo
y pubococcigeo. La respuesta electromiografica
dependi6é de la region del tracto vaginal que se
estimulo.

En el musculo iliococcigeo se presentaron poten-
ciales de accion de gran amplitud y de corta duracion
cuando se estimul6 la vagina perineal y pélvica. Cuando
la estimulacién ceso, al retirar el émbolo, la actividad
permaneci6 durante tres segundos (Figura 4). S6lo al
introducir el émbolo hasta la vagina abdominal o al
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Figura 3. Actividad electromiografica refleja del musculo iliococcigeo
en la coneja como respuesta a la estimulacion del clitoris. Se
muestran registros electromiograficos del poligrafo. Esta respuesta
corresponde a la duracion del estimulo (linea punteada).

Figure 3. Reflex EMG activity of the iliococcygeus muscle in a female
rabbit in response to clitoris stimulation. Polygraph recordings of
EMGs are shown. This response corresponds to stimulus duration
(dotted line).

or of the nerves 3 and 4 was as following: the electrical
stimulation of the anastomotic branches emerging
from S3 (1 and 2 in Figure 2B) was followed by a
contraction of the pubococcygeus and coccygeus
muscles. The stimulation of nerves that arise from S3
and S4 running into the pelvic viscera failed to elicit
a muscular contraction, for neither the iliococcygeus
nor the pubococcygeus muscles. The independent
stimulation of each anastomotic branch or of the
nerves emerging from S3 (1 and 2 in Figure 2B) was
followed by a contraction of the pubococcygeus and
coccygeus muscles. The electrical stimulation of nerve
4 (Figure 2B) emerging from anastomotic branch 2,
provoked a contraction of the pubococcygeus muscle.
In all cases, ipsilateral muscle response was observed
on the side of the nerve being stimulated. Stimulation
of the caudal segment of nerves 3 and 4 (Figure 2B),
induced a slight abduction—tail movement.

A bilateral stimulus to nerves innervating the
iliococcygeus and the pubococcygeus muscles (3 and
4 in Figure 2) induced tail elevation of nearly one cm
along with rigidity displayed over the midline.

Reflex electromyographic activity

Figures 3,4 and 5 are examples of the typical recordings
obtained.

Perigenital skin and clitoral stimulation

Mechanical stimulation of the skin surrounding the
perineal vagina, inguinal region and the tail-base failed
to induce an electromyographic response neither
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Figura 4. Actividad electromiografica refleja del musculo
iliococcigeo en coneja, como respuesta a la estimulacion del tracto
vaginal con un émbolo. Los registros, realizados en un poligrafo,
se tomaron antes, durante y después de la estimulacion de las
tres regiones vaginales: @) perineal, b) pélvica y ¢) abdominal.
También se toco el cérvix (Cx). Las lineas debajo de cada registro
representan el tipo de estimulacién. La linea inclinada representa
la introduccion del émbolo; la meseta, cuando el émbolo alcanzo el
nivel de la vagina (per = perineal, pel = pélvico, ab = abdominal); y la
linea descendente, cuando se retir6 el émbolo. El musculo presenta
una posdescarga tras retirar el émbolo.

Figure 4. Reflex EMG activity of the iliococcygeus muscle in a
female rabbit in response to stimulation of the vaginal tract with
a glass rod. The recordings performed on a polygraph before,
during and after vaginal stimulation was applied to three levels
of the vagina: a) perineal, b) pelvic and ¢) abdominal. The cervix
was also touched (Cx). The dotted lines shown below each EMG
represents the type of stimulation. The sloping line represents when
the rod was introduced, while the plateau when the rod reached
the vaginal level (per = perineal, pel = pelvic, ab = abdominal); and
the descending line as the rod was being withdrawn. The muscle
presented an afterdischarge following the removal of the glass rod.

cérvix, los musculos iliococcigeo y pubococcigeo se
activaron, pero no al retirarlo (Figura 4). Después de
la estimulacién se present6é un tren de potenciales de
accion de larga duracion (Figura 4).

Cuando se registr6 la actividad del musculo
pubococcigeo se observo que el patrén de la respuesta
ala estimulacion vaginocervical fue similar a la descrita
para el musculo iliococcigeo. Sin embargo, al retirar
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for the iliococcygeus or the pubococcygeus muscles.
Stimulation of the perivaginal skin and clitoris induced
action potentials in both muscles (Figure 3). The
response was characterized as tonic corresponding
to the duration of the stimulus. Figure 3 shows a
recording of the iliococcygeus muscle during clitoral
stimulation; this was similar to the electromyogram
recorded for the pubococcygeus muscles during
identical stimulation.

Vagino-cervical stimulation

Genital stimulation induced phasic, tonic and
afterdischarge responses of the iliococcygeus and the
pubococcygeus muscles. Electromyographic response
depended on the vaginal level being stimulated.

When the perineal and pelvic vagina was stimulated,
action potentials of high amplitude and short duration
were obtained in the iliococcygeus muscle. When the
stimulus ceased, and as the rod was being withdrawn
activity prevailed for three seconds (Figure 4). When
the abdominal vaginal and cervix was reached with
the rod, activation of the iliococcygeus and the
pubococcygeus muscles occurred only when the
rod was being inserted; no response occurred while
withdrawing the rod (Figure 4). After such stimulation
a train of action potentials of large duration occurred
(Figure 4).

When the activity of the pubococcygeus muscle
was recorded, it was observed that the patterns of
response after vagino-cervical stimulation were
similar as those being described for the iliococcygeus
muscle. Nevertheless, when the rod was withdrawn
after cervical stimulation, a tonic afterdischarge
of higher amplitude and longer duration (around
three-four-min) occurred, than that recorded for the
iliococcygeus muscle (Figure 5).

Discussion

The results of this study describe, for the first time,
the reflex EMG activity of the iliococcygeus and
pubococcygeus muscles of female rabbits in response
to stimulation of the genital tract, extending the
limited descriptions contained in text books and
anatomical atlas on the subject of the characteristics
and innervations of such muscles.1213

Similar to descriptions for other species, including
humans, 418 the iliococcygeus and pubococcygeus
muscles of female rabbits form the levator ani muscles.
Similarities and differences between these muscles
and other species exists; for example, in human
beings the levator ani is a muscular complex formed
by the iliococcygeus, pubococcygeus and puborectal
muscles,’® and their fibers are bound together in a
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el émbolo, después de estimular el cérvix, se presento
una posdescarga tonica de mayor amplitud y duraciéon
(alrededor de tres a cuatro min) que la que sucedié en
el musculo iliococcigeo (Figura b5).

Discusioén

Los resultados de este estudio describen por
primera vez la actividad EMG refleja de los musculos
iliococcigeo y pubococcigeo de la coneja en respuesta
a la estimulacién del tracto genital y amplian las
escasas descripciones en los libros de texto y atlas
sobre las caracteristicas anatémicas de estos musculos
y su inervacion.1213

Consistente con las descripciones en otras
especies, incluyendo los seres humanos,!'+18 los
musculos iliococcigeo y pubococcigeo de la coneja

Figura 5. Actividad electromiografica refleja del musculo
pubococcigeo en la coneja, como respuesta a la estimulacion
del tracto vaginal con un émbolo. Los registros, realizados en un
poligrafo, se tomaron antes, durante y después de la estimulacion
de las tres regiones vaginales: @) perineal, b) pélvica y ¢) abdominal.
También se toco el cérvix (Cx). Las lineas debajo de cada registro
representan el tipo de estimulacion. La linea inclinada representa
la introduccion del émbolo, la meseta cuando el émbolo alcanzé el
nivel de la vagina (per = perineal, pel = pélvico, ab = abdominal) y la
linea descendente cuando se retiré el émbolo. El musculo presenta
una posdescarga tras retirar el émbolo.

Figure 5. Reflex EMG activity of the pubococcygeus muscle in a
female rabbit in response to stimulation of the vaginal tract with
a glass rod. The recordings performed on a polygraph before,
during and after vaginal stimulation was applied to three levels
of the vagina: @) perineal, b) pelvic and ¢) abdominal. The cervix
was also touched (Cx). The dotted lines shown below each EMG
represent the type of stimulation. The sloping line represents when
the rod was introduced, while the plateau when the rod reached
the vaginal level (per = perineal, pel = pelvic, ab = abdominal); and
the descending line as the rod was being withdrawn. The muscle
presented an afterdischarge following the removal of the glass rod.



close anatomical relationship making it difficult to
define their limits.19 In addition, the pubococcygeus
fibers adhere to the vaginal wall, while fibers of the
puborectal muscle are attached to the rectus and
anus. Therefore, some researchers call these fibers
pubovisceral muscles.¢ The findings obtained in this
study showed that although the pelvic floor muscles
of female rabbits are formed by the coccygeus and
levator ani muscles, the later does not have the
fibers adhered to the vaginal wall nor the rectum.
Consequently, in rabbits no puborectal muscle
exist and the pubococcygeus muscle has no direct
relationship with the urogenital viscera. Species like
the rat (Rattus norvegicus) and squirrel monkey (Saimiri
sciureus) neither posses a puborrectal muscle, but the
pubococcygeus fibers adhered to the vagina. 41720

It has been suggested that in human beings the
main function of the pelvic floor is to support the
pelvic viscera and maintain urinary continence. A
damage of the pelvic floor results in fecal and urinary
incontinence, a common dysfunction seen in women.
781821 Under such context, the absence of a direct
relationship between the levator ani muscle and the
rabbit viscera can be a disadvantage. Nevertheless, the
urogenital function in rabbits does not appear to be
deficient. Theyare capable not only to maintain urinary
continence, but in addition regulate both, the amount
of urine expelled and its direction. It is possible that
other striated muscles adjacent to the urogenital tract,
like the internal obturator and the vulvar constrictor
contribute to regulate these functions.

Regarding the innervation of the iliococcygeus and
the pubococcygeus muscles of the female rabbit, these
findings constitute the first corroborating study using
electrophysiological methods. In a previous report
it was described that innervation of both muscles
originates from spinal nerve $3, data corroborated
and enhanced in this work. It is considered that S3 and
S4 emerge from the foramen arising from the sacral
plexus, from which innervation of some pubococcygeus
muscle fibers arises (4 in Figure 2B), then the nerve
emerging from S4 (3 in Figure 2B) innervates both
muscles: the iliococcygeus and the pubococcygeus.
Such innervation pattern is also observed in human
beings, since the [levator ani is innervated by two
branches, one arising from S3 to S5 and the pudendal
nerve. 2223 In rats and squirrel monkeys innervation of
the levator ani proceeds more rostrally, from L6-S1 and
S2 41417 for which the female rabbit presents a nervous
organization similar to the human counterpart, more
similar that the rat, considered one of the most used
laboratory animal.

The nervous circuits operate the activation of spinal
and supraspinal reflexes regulating reproductive
and non-reproductive processes in the functions of

forman el musculo elevador del ano. Hay similitudes
y diferencias de esta musculatura con las de otras
especies; por ejemplo, en los seres humanos el elevador
del ano es un complejo muscular formado por los
musculos iliococcigeo, pubococcigeo y puborrectal,!?
las fibras de éstos se encuentran en estrecha relacion
anatémica y es dificil definir sus limites;!? ademas,
las fibras del puboccocigeo se adhieren a la pared
vaginal, y las del puborrectal al recto y ano. Por
esta razoén, algunos investigadores llaman a estas
fibras musculos puboviscerales.6 Los resultados aqui
obtenidos muestran que a pesar de que el piso pélvico
de la coneja también estd formado por los musculos
coccigeo y el elevador del ano, este ultimo no tiene
fibras adheridas a la pared vaginal ni al recto. Por
tanto, en conejos no existe el musculo puborrectal, y el
pubococcigeo no tiene relacion directa con las visceras
urogenitales. Especies como la rata y el mono ardilla
tampoco tienen el misculo puborrectal, pero las fibras
del pubococcigeo si se adhieren a la vagina.+17.20

En el ser humano se sugiere que la principal
funcion del piso pélvico consiste en sostener las visceras
pélvicas, asi como mantener la continencia urinaria. EI
dano del piso pélvico produce incontinencia urinaria
y fecal, lo cual constituye una disfuncién muy comuin
en la mujer.781821 En este contexto, la ausencia de
relacion directa de las fibras del elevador del ano con
las visceras en la coneja puede ser una desventaja.
Sin embargo, la funcién urogenital de las conejas no
parece ser deficiente. No s6lo son capaces de mantener
la continencia urinaria, sino que también regulan la
cantidad de orina expulsada y la direcciéon de ésta.
Es posible que otros musculos estriados adyacentes
al tracto urogenital, como el obturador interno y el
constrictor vulvar, contribuyan a la regulacién de estas
funciones.

Respecto de la inervacion de los musculos ilio-
coccigeo y pubococcigeo en la coneja, este es el primer
estudio que la corrobora mediante el uso de métodos
electrofisiologicos. En un estudio previo se describi6 que
la inervacion de los dos musculos proviene de S3,* dicha
informacioén se corrobora y amplia con este trabajo. Si
bien del foramen S3 y S4 surge el plexo sacro, del cual
emerge la inervacion (4 en la Figura 2B) de algunas
fibras del pubococcigeo, el nervio que emerge de S4 (3
en la Figura 2B) inerva a ambos musculos: iliococcigeo
y pubococcigeo. Este patréon de inervaciéon también se
observa en los seres humanos, pues el musculo elevador
del ano esta inervado por dos nervios, uno que surge de
S3 a SHy el nervio pudendo.2223 En ratas y monos ardilla
la inervacién del elevador del ano emerge mas rostral,
desde L6-SI y S2,41417 por lo que la coneja presenta
organizacion nerviosa similar a la de los seres humanos,
mas parecida que la de la rata, el animal mas utilizado
en el laboratorio.
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the pelvic organs. This study shows that mechanical
stimulation of the vaginal skin, pelvic and perineal
vagina induces a reflex electromyographic response
of the iliococcygeus and the pubococcygeus muscles.
Nevertheless, stimulation of the abdominal vagina and
cervix not only failed to activate the two muscles, but
also induced a temporal inhibitory effect. The nervous
circuits underlying these viscero-somatic reflexes are
unknown. Certain anatomical studies show that the
uterus, cervix, and vagina are innervated by afferent
fibers in the hypogastric and pelvic nerves. 1824 It is
postulated that perhaps these nerves have afferent
axons eliciting an electromyographic response of the
iliococcygeus and the pubococcygeus muscles, after
the vaginal canal is manually stimulated. The efferent
via of such reflex would be the motor nerves being
described (3 and 4 in Figure 2B).

Vaginal stimulation generates a wide array of effects,
such as: neuroendocrine reflexes leading to the release
of prolactin and oxytocin hormones,?2 activation of
the autonomic nervous system that increases heart rate
and blood pressure,? immobilization and inhibition
of the withdrawal reflex to nociceptive stimuli, 3034
viscero-visceral reflexes that increase urethral pressure
and diminish intravesical pressure,:3 and viscero-
motor reflexes referred here and also described in rats
and human beings.43740 These findings support the
thought that the function of the pelvic floor muscles
is not just of a supportive nature, since it also regulates
visceral activity. It has been described that electric
stimulation of the pelvic floor muscles inhibited
involuntary contractions of the detrusor muscle
of the bladder, and could control urgent urinary
incontinence.#! Recent studies maintain the idea
that in the female rabbit pelvic muscles such as the
pubococcygeus contributes to regulate micturition.42

In the female rabbit the function of
electromyographic activity of the iliococcygeus and the
pubococcygeus muscles, in response to stimulation of
genital structures is unknown, but the fact that these
muscles were activated during vaginal stimulation
applied with a glass rod, strongly suggest that such
response could also be elicited during the coitus, when
the buck inserts its penis into the vagina. The muscular
contracture of these muscles could raise intra-vaginal
pressure, increasing thus the stimulus received by the
penis to facilitate ejaculation. In this context, it has
been postulated that in women both pelvic muscles
and nerves are damaged during childbirth, leading to
a post-partum urinary incontinence.” However, there
are no available animal studies to determine if the
characteristic response of the iliococcygeus and the
pubococcygeus muscles vary between nulliparous and
multiparous female rabbits after vaginal stimulation.

In the present study, electrical stimulation
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Los circuitos nerviosos permiten la activacion
de reflejos espinales y supraespinales que regulan
los procesos reproductivos y no reproductivos de
las funciones de los 6rganos pélvicos. Este estudio
muestra que la estimulaciéon mecanica de la piel
de la vagina y la vagina pélvica y perineal produce
actividad electromiografica refleja de los musculos
iliococcigeo 'y pubococcigeo. Sin embargo, la
estimulaciéon de la vagina abdominal y cérvix no
s6lo no activé los musculos, sino que los inhibio
temporalmente. Los circuitos nerviosos que subyacen
a estos reflejos viscerosomaticos son desconocidos.
Estudios anatémicos muestran que la inervacién de la
vagina surge de los nervios hipogastrico y pélvico.18:24
Tal vez estos nervios tengan axones aferentes que
desencadenan la actividad electromiografica de los
musculos iliococcigeo y pubococcigeo cuando se
estimula mecanicamente el tracto vaginal. La via
eferente de este reflejo seria a través de los nervios
motores aqui descritos (3 y 4 en la Figura 2B).

La estimulacién vaginal genera una amplia gama de
efectos, como los reflejos neuroendocrinos que liberan
prolactina y oxitocina;?8 la activacién del sistema
nervioso autébnomo, que aumentan la frecuencia
cardiaca y presion arterial, la inmovilizacion y la
inhibicién de los reflejos de retirada al estimulo
nociceptivo;33t los reflejos visceroviscerales, que
aumentan la presién uretral y disminuyen la presiéon
vesical;3.% y el reflejo visceromotor aqui referido, que
también ha sido descrito en ratas y seres humanos. 148740
Estos hallazgos apoyan la idea de que la funcién de los
musculos del piso pélvico no sélo es de soporte sino
también regula la actividad visceral. Se ha descrito
que la estimulacion eléctrica de los musculos del piso
pélvico inhibe las contracciones involuntarias del
detrusor y podria controlar la incontinencia urinaria
por urgencia.! Estudios recientes apoyan la idea
de que, en la coneja, los musculos pélvicos, como
el pubococcigeo, contribuyen a la regulacién de la
miccion. 42

En la coneja, la funciéon de la actividad
electromiografica de los musculos iliococcigeo y
pubococcigeo causada por la estimulacion de las
estructuras genitales es desconocida, pero el hecho de
que estos musculos pélvicos se hayan activado durante
la estimulacion vaginal aplicada con el émbolo sugiere
que también podrian activarse durante la cépula,
cuando el macho inserta el pene en la vagina. La
contracciéon de estos musculos podria incrementar
la presién intravaginal, aumentando la estimulacion
que recibe el pene y facilitando asi la eyaculacion.
En este contexto, se ha propuesto que en mujeres los
musculos pélvicos y sus nervios se danan durante los
partos vaginales, lo que induce incontinencia urinaria
posparto.” Sin embargo, no hay estudios en modelos



provoked tail-wagging. Vaginal stimulation during
the coitus could induce elevation of the tail to allow
penile intromission. In addition, the fact that the
iliococcygeus and the pubococcygeus muscles lack
any direct anatomical relationship with the viscera,
that does not exclude the possibility that if contracted,
an increase of intravaginal and intraurethral pressure
might occur contributing to urinary continence,
penile stimulation during coitus and to kits expulsion
during parturition.
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