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ABSTRACT

The am of this siudy was to establish the effect of perinatal
undernourishment on the contractile properties of fast-, or slow- muscles at
different postnatal ages of the rat (15, 25, 33, 60 and 90 days. Single (0.1 Hz) or
trains of stimulus (5 1o 100 Hz) were used o produce isometric twitch and tetanic
responses in extensor digitorum longus (EDL) and soleus (SOL) muscles from
anaesthetized control or undemourished rat pups. Unexpectedly, at early postnatal
ages (15, 25 and 35 days) it was observed that twitch and tetanic responses of
food-deprived EDL muscles showed larger tension per gram of tissue and lower
fatigability index (25-35%) than responses evoked in control EDL muscles This
effect occurred without significant changes in twitch duration (time-to-peak and
relaxation time) and frequency for fusion of contractile responses (p>0.001) At 60
and 90 postnatal days, both control and food-deprived EDL muscles developed
similar contractile responses. In contrast, SOL muscles. of control and food-
deprived animals showed confractile properties which were of equal magnitude at
all postnatal ages These results would suggest that perinatal undernourishment
exerts a selective effect on fast muscles and it was assumed that such effect is due
to changes in the myofibrillar protein concentration and/or in the postnatal
differentiation process of muscle fibers, probably by evoking a delay in the
transformation of type llA, or type ItX (non-fatigable) to type 1B (fatigable) muscie
fibers instead to alterations in the excitation-contraction coupling process occurring

in food deprived muscle fibers of the rat.



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el probable efecto de la
desnutricién perinatal sobre las propiedades contractiles de misculos rapidos vy
de musculos lentos durante el desarrollo postnatal de la rata.

La sacudida simple (twitch) y la contraccion fetanica de los misculos
extensor digitorum longus {(EDL) y sblec de ratas variedad Wistar sometidas a
una privacion postnatal del 50% del alimento (desnutridas) vy controles, con
diferentes edades (15, 25, 35, 60 y 90 dias de edad), fueron provecadas por
pulsos Unicos o trenes de pulsos de intensidad supramaxima,

Los resultados mostraron que entre los 15 y 35 dias de vida, 1as respuestas
simples y tetanicas de los musculos EDL de las ratas desnutridas mostraron
valores de tensidén (por gramo de tejido} y resistencia a la fatiga de mayor
magnitud que las respuestas provocadas por los musculos EDL control
Posteriormente, entre los 60 y 90 dias de vida, las respuestas contractiles de los
musculos de las ratas desnutridas no variaron significativamente de las respuestas
obtenidas en mlsculos de las ratas control. Por otro lado, los musculos séleo de
las ratas desnutridas también desarroliaron mayor tensidn por gramo de tejido
durante la sacudida simple y el tétano (aunque solo en las edades comprendidas
entre los 25 y 35 dias de edad) pero, a diferencia da los musculos EDL, los
musculos séleo no desarrollaron cambios en la resistencia a la fatiga con respecto
a los controles, en ninguna de las edades estudiadas.

Tanto los valores del tiempo al pico, del tiempo de relajacién, de 1a relacién
twitch/tétano, asi como la frecuencia de fusién no mostraron diferencias
significativas entre los misculos EDL y sdleo de animates control y desnutridos
durante el periodo de tiempo estudiado.

Los resultados obtenidos permiten sugerir que el proceso de acoplamiento
excitaciénncdntraccién de los musculos EDL vy sdleo durante el periodo de tiempo
estudiado no fue afectado por la desnutricidn y que el incremento relativo de
tension por gramo de maisculo observado podria interprelarse como debido entre

ofras posibilidades, a una mayor eficiencia metabdlica o a un incremento relativo



en la concentracion de proteinas contractites presente en las fibras musculares
(asociado posiblemente a una disminucion del volumen citoplasmico) o bien, en el
caso del musculo EDL, a un retraso en la diferenciacion de fibras rapidas no
fatigabies (lIA, oxidativas-glucoliticas, y 11X, glucoliticas-oxidativas) en fibras

musculares rapidas (liB, glucoliticas),



JUSTIFICACION

La malnutricion o la desnutricion constituyen un reto para los sistemas de
salud de todos los paises del mundo, tanto por su frecuencia como por sus efectos
devastadores scbre miliiples 6rganos y igjidos de los individuos. Bajo este
contexto, en un volumen especial de |a revista NATURE (2001) 409(18) se ubica
a este problema de salud publica como uno de los de mayor prioridad para la
investigacion cientifica en el mundo. La comprension, la prevencion, €l diagnéstico
y el tratamiento de esta patologia, que hoy en dia sufren mil millones de personas
en nuestro planeta (Blakburn, 2001), dependen en gran medida del futuro
desarrollo de nuevas tecnologias, las cuales induzcan mejoras considerables en la
produccién y/o en la calidad de los alimentos, asi como de una incuestionable
mejoria en la reparticion yfo distribucion de los mismos Lo anterior involucra la
necesidad de realizar cambios substanciales en los sistemas sociales, politicos y
ecoltgicos de la sociedad actual. De igual manera, es imprescindible establecer
nuevas lineas de investigacion que permitan desde un punto de vista funcional e
integrativo, determinar con mayor claridad los efectos que produce una
alimentacién deficiente en cantidad y/c calidad, sobre los distintos procesos gue
ocurren en los organismos, y a partir de tales estudios, establecer los
procedimientos méas apropiados para reducir o abatir las alteraciones producidas
por la desnutricién

El presente proyecto se ubica dentro de ésta dltima prioridad de
investigacion y pretende contribuir al esclarecimiento de los efectos que ejerce una
alimentacién deficiente en cantida'd'(desnutricién) sobre la fisiologia del tejide mas

abundante del cuerpo, el masculo estriado.



INTRODUCCION :

Caracteristicas generales de los misculos esqueléticos:

Los musculos esqueléticos constituyen el tejido mas abundante del cuerpo,
representan del 40 al 45% del peso corporal total en los mamiferos y usuaimente
se encuentran bajo el gobierno de la voluntad (Mattiazzi, 2000, Bissonnette, et al
1897) Los musculos, estan constituidos por conjuntos de fibras multinucleadas,
cuyo origen ontogénetico resulta de la fusidn de varias células uninucleadas
alargadas liamadas mioblastos, |as cuales se encuentran unidas entre si por tejido
conectivo (Kandel, 1997). Este tipo de musculos se insertan en los huesos del
esqueleto mediante tendones (vease Figura 1). La propiedad funcional de los
musculos es la contraccion, mediante la cual desarrofla tensién o efectian trabajo
mecanico Debido a sus propiedades, los misculos esqueléticos son utilizados
para realizar movimientos y desarroflar fuerza y son utilizados en muchas
actividades, como por ejemplo, la locomocion, mantener la postura y la expresion
facial, en los movimiento toracicos (necesarios para la ventilacion pulmonar), para
la realizacién de gestos o para la termogénesis entre otros. (Harrison, 1996,

Keynes y Aidiey, 1985; Dauncey y Gilmour, 1996).

fibras musculares: La fibra muscular es una célula multinucleada,
alargada mas o menos cilindrica con un diametro de entre 10 ¥y 100 um vy una
lengitud variable que va desde unos milimetros hasta varios centimetros, en
cuyos extremos se fusionan con los tendones. Cada fibra muscular se encuentra
rodeada por upa capa de tejido conectivo, llamada endomisio, cada fasciculo de
fibras también se encuentra rodeado por una capa de tejido conectivo llamada
perimisio, mientras que el musculo completo se encuentra envuelic por una
cubierta de tejido conectivo que recibe el nombre de epimisio o fascia {Keynes y
Aidley,1985; véase Figura 1). Cada fibra muscular se encuentra rodeada por una
membrana llamada sarcolema, que representa la membrana celular y cuya



caracteristica, mas distintiva es la presencia de gran cantidad de pliegues e
invaginaciones que forman el sistema de tibulos T. Este sistema de tlbulos,
asegura que un potencial de accion, pueda extenderse a toda la fibra, Ia
despolarizacidon provoca la liberacidon de iones calcio, la cual produce la
contraccion del muisculo (Franzini-Armstrong, 1870; Kandel, 1997). El reficulo
sarcoplasmico, es el principal reservorio de calcio (Ca?*) del misculo vy su funcion
es el secuestro y liberacidn de tales idnes hacia el citosol. El reticulo
sarcoplasmico en el misculo estriado es un conjunto de tibulos anastomosados
entre si, que envuelve a las miofibrillas y que ocupa aproximadamente el 10 % del
volumen de la fibra (Darnell et al ,1990; Mattiazzi, 2000}

ina caracteristica del musculo esquelético es su diversidad, la cual es
resultado del disefio y composicidon de la fibra muscular y la heterogeneidad
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Figura 1: Mostrando la estructura def musculo esquelético y de la fibra muscular,
Tomado de hitp:/iwww sci.sdsu edu/faculty/paul.Paolinifpppliecture1Bsldd27.him
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de las fibras individuales. Por lo gue ningdn masculo de un animal es idéntico a
otro. Por esta razén, la investigacién sobre las bases de la expresion fenotipica y
ia fisiologia de las fibras del musculo esquelético durante el desarrollo, durante la
especializacion funcional y bajo condiciches normales y patologicas, es de gran
importancia (Pette y Staron,1990)

Cada una de las fibras, esta compuesta por una serie de subunidades,
denominadas miofibrillas, las cuales estan rodeadas por el citoplasma
(Sarcoplasma) de |a fibra el cual contiene abundantes granulos de glucégeno,
mitocondrias y pequefas células satélite consideradas como mioblastos latentes
|as miofibrillas presentan un didmetro aproximado de 1-2 um y una longitud igual
a la de la fibra muscular. Cada miofibrilla esta consfituida por unidades repetitivas
ubicadas en serie, llamadas sarcomeras, que representan la unidad morfo-
funcional del musculo, (véase Figura 2).

Tanto la fibra muscular como las micfibrillas contenidas en las fibras,
presentan bajo microscopia electronica un patron de estriacion caracteristico en la
superficie que representa variaciones periddicas en lag propiedades dpticas de la
fibra, estas estriaciones o bandas se observan a lo largo del gje longitudinal de las
fibras y miofibrillas Las bandas A obscuras (anisotrépicas) formadas por
filamentos de las proteinas actina y miesina y presentan un allo indice de
refraccion con respecto a las bandas claras (isotrdpicas) llamadas bandas | En
medic de la banda A, se observa una zona mas clara que la divide, la banda H,
en cuyo centro se encuentra la linea M. Mientras que en medio de Ia'banda I
(isotropica), se localiza la linea (o disco) Z, la cual se encuentra
aproximadamente a dos micras de la siguiente linea Z, de modo que estas lineas
delimitan la unidad funcicnal de una célula muscular, la sarcomera (Huerta et al.,
1986 )} Las fibras musculares tienen una envoltura continua de aproximadamente
20 a 100 nm, llamada glicocali o lamina basal (Mattiazzi, 2000) que envuelve al
sarcoplasma, formada por colagena IV, fibronectina y laminina Esta lamina sirve
como substrato de una lamina reticular externa formada principalmente por

colagena V, fibronectina y otras proteinas fibrilares. Estas dos laminas constituyen



el soporte estructural para las fibras musculares y confribuyen por sus

propiedades elasticas en el ciclo de contraccién-relajacion.
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Figuta 2: Mostrando la estructuta de una fibra muscular

Tomado de http:/iwww.sci sdsu.eduifaculty/paul Paclini/ppp/lecture18sidoz? htm

Las fibras musculares reciben su aporte sanguineo mediante una red de
capitares distribuidos enire las fibras individuales, y su inervacion nerviosa
proviene de vias sensoriales (aferentes) y de vias motoras (eferentes) En los
mamiferos las vias nerviosas motoras se originan a partir de las motoneuronas
del asta ventral de la médula, representadas por las moto neuronas gamma
asociadas al huso muscular y las motoneuronas alfa, que inervan a las fibras
extrafusales. La inervacidn sensorial proviene de las fibras intrafusales asociadas
a los husos musculares las cuales registran los cambios de longitud, y del érganc
tendinosc de Golgi, localizade entre el musculo y el tendén, el cual transmite la

informacién concerniente a las modificaciones de tensién que ocurren en el
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musculo durarnte una contraccion. Ademas los mudsculos esqueléticos presentan
otros tipos de inervacién aferente que transmiten informacion sobre sensaciones
dolorosas (Keynes y Aidley, 1985; Aidley,1978; Floster,1999)

Ultraestructura de la sarcomera:

Las sarcomeras, pueden ser definidas como un sistema de filamentes
gruesos y delgados, interdigitados y separados entre si por una distancia
aproximada de 26 nm, {vease Figura 3}). Estos representan la unidad morfolégica
y funcional del misculo. Los filamentos gruesos tienen una longitud aproximada
de 1.55 um y 15 nm de diametro, y estan compuestos primordialmente por una
proteina llamada miosina, que al tratarse con tripsina se separa en dos proteinas
lamadas meromiosina ligera (LMM) y meromiosina pesada (HMM). Ademas de
otras profeinas unidas a la miosina, como 1a proteina C (MBP-C), ia proteina H
(MBP-H), la proteina M y la miomesina {Schiaffine, y Reggiani,1998) La miosina,
es una molécula que funciona como una ATPasa, es decir, hidroliza
enzimaticamente al ATP para formar ADP y pirofosfato (Pi), esta reaccion es

activada por el Ca2™*. y es inhibida por el magnesio. Estructuralmente, la miosina
es una molécula con forma de bastongillo, con ia cola (formada principaimente por
meromiosina ligera) orientada al centro del filamento y una cabeza globular
flexible (formada principalmente por meromiosina pesada; MHC) que se proyecta
fuera de &sta. La cabeza tiene actividad ATPasica, y conforma la base molecular
del puente cruzado. En la cabeza de la miosina se encuentran dos pares de
cadenas livianas (MLC). Unc de estos pares se encuentra constituido por las
llamadas cadena Ii.vianas esenciales (MLC 17) y e! otro par, esta formado por las
cadenas livianas regulatorias (MLC 20}, cuya fosforilacién modula la cinética de
los puentes cruzados.

Los filamentos delgados tienen 1 pm de longitud v de 5 a 6 nm de
diametro, estos filamentos se originan en las lineas Z (Aidley, 1978) y se
extienden longitudinalmente (hacia el centro de la sarcomera) a lo largo de la

banda |, hasta penetrar en la banda A, donde se intercalan con los filamentos
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Figura 3; Interaccion de los elementos moleculares de los filamentos gruesos y delgados.
Tomado de http:/fwww.sci.sdsu.edw/faculty/paul Paclini/pppllecture18sidd2? htm

‘gruesos Los filamentos delgados, estan compuestos fundamentalmente por una
proteina llamada F-actina {formada a partir de moléculas globulares de actina
larmadas G-actina (Pette y Staron, 1980) la cual tiene forma de helice, ademas de
otras proteinas fundamentales en la reguiacién de la contraccién muscular, como
la troponina y la tropomicsina Las moléculas de F-actina se ordenan en el
filamento fino en forma de cadenas enrolladas entre si en forma helicoidal. La F-
actina posee 2 propiedades fundamentales, la capacidad de interactuar con la
miosina y la de activar la ATPasa. La froponina esta conformada por un complejo
de tres subunidades, llamadas troponina T, | y C (Ganong,1994) La funcidn de la
troponina T es unir el complejo troponinico a la tropomiosina La troponina | se le
denomina asi porque inhibe junto con la tropemicsina la interaccion entre la actina
y la miosina, y la troponina C recibe ese nombre por su capacidad para unirse al
Ca?* Las moléculas de tropomiosina, son estructuras largas y delgadas, unidas
enire si, extremo con extreme, formando un filamento que se extiende a lo largo
del filamente delgado, este filamento de tropomiosina se encuentra colocado en el

hueco que se creg al enrdllarse las dos cadenas de actina
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Figura 4; Muestra los principales componentes moleculares del filamento delgado

tormado de hitp:ffvww scisdsy edwfacuity/paul. Pacliniipppdlecture 18s1d027 htm

Ademas de las proteinas contractiles y regulatorias mencionadas, se
describen otras proteinas asociadas a las sarcomeras, tales como la titina
(ocasionalmente llamada conectina) y la nebulina, que forman filamentos de fitina
y filamentos de nebulina. Los filamentos de fitina, estén estrechamente asociados
con los filamentos gruesos, v se extienden dentro de la banda |, insertdndose en
los discos Z Las moléculas de titina, sitdan a los filamentos de miosina en el
centro de la sarcdmerz vy jos anclan a la banda Z y probablemente las
propiedades elasticas de la titina puedan explicar en parte la relacién longitud -
tension de reposo del muscule esquelético Los filamentos de nebulina, se
encuentran estrechamente asociados con los filamentos delgados y se extienden
desde su insercidn en la linea Z hasta el extremo libre del filamento deigado,
determinando probablemente la longitud del filamento fino (Mattiazzi, 2000).

Se ha sugerido que las isoformas de troponina y de tropomicsina
probablemente estén implicadas en las diferencias de sensibilidad al Ca®* que

presentan las proteinas contractiles, en tanto que las isoformas de la titina podrian

12



determinar parte de las propiedades elasticas de las fibras en reposo (Schiaffino y
Reggiani, 1996).

Como se ha visto ia ulfra estructura y la composicion molecular de las
sarcomeras implica un alto grado de variabilidéd molecutar debido a la existencia
de varias isoformas en los componentes miofibrilares. La forma de expresion de
las isoformas mencionadas durante el desarrolio de un organismo probablemente
sea la determinante mas importante de las diferencias que se presentan en las
propiedades contractiles de los misculos esqueléticos.

Actualmente se sabe que los musculos de los mamiferos presentan al
menos nueve isoformas diferentes de las cadenas pesadas de miosina (MHC)
(véase Tabla 1). También se conoce que la expresion de las diversas isoformas
de MHC se encuentran asociadas a etapas especificas del desarrollo del
organismo. Por ejempio, las isoformas MHC-B (ienta), MHC—2A, MHC-2X vy la
MHC-2B son predominantes en los musculos esqueléticos de mamiferos adultos.
Mientras que las isoformas embrionaria {MHC-emb) y neonatal (MHC — neo) son
las predominantes en el mdsculo esquelético de animales durante su desarrolio
temprano {Brozanski et al ,1991).

Existen numerosas evidencias que hacen suponer que la diversidad
existente entre las isoformas de las cadenas pesadas de Ia miosina, pudiera ser la
principal determinante de las diferencias de la actividad ATPasa y de la velocidad
de contraccion que presentan las células musculares (considerando que a mayor
actividad ATPasica, fayor velocidad maxima de acortamiento). Ademas, también
se ha determinado que las isoformas de las cadenas livianas esenciales de la
miosina, también pudieran desempenfar un papel importante en la actividad
ATPasica de la miosina y en la velocidad de acortamiento en el musculo estriado
(Mattiazzi,2000). '



isoformas de las cadenas pesadas de miosina

mibi{embrionaria)
—qea (feonatal)
MHE — e - (extraocular)
MHE ~néo:( neonatal)

Tabla 1: Principales isoformas de las MHC identificadas en los mamiferos Pette v
Staron,1990; Schiaffino, y Reggiani,1996.

El papel del calcio en la contraccion muscular:

En todos los tejidos musculares el proceso contractil es iniciado cuando un
petencial de accién es transmitido a todas fas miofibrillas a través del sistema T
disparando la liberacion de Ca?*, lo que inctementa la concentracion de Ca* libre
en el sarcoplasma de la célula hasta alcanzar aproximadamente 10-"M a 10-5
M, concentracion a la cual se inicia el proceso contractil (Perry y Dhoot, 18980} Se
ha demostrado que la actividad del reticulo sarcoplasmico (RS) ejerce una
influencia definitiva sobre la contraccién y relajacion de un misculo esto es, de
presentarse cambios en Ja liberacion del i6n calcio y/o cambios en 1a actividad de
los canales de calcio en el RS se presentaran efectos significativos en las
propiedades contractiles del misculo esquelético (Danieli-Betto et al., 1995).

El modelo clasico empleado para explicar la regulacion de la contraccion
muscular nos dice que el papel del calcio es el de liberar un bloqueo o inhibicidn
preexistente, lo cual ocurre de la siguiente manera. Cuando el mdsculo esta en
reposo, el complejo troponina-tropomiosina cubre fisicamente el sitio activo de la
actina, bloqueande la interaccion entre la actina y la miosina
Cuando, la conceniracién intracelular del Ca?* aumenta, el caicio se une a la
troponina C. Esta unién produce un cambio conformacional en el complejo
tropenina-tropomiosina que determina el corrimiento de la tropomiosina. Este

corrimignto libera el bloguee del sitic activo y permite la interaccidon de la miosina
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y la actina, lo cual es posible gracias a que parte del calcio unido a la subunidad C
de la troponina induce cambios conformacionales en la carga de la molécula de
actina, de modo que quedan expuestos siete sitios receptores por cada molécula
de troponina unida a un idn calcio (Ganong, 1994) en los que se fijan las cabezas
de miosina, formando asi los puentes cruzados o transversos (Franzini-
Armstrong,1970; Kandel,1997; Huerta et al, 1988). Posteriormente cuando la
concentracion citoplasmica del calcio disminuye el musculo retorna a su estado de
relajacién Por otro lado, se ha demostrado que ofra de las funcicnes del calcio es
aumentar la velocidad con la que se forman los puentes cruzados durante la
cantraccién (Mattiazzi, 2000).

Existen evidencias que indican que las propiedades de liberacién de iénes
calcio del musculo extensor digitorum longus {rapido,EDL) se asemejan a las del
musculo soleo {lente) cuando aumenta la edad, lo que sugiere que este fendomeno
puede contribuir al incremento del tiempo de contraccién en el EDL observado
durante el envejecimiento (Danieli-Betto et al , 1995). Asimismo, se han reportado
alteraciones en la proporcion del tipo de fibras rapidas tipo 2A con el
envejecimiento que conduce a un perfil mayor de fibras lentas en los masculos de
las ratas con una disminucion en el nimero de fibras fipo 2B y un incremento de

las cadenas de miosina tipo 2X (Danieli-Betto et al., 1995).

Modelo mecanico del misculo esquelético:

A pesar de la gran diversidad de formas y tamanos de los miscules
esqueléticos, estos presentan un patron esfructural semejante De acuerdo con el
modelo visco-elastico de Hill (1938) se sabe que el musculo esquelético estd
formado por dos componentes mecanicos conectados en serie. El primero un
componente contractil, conformado por las propias fibras del masculo
(representado por las proteinas del mlsculo) y el segundo, un elemento elastico
constituido por los tendones y el tejido conjuntive que rodea a las fibras
musculares. Las propiedades del componente eldstico son al parecer similares en
los musculos rapidos y lentos (Close, 1964). El componente elastico puede a su



vez subdividirse en dos tipos, el componente elastico en serie y el componente
elastico en paralelo (véase Figura 5). De acuerde a este modelo fisico, para que
los misculos puedan ejercer tensidn sobre una articulacion es imprescindible que
los elementos contractiles ejerzan en primera instancia, una tensidn equivalente a
la fuerza necesaria para vencer la resistencia impuesta por el elemento elastico
(tension pasiva) y después ejercer tensidn sobre la articulacion (tension activa).
Por lo anterior, la manifestacidn de la tensidon durante una sacudida simple
depende en gran medida de las caracteristicas de los dos tipos de elementos,
esto es, mientras mayor sea el elemento elastico, mayor tension tendria que

desarrallar el elemento contractil (Aidiey, 1978).

El elemento contractil. Es el elemento que produce fuerza o tensibén
durante el periodo de actividad muscular pero durante el reposo es libremente
extensible y por lo tantc no ofrece ninguna resistencia al estiramiento,
estructuralmente estd constituido por las proteinas contractiles que conforman los
llamados filamentos finos y gruesos.

El elemento elastico en serie. Una parte de esta serie elastica es externa
al musculo (aproximadamente la mitad) y reside principalmente en los tendones.
Mientras que el resto esta ubicado en las células musculares mismas,
probablemente en los elementos producicres de fuerza, los puentes cruzados o
transversos {(Mattiazzi, 2000; Guyton vy Hall, 1998).

Elemento elastico en paralelo. El elemento elastico en paralelo recibe
asta denominacion porque, como su nombre o indica, esta dispuesto en forma
paralela al elemento contractil y al elemento elastico en serie, se encuentra
compuesto principalmente por la envoltura de tejido conectivo del mlsculo, pero
ademas es probable que otros componentes de la célula muscular {tales como el

hipotético filamento S) también estén involucrados (Aidley, 1978).
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Componente
elastico
en setie
Componente
elastico
en paralelo
Componente
contracti

Figura 5: Modelo mostrando la disposicidn del elemente contractil y el elemento eléstice ( Aidiey, 1978.)

Clasificacion y caracteristicas de las fibras musculares:

Los musculos esqueléticos en los mamiferos estan compuestos de
mezclas de diferentes tipos de fibras musculares {Goldspink, 1999). Tal vez por
esta razén, la clasificacion de los musculos estriados, ha sido historicamente
problematica (Brooke y Kaiser, 1270), como lo demuestra la existencia de varias
clasificaciones. Por ejemplo, mientras que las clasificaciones mas antiguas solo
dividieron a los musculos estriados por su coloracién como obscuros y palidos,
otras mas recientes han dividido a las fibras musculares por sus propiedades
enzimaticas y/o histoquimicas, en fibras fipo | y fibras tipo 2A y 2B {Brooke, y
Kaiser, 1970; Sjogaard &t al ,1978; Fleeter,1999). También han sido clasificadas
por sus caracteristicas contractiles -como: a) fibras oxidativas glucoliticas rapidas
{FOG) tambiéen liamadas de contraccién rapida pero resistentes a la fatiga, b)
rapidas glucoliticas (FG) o rapidas fatigables y c) fibras oxidati\}as lertas (SQO) ¢
de-contraccion lenta, poco fatigables, las cuales solo desarrollan de 1 a 10 % de
la fuerza que pueden desarrollar las fibras répidas glucoliticas (Philippl, vy
Sillau, 1994).



Las fibras oxidativas lentas (tipo [) contienen un gran nimero de
mitocondrias, y se requiere poco ATP para su mantenimiento, presentan tiempos
de contraccion prolongados y generan poca fuerza durante una sacudida simple.
Sin embargo, la fuerza desarrollada por estas fibras no decae al ser estimuladas
con trenes prolongados de estimulos, esto es, son “resistentes a |a fatiga” (Close,
1964, Burke et al., 1974; Goldspink, 1978; Squire, 1981). Por lo anterior, podria
decirse que las fibras musculares lentas se encuentran adaptadas para mantener
fuerza isométrica muy economicamente o bien llevar a cabo contracciones
isoténicas repetitivas en forma muy eficiente.

Las fibras musculares rapidas glucoliticas son reclutadas cuando se
requiere producir movimientos rapidos, que requieren mayor fuerza o cuando la
fuerza producida por las fibras lentas es insuficiente durante una contraccion
isométrica, debido a que éstas presentan un tiempo de contraccidn relativamente
breve (lo cual se ha asociado con altas concentraciones intracelulares de miosina-
ATPasa y de fosforitasas) y su metabolismo es glucolitico. La fuerza generada
durante la contraccidon de las fibras rapidas es hasta 100 veces mayor que la
producida por las fibras lentas, pero cuando se estimulan con trenes de pulsos, se
fatigan con mayor rapidez

E! grupe de fibras rapidas, resistentes a la fatiga, presenian
caracteristicas contractiles intermedias entre las fibras lentas y rapidas, pero la
duracion de su sacudida es ligeramente mayor que la de las fibras rapidas
fatigables. Estas fibras presentan una resistencia a la fatiga que se asemeja a la
de las fibras lentas. Durante la estimulacion repetitiva, las fibras rapidas
resistentes a la fatiga desarrollan mas fuerza que las fibras rapidas y que las
fibras lentas (Burke et al , 1974)

Dentro de los diferentes subtipos de fibras rapidas estan incluidas las fibras
2A las cuales son razonablemente rapidas y estan adaptadas para producir gran
cantidad de fuerza, y las fibras rapidas 2X no oxidativas que se fatigan
rdpidamente, estas Ultimas y las fibras 2A son los tipos de fibras rapidas de los
musculos del hombre. Mientras que otro tipo de fibras muy rapidas son las 2B las



cuales son el principal tipo de los misculos rapidos en los mamiferos pequefios
{Goldspink, 1999).

Entre las clasificaciones mas utilizadas se encuentra la propuesta por
Goldspink, (1980) en la que, en funcion de las caracteristicas contractiles y
diferencias metabdlicas de las fibras, distingue dos tipos basicos de fibras
musculares, que a continuacion se describen. Las fibras lentas o tonicas que
responden con sacudidas lentas y sostenidas, y las fibras de sacudida rapida o
fasicas llamadas asi porque responden a estimulos nerviosos dnicos con una
sacudida rapida. Estos dos tipos de fibras, estan presentes en todos los
musculos, pero la proporcién de ellas varia dependiendo de la funcién del
musculo, asi como del estadio de desarrolio, del estado patolégico, etc. (Huerta et
al. 1986}

Las fibras tonicas (lentas) Son caracteristicas de los misculos posturales
en oz mamiferos y otros animales, presentan inervacidn multi-terminal y
usualmente no muesiran una propagacién de potenciales de accidon, cuando son
estimuladas con un solo estimulo. En general poseen un metabolismo oxidative,
por 1o gue confienen un gran nimero de mitocondrias y altos niveles de enzimas
oxidativas y ademas son capaces de mantener tension isométrica de manera
prelongada {Aidley, 1978) ya que tienen una muy baja actividad especifica de la
miosina ATPasa {m-ATPasa) Ademas las fibras lentas confienen una gran
cantidad de mioglobina que les da su caracteristico color rojo oscure, tipica de las

fibras lentas.

Fibras fasicas lentas. Son fibras cuya contraccion es menos lenta que las
de las ténicas. A diferencia de estas dltimas, las fibras fasicas muestran
propagacién del potencial de accién, que provoca la sacudida muscular. Por lo
cual se les llama fibras lentas de sacudida, estas fibras generaimente son las
encargadas de mantener la postura y de ta realizacion de movimientos repetitivos
lentos, y usualmente contienen muchas mitocondrias y se fatigan lentamente. Las



fibras de sacudida lenta, también llamadas oxidativas, se caracterizan por
presentar un tiempo de contraccion prolongado y generar poca fuerza durante la
sacudida simple. Sin embargo, la fuerza que pueden desarrollar estas fibras no
decae al ser estimuladas con trenes prolbngados de estimulos, esto es "son
resistentes a la fatiga “. La resistencia a ia fatiga ha sido asociada a la presencia
de un nimero considerable de mitocondrias y a una baja tasa en la utilizacion de
ATP (Close, 1964, Goldspink,1978; Squire,1981).

Fibras fasicas rapidas glucoliticas: Este tipo de fibras poseen una alta
velocidad de acortamiento, y por lo tanto mayor actividad especifica de la ATPasa
de la miosina Estas fibras usualmente participan en la ejecucion de movimientos
rapidos, tienen pocas mitocondrias y altos niveles de glucdgeno y de enzimas
glucoliticas (Kandel, 1997 )

Fibras fasicas rapidas oxidativas: Estas fibras son similares a las
anteriores pero contlenen un mayor numero de mitocondrias, por lo que estén
aparentemente mas adaptadas para realizar movimientos rapidos de naturaleza
repetitiva y son utilizadas despues de la sacudida de las fibras de sacudida lenta
Debido a que contienen una mayor cantidad de mitocondrias, se fatigan mas

lentamente y se recuperan mas rapido despues del ejercicio {Goldspink,1980).
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Es importante destacar que en los misculos de la rata adulta las fibras del
tipo Il generan una fuerza especifica 1.5 veces mayor que las fibras del tipo |
(Prakash et al., 1993}). Incluso, se ha establecido en el musculo diafragmaético de
la rata {a existencia de un cuarto tipo de fibras (Il C), aunque la proporcién de
tales fibras es menor del 5%, por lo cual se piensa que las fibras 1IC, contienen
una mezcla de miosina rapida y lenta y se considera que sean solo una transicion

entre los tipos rapido y lento (Harrison et al.,, 1996; Sjogaard et al., 1978)

Propiedades mecanicas del misculo estriado:

El masculo esquelético sufre cambios profundos en la composicién de sus
sistemas contractiles, regulatorios y de produccion de energia durante el
crecimiento, particularmente justo antes del nacimiento y durante la vida postnatal
temprana {Goldspink y Ward, 1979). En este sentido se ha observado que los
perfiles, ultraestructural y metabdlico, de las fibras del mulsculo esquelético
cambian durante el desarrollo. Por ejemplo, la densidad de mitocondrias y el
sistema de tubulos transversos decrece entre la décima y quincuagésima semana
después del nacimiento y la actividad de las enzimas glucoliticas y oxidativas
también puede cambiar durante el crecimiento bajo la influencia de factores
neuroldgicos, hormonales o medicambientales (Takekura et al. 1994). Por ofro
lado, se ha considerado que las propiedades contractiles de un musculo dado
estan relacionadas en forma primaria con la actividad de la miosina ATPasa,
sobre todo en el caso de las fibras de contraccién rapida. Aungue esta afirmacion
no parece ser tan cierta para todas ias propiedades contractiles de los mdscules
esqueléticos, como por ejemplo en el tiempo de contraceién o el tiempo al pico de
una sacudida isometrica, ya que también otros elementos adicionales en las fibras
musculares {la presencia de uno u otro tipo especifico de isoformas de troponina)
pedria influir en las propiedades contractiles, ademas de otros factores como el

nivel de bombeo y secuestro de iones calcio, |a actividad de la ATPasa-Ca2* vy
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cambios en la composicion del reticulo sarcoplasmico pueden correlacionarse con
alteraciones de las propiedades contractiles (Pette y Staron,1990).

Los masculos en general pueden contraerse de dos maneras 1)
contraccion isométrica: En este tipo de contraccion, el masculo no cambia de
longitud pero desarrolla una gran cantidad de fuerza (por ejemplo al sostener un
objeto pesado, ver Figura 8 A). 2} Contraccion isotdnica: En este tipo de
contraccion ef musculo cambia de longitud pero no desarrolla gran fuerza (por
gjemplo al mover la articulacion de un brazo, ver Figura 6 B) Por ello, la
contraccion isométrica es caracteristica de musculos encargadoes de mantener la
posicion corporal constante, mientras que la contraceion isoténica es tipica de los
muisculos cuya funcién es desplazar articulaciones (Aidiey,1978)
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Figura 6: Muestra las caracteristicas generales de los registros de los dos tipos de contraccion que
es capaz de realiza el musculo esquelético
hitpstiwww.eci.sdsu.eduffaculty/paul Paolinifpppflecture18sld027.htm

La respuesta del musculo a un estimulo eléctrico tnico, se llama sacudida
simple Como se ve en la Figura 6 el registro de una sacudida simple de
fipo isométrico muestra una fase de contraccién inicial (incremento de la tension),
seguida de una fase de relajacién (caida de la tension), tras la cual se restablece
la tension basal (Keynes y Aidley, 1985) En algunos mamiferos, 105 masculos de

las extremidades son uniformemente lentos al momento del nacimiento, pero
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estos musculos se diferencian durante el desarrollo hasta que en el estadio adulto
se encuentran ya diferenciados en mQsculos rapidos y lentos, estas dos clases de
musculos, han sido clasificados en base a las diferencias en los tiempos de
contraccién y relajacion de la respuesta isométrica. Por ejemplo, en los animales
adultos los misculos lentos desarrollan sacudidas con tiempos de contraccion y
tiempos medios de relajacion que son dos o tres veces mayores que los de los
musculos rapidos. Se ha sugerido (Close, 1964) que tales diferencias en la forma
de la sacudida isométrica, no se deben a diferencias en las propiedades del
compcnente mecanico pasivo tales como la serie de elementos elasticos, lo cual
podria sugerir, gue los procesos de diferenciacién seguramente incluyen cambios
tanto en el estado activo de Hill (véase mas adelante), como en la fuerza
desarrollada por los elementos contractiles (Close,1964)

La respuesta mecanica a la estimulacion repetitiva se caracteriza por la
suma de las sacudidas simples, es decir, la aplicacion de estimulos repetidos
puede causar la fusidn de la respuesta mecanica ya que en esa condicidn la
relajacién es incompleta. Este fendmeno recibe el nombre de sumacidn tetanica o
tétano (véase Figura 7). Dicho en otras palabras, si se estimula el misculo
durante la fase de relajacion de una respuesta contractil, antes de que alcance la
tension basal, el misculo responde desarrollando tensién nuevamente de modo
que se produce otra respuesta antes de concluir la anterior, fusionandose las
respuestas. Mientras mas alta sea la frecuencia de estimulacién mayor sera la
tensién desarrollada por el musculo y menor el tiempo de separacion entre las
contracciones, produciendo en un registro de respuesta mecanica una curva
hiperbdlica continua que indica la fuerza maxima que un musculo puede ejercer
(Aidley, 1978).

La fatiga muscular se ha definido como la imposibilidad de un musculo
para mantener un tétano, o como una falla para mantener la fuerza en
contracciones repetidas (Lee, 1994). Asimismo, el indice de fatigabilidad de un
musculo es un indice de la disminucion en la cantidad de energia disponible para
la contraccién (Russell et al., 1984). Los musculos de sacudida tonica, a
diferencia de los de sacudida fasica, presentan un indice de fatigabilidad menor
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debido a su mayor eficiencia energética lo que probablemente esta relacionado

con una menor actividad especifica de la miosina ATPasa (Aidley, 1978)
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Figura 7: Mostrando el esquema de una sumacion tetanica y un tétano.

tomado de hite:ftwww.scisdsu.edufaculty/paul Paclini/pppiiecture18sld027.htm

La capacidad del componente contractil de desarrollar fuerza o acortarse a
diferentes fiempos después de un estimulo se conoce como estado activo, de
acuerdo con el modelo de Hill, (1938), la diferencia de tension desarroliada entre
una sacudida simple y un tétano resulta del estiramiento del elemento elastico en
serie¢ durante la fase de aumento de la fuerza. De modo que, a medida que
aumenta la fuerza del elemento elastico, disminuye la velocidad de acortamiento
del elemento contrictil, asi cuando el elemento elastico en serie esta totaimente
estirade, la transmisién de la fuerza desarrollada por el elemento contractil es
instantanea. Otros autores también han propuesto que el estado active pudiera
reflejar indirectamente la concentracién de calcio del reticulo sarcoplasmico o que
los cambios de concentracion reflejasen los cambios del estado active (Segura,
1993).
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Tecria del deslizamiento de los filamentos:

Para explicar el desarrollo de tensidon que genera un misculo durante la
contraccion, Huxley y Niedergerke propusieron en 1954, que el acortamiento de
las fibras musculares resulta del movimiento de los filamentos finos scbre los
filamentos gruesos, hacia el centro de la sarcdmera, por lo cual el misculo se
acorta sin que la longitud de los filamentos individuales se modifique, esta
propuesta se conoce como la teoria del deslizamiento de los filamentos, (véase
Figura 8) (Schutt y Lindberg, 1993 , Huxley, 1974).

La teoria del deslizamiento de los filamentos propone que durante el
procesc de la contraccion muscular los puentes cruzados que sobresalen
transversalmente de los filamentos gruesos (formados por la cabera de miosina)
se unen al filamento fino a través de un sitic activo localizado en {a actina, en una
posicion de 90 grados, y cuando el masculo desarrolla tensién, astos puentes
giran su €je a una posicion de 45 grados, de modo que desarrollan traccion sobre
el filamento fino, el cual se desliza sobre el filamento grueso hacia la zona media
de la sarcomera Esta teoria predice que las fuerzas contractiles pueden ser
linealmente proporcionales al nimero de puentes transversos {Kandel, 1997,
Huerta et al, 1988) Posteriormente, el puente cruzado se separa del filamento
fino para voiver a unirse a otro punto del filamento. Los puentes ¢cruzados de las
mitades opuestas giran en direccidn contraria y de esta manera, acercan a cada
mitad de la sarcémeta hacia el centro (véase figura 9). Un ciclo (nico de unién —
rotacién — desunidn, produce un movimiento relativa, de los dos filamentos de
aproximadamente 100 A, Si todos los puentes cruzados de un muscuio
cumplieran un solo ciclo, el mdsculo se acortaria aproximadamente 1 % de su
longitud, los puentes cruzados cumplen en realidad varios ciclos durante la
contraccién lo que explica que el misculo pueda acortarse mas det 50 % de su

longitud en reposo (Mattiazzi, 2000)
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Cuando una molécula de ATP se une a un sitio particular de la cabeza de
miosina, inhibe la unién de la cabeza de miosina a la actina, hasta que la miosina
por su actividad ATPasica desdobla el ATP. Sin embargo, los productos del
desdoblamiento del ATP ( ADP + Pi ) no se disocian inmediatamente por lo que se
forma un complejo intermedio miosina-ADP—Pi vy la subsecuente disociacion del
ADP y el Pi de ia miosina ocurre muy lentamente . La afinidad de la miosina por el
ATP es muy grande, por lo que en condiciones de reposo cada puente cruzado
tiene unida una molécula de ATP ¢ los productos del desdoblamiento del ATP
(miosina ~ADP — Pi). El tercer paso, en esta secuencia es la union del complejo
miosina — ADP — Pi, con la actina que da lugar a la formacion del denominado
complejo active (Actina—Miosina-ADP-Pi). La union de Ia miosina y la actina
constituye una unidn débil en la que no hay produccion de fuerza, la interaccion
de la actina con la miosina, activa a la ATPasé de la miosina, promoviendo asi la
liberacion del fosfato de alta energia del ATP, la liberacién del Pj determina una
unién fuerte de la micsina a la actina que se acompafia de un cambio en la
posicidn del puente cruzado, provocando el deslizamiento del filamento fino sobre

el grueso
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Figura 9 Muestra el movimientc de los puentes cruzades, que provaoca el
deslizamiento de los filamentos delgados hacia el centro de la sarcomera
Tomado de http.iwww.sci sdsu.eduffaculty/pau! Paolini/pppliecturet 8s1d07.htm

Desarroilo ontogénico del misculo esquelético:

La mayoria de los misculos esqueléticos de los mamiferos se derivan de
células del mesodermo paraxial, a excepcién de algunos masculos de la cabeza,
los cuales se forman a partir de células del mesodermo precordial (Buckingham,
1994). Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario de los mamiferos
se establecen en cada una de las somitas, dos linajes de células miogénicas que
daran origen en etapas posteriores a un grupo de células mononucleadas
llamadas mioblastos.

A partir de un linaje de céiulas que se establece en fa region dorsomedial
de las somitas, se originaran los misculos paraxiales y a partir de otro linaje de
células, establecidas en la region ventromedial de las somitas, se produciran olas
sucesivas de migracion celular, dirigida hacia algunos sitios especificos del
embridn, en donde se diferenciardn y originardan en etapas posteriores del
desarrollo, los primordios musculares de los miembros pélvicos y tordcicos
{Ordhal y Le-Duarin,1992). De manera general, cuando una linea de mioblastos
se fusiona forma una fibra muscular en la que muchos mioblastos pueden

permanecer latentes, los mioblastos en ese estado son llamados células satélite
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(Winick y MNoble, 1966). Estas células son muy importantes en el desarroflo y
mantenimiento de la fibra muscular ya que mientras algunas células satélite en
etapa de proliferacion se fusionan y se asocian con la fibra muscular y
contribuyen a incrementar el nimero de ndcleos de la fibra, algunas otras células
satélite permanecen como células miogénicas pluripotenciales, localizadas entre
la membrana basal y la membrana celular de la fibra manteniendo su capacidad
de proliferacion y fusién para eventualmente formar nuevas fibras musculares,
cuando ello fuese requerido (Schiaffino y Reaggiani,1998)

A partir de algunas evidencias experimentales se ha establecido que los
musculos estriados de los mamiferos presentan un desarrotlo bifasico (Wilson et
ai.,1988). Durante la primera fase del desarrollo cuando los mioblastos se
encuentran ya establecidos en sus sitios de diferenciacion, éstos entran en una
etapa de proliferacion para luego fusionarse en un sincisic multinucleado que da
origen a celulas alargadas y multinucleadas que reciben el nombre de mistubos
primarios (fibras musculares inmaduras), los cuales forman inicialmente el
esqueleto celular. Posteriormente, la parte medial de los mictubos primarios
recién formados da origen a otras estructuras tubulares llamadas miotubos
secundarios, {que proporcionan el volumen principal del muscule) los cuales
crecen en forma longitudinal y rodean los miotubos que les dieron origen hasta
alcanzar y eventualmente conectarse con los tendones de los mlsculos (Wilson et
al., 1988)

También cabe mencionar, que los miotubos primarios (mioblastos) de la
primera generacion son los que definen la forma, origen e inserciones de los
musculos y que estos tienden en general a formar fibras musculares lentas.
Mientras que los mioblasics de migraciones subsecuentes en general tienden a |
formar fibras musculares rapidas (Vanswearingen y Lance-Jones, 1995). Diversos
autores han mostrado que el namero de fibras de los misculos de los mamiferos
ya no se incrementa después de que la diferenciacidn embrioldgica de los tejidos
ha terminado. También se ha observado que aunado al aumento de didmetro que
sufren las fibras musculares durante el crecimiento postnatal, también se produce
un incremento en la longitud de las fibras, el cual se encuentra asociado a un
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incremento en el nimero de sarcomeras de las mioftbrillas (por ejemplo, se ha
reportado que en el musculo soleo, el nimero de sarcémeras localizadas en las
miofibrillas puede incrementarse durante el desarrollo de 700 a 2200 unidades).
Algunos autores, sugieren que las nuevas sarcémeras se adicionan en las
miofibrillas a to largo de algunos puntos de su longitud, mientras que otros afirman
que el incremento en longitud de la fibra se produce por la adicidon seriada de
sarcomeras en la parte final de las miofibrillas preexistentes (Goldspink 1980;
Stickland et al , 1975).

El desarrollo ontogénico normal de un musculo puede ser afectado por
varios factores, por ejemplo se ha reportado que el namero de miotubos
secundarios en los musculos répidos puede ser reducido significativamente por la
desnutricién (Wilson et al, 1988) aunque también se sabe que el desarrollo de los
musculos puede ser afectado durante su diferenciacion por otras variables como la
pardlisis, la desnervacion {Redenbach y Bressler, 1988; Harris et al, 1989), o por
alteraciones hormonales tales como el hipotiroidismo (Wilson et al ,1988).
Contrariamente a lo que ocurre con los miotubos secundarios, los efectos
producidos por la desnutricidn sobre el nimero de miotubos primarios al parecer
no son significativos, por lo cual los musculos lentos constituidos principalmente
por fibras lentas tipo | derivadas de los miotubos primarios no resultan afectados
de forma significativa por la desnutricion. En cambio los muscutos rapidos de los
adultos constituidos predominantemente por fibras de! tipo Il que se originan
tanto de miotubos primarios como de secundarios, resultan afectados en forma
irreversible por la desnutricion (Prakash et al ,1993)

El desarrollc del musculo esquelético se caracteriza por ia diferenciacion
embrioldgica y neonatal de generaciones sucesivas de fibras musculares. Esta
diferenciacion esta representada por diferentes patrones de expresidn de las
isoformas de las cadenas pesadas de miosina que al parecer determinan en
forma muy importante las caracteristicas fisiclogicas y bioquimicas de los
muasculos esqueléticos Por ejemplo, el patron de fibras musculares de los
misculos de las extremidades pélvicas de la rata durante el estadio embrionario,
fetal y perinatal temprano, esta representade por fibras lentas que presentan un
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patrén de isoformas de las cadenas pesadas de miosina del tipo MHC-emb

"Bflenta y MHC-B/lenta-neo (véase Figura 10), mientras que duranie la tercera y
cuarta semana de vida postnatal se ha determinado que ocurre la diferenciacion
de estas isoformas embrionarias y neonatales a las iscformas B/lenta tipica de la
primera generacién. De igual manera las fibras de la segunda generacién
derivadas de las forma embrionaria o embriogénica neonatal pueden diferenciarse
hasta las formas MHC-B/lenta, 2A, 2X y 2B Inclusive las isoformas ya
diferenciadas son capaces de reconvertirse entre ellas mismas durante etapas
postnatales como resultado de diversos factores tales como modificaciones
harmonales, nutricionales, desnervacion, intensidad del ejercicio fisico, etc (De
Nardi et al., 1993, Schiaffino y Reggiani, 1996).

La forma de expresion de las isoformas de las MHC, menciocnadas
anteriormente, ha permitido proponer que las propiedades contractiles de algunos
musculos pueden cambiar durante el desarrollo postnatal, desde misculos
tipicamente lentos a masculos rapidos. De &sa misma manera ocurre con algunos
musculos de las extremidades posteriores de las ratas los que en el estadio
perinatal de desarrollo, presentan caracteristicas predominantemente de miisculo
lentos y posteriormente entre las primeras tres o cuatro semanas de vida se
diferencian en musculos tipicamente rapidos. Este fendmeno puede ser

modificado por algunos de los factores que se mencionan previamente

Hay evidencias inmunohistoquimicas que indican que la expresion de las
cadenas pesadas de miosina (MHC } en los musculos lentos v rapidos, ocurre de
forma secuencial durante el desarrollo de los musculos en los mamiferos Esta
expresion secuencial parece ocurrir en las fibras musculares lentas y répidas de la
rata de acuerdo a la secuencia mostrada en la Figura 10,

En la actualidad, se conoce que el crecimiento del misculo esquelético
ocurre mediante dos procesos acoplados entre si, el primero resulta de un
incremento en el nimero de células preexistentes, llamado hiperplasia muscular
El segundo, por un aumento del tamafio de las células, producto de la hiperplasia,

que recibe el nombre de hipertrofia muscular . El primer fendomenio, la hiperplasia
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se produce en el estadio de células precursoras mononucleadas (mioblastos)
mientras que la hipertrofia se produce mas farde durante el estadio de célula
multinucteada (Brameld et al., 1998). Asimismo, también debe considerarse que
las fibras musculares pueden incrementar su nimero cuando alcanzan un cietto
volumen y tamafc criticc y comienzan a dividirse en forma longitudinal,
ocasionando una subdivision de la masa miofibrilar que permite que sean
aftadidas nuevas sarcomeras a lo largo de 1as miofibrillas, las fibras musculares y
el musculo (Goldspink, 1977).

Desde el punto de vista mecéanico, se ha encontrado que durante el
desarrollo ontogénico, se producen cambios en la actividad contractil del mdsculo
esquelético. Close, {1984 y Clese y Hoh, 1972) ha reportado que durante el
desarrollo posnatal temprano de la rata todos los musculos de las extremidades
pélvicas presentan tiempos de contraccién similares, pero que éstos se modifican
en las primeras cuatro semanas de vida postnatal en el momento en que se
produce la diferenciacidn de tos misculos a sus formas rapidas o lentas (de tipo
aduito). También se ha reportado que enh los animales adultos los muasculos lentos
pueden desarrollar sacudidas que presentan tiempos de contraccion y de
relajacion 2 6 3 veces mayores que los de musculos rapidos (Close,1964). Al
parecer la velocidad de contraccion de un musculo completo refleja en forma
indirecta el nimero y la proporcion relativa del tipo de fibras que contiene. Estas
fibras pueden ser, fibras de sacudida rapida o fibras de sacudida lenta. El EDL
tiene una mayor proporcion de fibras del tipo Il y por lo tanto se contrae y relaja
rapidamente, mientras que el s6leo es lento para contraerse y relajarse debido a

gue tiene una mayor proporcion de fibras tipo | (Wareham et al , 1882).
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PRIMERA GENERACION SEGUNDA GENERACION

l

embriogénica
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lenta - B : - pflenta <> 2A > 2X <> 2B

Figura 10: Muestra las dos etapas de diferenciacién de los diversos tipos de fibras de un misculo
esqueletico de rata basado en la expresion de las isoformas de las cadenas pesadas de miosina
{MHC). La primera que ocurre durante el estadio fetal muestra la diferenciacion de las iscformas
Gfienta v neonatal Y la segunda que ocurre durante la etapa neconatal v se caracteriza por la
aparicidn de las isoformas 2A, 2X y 2B De Nardi et al, 1893; Schiaffino y Reggiani, 1996
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ANTECEDENTES

Existe una gran variedad de mdsculos en los vertebrados, la cual se deriva
de su localizacion corporal, de la funcidn que desempenan y de la composicion de
los distintos elementos musculares gue los conforman. Tal heterogeneidad (ninglin
musculo es similar a otro, ya sea en forma o funcidn) plantea un reto para la
comprension de las propiedades funcionales de los masculos. Par lo anterior, la
investigacion sobre la expresion fenotipica y ia fisiologia de las fibras del musculo
esquelético, durante los diversos estadios del desarrcllo de los organismos y bajo
distintas condiciones de normalidad o patolégicas, adquiere una gran importancia
{Pette y Staron,1990).

A pesar de que actualmente se cuenta con un considerable cimulo de
evidencias morfologicas, fisiologicas, bioquimicas y conductuales sobre los
posibles efectos que genera la desnutricidon en distintos érganos y tejidos
corporales (Morgane et al 1992,1993), paraddjicamente y a pesar de que el tejido
muscular sea uno de los mayormente afectados (Brozanski et al., 1993; Harrison
et al , 1996, Desai et al., 1996, Smart y Bed], 1982), existen muy pocas evidencias
experimentales que establezcan las alteraciones que genera una deficiencia
almenticia, en cantidad y/o calidad, sobre las propiedades funcionales de los
musculos esqueléticos (Wareham et al,, 1982; Bissonnette y Jeejeebhoy, 1998;
Prezant et al, 1994, Krishnamurthy et al., 1992). En este sentido, cabria resaltar
gue en la mayoria de los estudios que se han orientado para el analisis de los
efectos de fa desnutricion o la malnutricidon sobre los misculos esqueléticos, se
emplean animales adultos (Wareham et al., 1982; Prakash et al, 1993). En la
mayoria de tales estudios se ha determinado que los musculos presentan una
notoria pérdida de peso y volumen, asi como alteraciones en la respuesta
contractil (incremento en la duracion de la contraccion y resistencia a la fatiga;
véase: Prezant et al , 1984), mientras gue en unos muy pocos estudios se utilizan
animales en distintas etapas de desarrollo postnatal (véase: Segura, 1993)
También es importante destacar que la mayoria de los estudios realizados sobre o

bien muchos de estos estudios han sido abordados desde el punto de vista



histolagico o bioquimico (Ward y Stickland, 1993; Bissonette v Jesjeebhoy, 1998;
Rowe y Goldspink, 1969; Ilhemelandu, 1983)) y practicamente no existen en la
literatura estudios de indole fisiolégico o funcional orientados al analisis de los
efectos que ejerce la desnutricién sobre las propiedades contractiles de los

misculos esqueléticos (véase: Segura, 1993)

En un estudio previo realizado en nuestro laboratoric (Segura, 1993), se
observé en ratas de cuatro edades diferentes (21, 23 25 y 27 dias de edad )
sometidas a desnutricidn neonatal (mediante hacinamiento de 14 crias
por camaday), que la respuesta mecanica provocada por estimulos Onicos o trenes
de pulsos aplicados directamente al musculo gastrocnemio-soleo {GS, musculo
mixto), mostraban incrementos significativos en los tiempos de contraccion y de
relajacién y una reduccion en la frecuencia de fusién de la respuesta mecanica,
con respecto a los musculos GS de animales control (8 crias por camada)
Asimismo, se cbservd gue la fuerza por gramo de tejido humedo desarrollada por
el miscule GS durante la sacudida tetanica, era mayor en los animales
desnutridos que en los control De los resultados obtenidos se consideré que los
musculos GS de animales desnutridos presentaban una mayor proporcion de
fibras de sacudida lenta que el de las ratas confrol y que fa mayor respuesta,
provocada durante el tétano, podria deberse a cambios en el metabolismo
energético muscular Esto dlitime fue carroborade en el mismo estudio (Segura,
1993) al observar un incremento significativo en la actividad de la enzima
creatina-cinasa, la cual forma parte importante del metabolismo anaerébico para
ta produccién de ATP (Walliman et al.,, 1992). Sin embargo, debido a que el
musculo GS en el animal adulto estd conformado por una mezcla de fibras de
sacudida lenta y de sacudida rapida, en ese estudio no fue posible determinar el
tipe de fibra muscular que fue mayormente afectada por la alimentacion
deficiente. Por ello, en el presente proyecto consideramos analizar las posibles
alteraciones que produce la desnutricién perinatal sobre las propisdades

contractites de muosculos que en el adulto poseen predominancia de fibras



rapidas, como es el caso del mascuio EDL y de masculos con predominancia de

fibras lentas, como el masculo soleo.

Caracteristicas generales de los misculos empleados:

Mdsculo extensor largo de los dedos (EDL}

E!l musculo extensor digitorum longus o extensor largo de los dedos (EDL),
es un muasculo pinado, fusiforme, frecuentemente utilizado en experimentacion
como representative de un. musculo de sacudida rapida (Wareham, et al 1982,
Rosenblueth et al,,1978). Las fibras musculares de! EDL se originan de un tenddn
unido al epicondilo lateral en la parte distal dei fémur En el tobille, las fibras
musculares del EDL se dividen en 4 grupos y cada grupo se une a un tendon
separado Cada tenddn pasa a tfravés del ligamento anular y calcaneo, y-
postariormente se insertan sobre la falange distal de los cuatro ortejos de la pata
(2°, 3°, 4° y 5° ortejo) Este musculo recibe su principal aporte sanguineo a partir
de la arteria tibial anterior (Balice-Gordon y Thompson., 1988).

‘Ei netvio del EDL, en la rata, es una rama del nervio peroneal comun, este
nervio (det EDL) se bifurca en dos ramas. La rama K, |a cual inerva las fibras de la
mitad anteromedial del muasculo. Mientras que la rama F inerva las fibras
localizadas en la regibn postero-lateral (Balice-Gordon,1988). Los axones
eferentes del nervio EDL provienen de motoneuronas localizadas en los

segmentos L4, L5 y 51 de la medula espinal.
Masculo soleo

Es un masculo caracteristico de sacudida lenta, de tipo antigravitatorio
cuya funcidn es -basicamente postural y de flexidn plantar (Westerga vy
Gramsbergen, 1994) Se encuentra formado predominantemente por fibras del
tipo | {Syrovi y Gutmann, 1977, Howells y Jordan,1978) y tiene su origen en la
tinea soleal superior de la tibia para insertarse posteriormente en el calcaneo, a

través de la porcion medial del tenddn calcaneo, su funcidn principal es la flexion
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ptantar. Su aporte sanguineo proviene principalmente de algunas ramas de la
arteria poplitea y de ramas de la arteria peroneal posterior ademas de algunas
ramas de la arferia tibial Su inervacidon se realiza principalmente a través del
nervio tibial y por nervios de las raices sacras S1y S2 de la médula espinal.
En la rata recién nacida las fibras de los misculos de las extremidades
posteriores presentan caracteristicas contractiles semejantes a las fibras de
sacudida ienta, presentes en el animal adulto (Close, 1964, Pette y Vrbova,1985),
y la diferenciacion muscular se lieva a cabo en las primeras tres o cuatro semanas
de vida postnatal (Navarrete y Vrbova,1993; Pette y Vibova, 1985). Diversos
investigadores han mostrado gque durante la diferenciacion muscular ocurren
cambios de gran importancia a nivel inmunochistoquimico (Kelly y Zaks, 19689;
Rubinstein y Kelly, 1981, Botinelli et al ,1991), energético (Eppenberger et al.,
1964, Hall y Deluca, 1975; Morris et al., 1978) y mecanico (Close y Rhot, 1972)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Se sabe que la desnutricidn ejerce mdliiples efectos sobre diversos
organos y tejidos de los sergs vivos pero paraddjicamente, a pesar de gue «f
tejido muscular esquelético es une de los tejides mas afectados por esta
patoiogia, existen en la acfualidad pocas evidencias experimentales, y falta de
consenso sobre las alteraciones que genera una deficiencia alimenticia en
cantidad yfo calidad, sobre las propiedades contractiies de los miusculos
esqueléticos. También cabe resaltar que la mayoria de los estudios realizados
han sido abordados desde el punto de vista histoldgico, bingquimico y/o conductual
y se han llevado a cabo en animales adultos por lo que practicamente no existen
evidencias experimentales que describan el efecto de la alimentacion perinatal
deficiente sobre las distintas etapas del desarrollo muscutar. Por lo cual, resulta
imprescindible incrementar la investigacion sobre la fisiclogia de las fibras det
musculo esquelético, durante los diversos estadios del desarrollo y bajo distintas
condiciones de normalidad ¢ patolégicas para determinar con mayor claridad los
efectos que produce la desnutricién sobre las propiedades contractiles de los

musculos esqueléticos vy asi contar en un future con el conocimiento suficienie
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para establecer procedimientos apropiados para reducir o abatir las alteraciones
producidas por este problema de salud publica que hoy en dia sufren mas de mil

millones de personas en el mundo.

HIPOTESIS:

Es conocido que la diferenciacian de los misculos esqueléticos de la rata
ocurre en las primeras cuatro semanas de vida y que el correcto desarrollo de este
proceso determina en forma importante las propiedades funcionales del muscuto
esquelético en el estadio adulto, tambien se sabe que ta desnutricidn perinatal,
disminuye la masa corporal y probablemente afecte las propiedades contractiles
del musculo esquelético. Por lo cual se espera que la desnutricion perinatal
provogue en los musculos esqueléticos con predominancia de fibras rapidas ¢
lentas de las ratas: 1) Una disminucién de la masa muscular, 2) Una disminucion
de la capacidad de los musculos para generar tension, y 3) Disminuya la
capacidad de los mlsculos para responder a los estimulos sucesivos (por ejemplo:
durante 'a sacudida tetanica) lo podria resultar en un incremento de la fatiga

muscular,

OBJETIVO GENERAL:

El presente estudic pretende caracterizar las posibles alteraciones que
produzca una ingesta perinatal insuficiente de alimento (desnutricion) sobre la
mecanica contractil de misculos esqueléticos lentos y rapidos durante distintos

estadios del desarrollo postnatal de la rata.

METAS:

- Determinar las alteraciones que produce una alimentacién deficiente en cantidad

{durante la gestacion, Ia lactancia y el post-destete) sobre el desarrollo postnatal
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produzca una ingesta perinatal insuficiente de alimento (desnutricion) sobre la
mecanica contractil de misculos esqueléticos lentos y rapidos durante distintos

estadios del desarrollo postnatal de la rata.

METAS:

- Determinar las alteraciones que produce una alimentacién deficiente en cantidad

{durante la gestacion, Ia lactancia y el post-destete) sobre el desarrollo postnatal
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para establecer procedimientos apropiados para reducir o abatir las alteraciones
producidas por este problema de salud publica que hoy en dia sufren mas de mil

millones de personas en el mundo.
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esquelético en el estadio adulto, tambien se sabe que ta desnutricidn perinatal,
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de las propiedades contractiles de los musculos soleo {lento) y Extensor digitorum
longus (rapido) de la rata
- Establecer los posibles cambios que induzca la desnutricién perinatal en los
procesos de diferenciacion muscular que ocurren durante el desarrotlo postnatal
de la rata.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Para caracterizar las posibles alteraciones que produce la desnutricion en
tos muscuios esqueléticos estudiados, se pretenden alcanzar los siguiente

objetivos particulares

1} Determinar las posibles alteracicnes que induce la desnutricion perinatal en el
peso corporal y en el peso de los musculos EDL y séleo de ratas con distintas
edades postnatales (15, 25, 35, 60 y 90 dias de vida postnatal).

2) Establecer las posibles alteraciones que produce una alimentacion perinatal
deficiente en cantidad sobre la tensién desarrollada por gramo de tejido durante la
contraccién isométrica simple

3) Determinar los efectos de una dieta insuficiente en cantidad {desnutricién)
sobre el curso temporal de la sacudida simple (tiempo al pico y tiempo de
relajacion) de los musculos EDL y soleo de ratas con distintas edades postnatales.
4) Determinar las posibles modificaciones que provoca la desnutricion perinatal
sobre la respuesta tetanica (tensidn desarrollada y frecuencia de fusion) de los
musculos EDL y soleo, en ratas con distintas edades posthatales.

5) Establecer, los efecios de la desnutricién perinatal en el indice de fatigabilidad
(porcentaje de disminucion en la tensidon muscular tetanica a los 10 seq. de
estimutacion) de los musculos EDL y soleo de ratas controles y desnutridas de las

edades mencionadas.
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METODOLOGIA:

Para alcanzar los objetivos previamente planteados, la fase experimental

que comprende gl presente estudio se realizé en las instalaciones del laboratorio
11 del Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias, del CINVESTAV,

1PN a cargo del Dr. Ismael Jiménez Estrada.

Método de desnutricion perinatal:

Los experimentos fuercn realizados en ratas macho de la variedad Wistar

{del bioterio general del CINVESTAV) sometidas a distintas condiciones de

alimentacién perinatal. Para ello un lote de hembras (de entre 250 y 300 gramos)

fue dividido al azar en dos grupos

a)

b)

Grupo de animales control. Las ratas madre y las crias de este grupo
tuvieron libre acceso al agua vy al alimento (Formulab 5008, Lab diet) durante
toda la fase experimental.

Grupo de animales desnutridos. Desde 3 semanas antes del apareamiento y
durante los periodos de gestacion y lactancia, las ratas madre de este grupo
fueron alimentadas con el 50 % de ia cantidad de alimenio que en promedio
ingerian las ratas hembra control (Bedi, 1994} a partir del destete (dia 21 de
vida), fas crias fueron alimentadas con el mismo régimen alimenticio que
recibieron las ratas madre.

Todos los animates tuvieron libre acceso al agua y en el dia del parto (dia
cero postnatal) se ajustd a nueve el nimero de crias por camada A partir del
nacimietito, cada ocho dias se determind el peso corporal de cada una de las
crias hasta el dia en que se realizd el experimento agudo (registro de la

actividad contractil del musculo)
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Mecanica contractil:

Procedimientos generales.

El registro de la actividad contractil de los muasculos EDL y sbleo de crias
control y desnutridas se efectud in vivo a los dias 15, 25, 35, 60 y 90 de vida
postnatal, lapsc de tiempo que .incluye el periode en que se complefa la
diferenciacion de las fibras musculares (Close, 1964). Los animales fueron
anestesiados mediante la aplicacién intraperitoneal de uretano SIGMA (1.6 g/kg de
peso; Komisaruk et al., 1972) y se expusieron los musculos mediante incisiones
longitudinales realizadas en la piel de las extremidades posteriores y se
identificaron los misculos EDL y sdleo siguiendo las indicaciones anatdmicas de
Popesko, et al., {1990), teniendo especial cuidado en mantener intacta la
circulacion sanguinea del tejido expuesto durante todo el experimento. En su
oportunidad, £l tenddn distal de cada uno de los musculos fue atado con un hilo
resistente e indeformable a un miografo isométrico (Grass, FT 03B). Para evitar en
lo posible la generacion de artefactos de indole mecanica durante el registro, tanto
la pel\}is como la parte distal de la tibia fueron fijadas firmemente a una tabla de
diseccion con alfileres de acero inoxidable. Asimismo, los mdsculos se
mantuvieron en un ambiente himedo durante las fases experimentales de
diseccion y registro, mediante la aplicacién continua de solucién salina isotonica
preparada en nuestro laboratorio (cloruro de sodio 0.9 %) a una temperatura de 37
1 °C. Al finalizar el experimento los animales fueron sacrificados por dislocacion

cervical.

Estimulacién y registro:

Para provocar |la respuesta contractil de los muscuios EDL y soleo de las
ratas control y desnutridas, se utilizaron electrodos de estimulacidon colocados

sobre la superficie de los misculos, & través de los cuales se aplicaron pulsos
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eléctricos (de intensidad supramaxima y 0.2 mseg de duracidn) o trenes de pulsos
(de similar intensidad y duracidn pero con las siguientes frecuencias 1, 10, 20, 30,
40, 50 vy 100 Hz; durante 3 segundos). Con este tltimo procedimiento se
determind la frecuencia de estimulacion en la que se fusiona la respuesta
mecénica del misculo (“frecuencia de fusion”)

La actividad contractil de los miscuios EDL y séleo fue registrada y
almacenada mediante un programa de computadora (en ambiente LabView)
elaborado exprofesamente en nuestro laboratorio. La tensién méxima desarrollada
por los mlsculos fue determinada a partir de la interpolacion del valor maximo
obtenido con respecto a los valores de las curvas de calibracién construidas al
agregar pesas de masa conocida a fa palanca de! miografo isométrico utilizado.
Adicionalmente, se determind tanto el tiempo al pico como el tiempo de relajacion
de la sacudida simple a partir de ia tensibn maxima obtenida de una sacudida
simple o de las respuestas generadas con distintas frecuencias de estimulacion,
se calculd la tensién desarrollada per gramo de tejido muscular himedo.

Es bien conocido que para lograr que las sarcomeras de las fibras
musculares puedan desarrollar tensién es necesaric que los elementos elasticos
en serie que lo unen al hueso {tendones), estén parcial o totalmente estirados (Hi,
1938, Huxley y Niedergerke,1954) Por ello, antes de efectuar el registro de la
actividad contractil de cada musculo se determiné la longitud dptima en la que los
musculos desarrollaban fa maxima tensién durante la sacudida simple

Los datos obtenidos fueron sometidos a la prueba estadistica de student (t)
para determinar las posibles diferencias entre tratamientos (Zar, 1974). Debido a
que esta prueba se puede utilizar para comprobar si las medias de dos muestras
son diferentes, también cuando la distribucion de la poblacion es normal, asimismo

cuando la variable es continua y cuandoe el tamafio de las muestras son diferentes.
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RESULTADOS

Morfometria:

Durante los primeros 180 dias de vida postnatal, las ratas (Wistar)
cursan por dos periodos de crecimiento morfométrico diferentes {lossa, 1999) El
primer periodo ocurre desde el nacimiento hasta los 80 dias de vida postnatal, en
el que se presenta un incremento impertante en el peso y en la talla, asi como un
almacenamiento acelerado de lipidos y proteinas en los animales. El segundo
periodo acontece de los 90 a los 180 dias de edad y se caracteriza por una
reduccidon significativa en el deposito de proteinas y en el almacenamiento de
grasa (lossa, 1999). En virtud de lo anterior, resulta sencillo suponer que una
ingesta perinatal deficiente en cantidad (desnutricion) podria alterar
considerablemente el peso y la talla de los animales en crecimiento.

Esta aseveracion fue analizada en el presente estudio al determinar el peso
corporal de las crias controles y desnutridas en distintos dias postnatales En la
Figura 12 se indican los valores correspondientes al peso corporal de |las ratas
con distintas edades postnatales (15, 25, 35, 60 y 90 dias). Los resultados
obtenidos muestran que los animales control incrementan paulatinamente de peso

corporal a medida que van creciendo (véase Tabla 2)
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Figura 12: Peso corporal de las ratas controles y desnutridas, a diversas edades
postnatales.
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PESO CORPORAL

Edad (dlas) Peso (gramos) Peso (gramoes) % de disminucion
Control desnutridos de peso (desnutr}

15 dias 3322 £ 0.07 20.19 £10 39.30 %
25 dias 7837 155 3340 £ 41 57.30 %
35 dias 14795+17 9 3041 £36 7340 %
B0 dias BO62£187 10808 £4.7 70.10 %
90 dias 49300656 17534 2169 6450 %

Tabla 2: Valores promedic del peso corporal obtenido a las diferentes edades en
contrales y desnutricdos, asi como el porcentaje de pérdida de peso en ios animales
desnutridos comparado con les animales control

Nuestros resultados permiten concluir que la dieta deficiente en cantidad
empleada en este estudio, resultd ser adecuada para propiciar la desnutricion de
las ratas durante su desarrollo postnatal. Ademas de la disminucion significativa
del peso. corporal, que presentaban las crias desnhutridas, pudo apreciarse
cualitativamente que estas mostraban una menor falla, pelo reseco y erizado, lo
cual podria estar asociado a la carencia de vitaminas (Isselbacher et al , 1898).

La diferencia porcentual del peso de los musculos EDL de animales
desnutridos fue mayor a los 25 y 35 dias de edad (Tabla 3) mientras que los
musculos soleos presentaren mayores perdidas porcentuales de peso entre fos 35
y 60 dias de vida postnatal.

De acuerdo a los resultados expuestos, resulta posible considerar gue fos
misculos EDL {répido) y soleo (lento} de los animales desnutridos fransitaron por
tres etapas diferentes de ganancia porcentual de peso. La primera etapa podria
estar representada por una menor perdida de peso corporal, la cual abarcd por lo
menos hasta los primeros 15 dias de vida postnatal y probablemente estuvo
relacionada con una acumulacion de reservas energéticas que fuese dependiente
de la presencia de la madre. La segunda etapa, representada por uha mayor
perdida porcentual de peso, se presentd entre los 25 y 60 dias de edad, la cual
ocurre poco después de ia separacion de la cria de la madre ("destete") a los 21
dias de vida postnatal




La tercera etapa se presenta hasta los 90 dias de edad, en la que ocurre
una ligera recuperacion del peso de los misculos y que probablemente se
encuentra relacionada con una disminucién del metabolismo, compatible con ei
aumento de edad y con una menor tasa de sintesis y degradacion de proteinas

{micfibritar y sarcoplasmica).

PESO DE LOS MUSCULOS EDL

Edad {dias) Peso (g) Peso (g) % de disminucién
Control Desnutridos en desnutridos

15 dias 0011 £ 0.00 0.0083 + 0 00 513

25 dias 0.040 £ 01 0011+ 0.00 72.5

35 dias 0084 £ 0.00 0.013 £ 000 797

50 dias 0158 £ 0.00 0048 =000 597

g0 dias 0230 +0.02 0.083 £ 001 64.0

Tabla 3: Valores promedic del pesc determinado en los musculos EDL de animales
controles y desnutridos, asi como el porcentaje de perdida de peso en los mulsculos
desnutridos con respecto a los controles.

FESO DE LOS MUSCULOS SOLEO

Edad (dias) Peso (g) Peso (g) % de disminucion
Contrel Desnutridos en desnutridos
15 dias 0.012 £0.00 00065 +£0.00 459
25 dias 0027 +£0 00 0.0120 £ Q.00 55.6
35 dias "~ 0067 £0.01 00150 + (.00 777
60 dias 0150 + 0.01 0.0460 +0.00 69 4
90 dias 0152 +0.03 0.0710 # 0.01 53.3

Tabla 4: Promedios del peso del muscule Séleo control y desnutridos, asi como el

porcentaje de perdida de peso en los mlsculos desnutridos con respecto a los controles.,

El comportamiento del peso corporal y de los pesos de los musculos EDL vy

soleo en los animales desnutridos, es compatible con lo reportado por otros
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autores {Desai et al., 1996, Wareham et al., 1882; Stickland et al,, 1975, Ward y
Stickland, 1991; Wilson et al, 1988.) y sugiere que la dieta hipocalérica utilizada
afecté en forma negativa el peso corporal y el peso de los misculos en las ratas
durante el desarrollo postnatal debido probablemente al aporte insuficiente de

proteinas proporcionadas perinatalmente a los animales
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Figura 13: Peso promedio de los muscules EDL y séleo de ratas desnutridas y controles a
los 15, 25, 35, 60 y 20 dias de vida postnatal.

Fuerza desarrollada durante la contraccién simple.

En la seccidn previa, se mostro que los mlsculos EDL y sdleo de animales
desnutridos presentan menor peso que los musculos control, por lo tanto seria de
esperar que los musculos desnutridos desarrollen menor fuerza durante una
contraccidn gue los musculos control. Esta posibilidad fue analizada al determinar
la fuerza neta que generan los misculos EDL y séleo, controles y desnutridos,
durante una sacudida simple Las gréficas Ay B de la Figura 14 indican que a
medida que crecen los animales control, los musculos EDL y séleo producen
gradualmente mayor fuerza También en estas graficas es posible discernir que
los EDL, de sacudida rapida, generan mayor fuerza que los musculos sblecs, de
sacudida lenta Esto dltimo podria explicarse si se considera que 10s miscules
rapidos presentan un predominio de fibras de alta eficiencia de fibras de alta
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eficiencia contractil y un metabolismo predominantemente anaerdbico (Goldspink,
1978, 1980; Bissonnette, 1998)

£l analisis de la fuerza desarrollada con respecto a la edad muesfra que a
los 35, 80 y 90 dias de edad, los EDL control generan mucho mayor fuerza (p <
de 0.05) que los musculos de animales desnutridos, mientras que a los 15y 25
dias postnatales, la fuerza producida por los musculos control no fue
significativamente diferente que la generada por los musculos desnutridos. Estas
observaciones podrian explicarse si se considera que la mayor fuerza
desarrollada por los musculos desnutridos, se encuentra estrechamente
relacionada con una mayor cantidad de masa muscular (medida de manera

indirecta a través del peso de los musculos (véase Figura 13A).
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Figura 14: Fuerza neta desarrollada por los misculos completos EDL y soleo control y
desnutridos, en las distintas edades estudiadas Obsérvese la mayor fuerza desarrollada
par los musculos rapidos.

El analisis estadistico de la fuerza neta desarrollada con respecto a la edad
para los musculos soleos indica que la fuerza generada fue significativamente
mayor (p < 005) en los musculos control de 15, 25, 35 y 60 dias, que en los
musculos sbleos de animales desnutridos, lo cual probablemente podria deberse
a las diferencias cuantitativas de masa muscular entre los mUsculos controles y

desnutridos.
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Tensién maxima durante la sacudida simple {twitch).

La principal funcion que desempefia el musculo esquelético es el
desarrollar tensién y realizar frabajo (Harrison et al., 1998, Keynes y Aidley, 1985;
Daucey y Gilmour, 1996), Como se sabe, la capacidad de realizar tension y/o
trabajo por parte del muisculo depende de varios factores, entre los que destacan
a) la fuerza intriseca que es capaz de desarrollar, b) la rapidez con la puede ser
activado al comienzo de una contraccidn y su posterior desactivacion (Josephson,
1993), asi como del ¢ tamano, d) volumen y &) peso. Dado que la fuerza
desarrollada por un musculo depende en gran medida del tamafio o peso del
mismo, en el presente estudio se determind la fuerza desarroliada por los
misculos con respecto al peso himedo del mismeo musculo Tal medida fue
denominada en el presente estudio como tensidon normalizada.

Las respuestas contractiles de los musculos EDL y soleo provocadas por
estimulos eléctricos simples vy de intensidad supra-maxima, generadas en las
distintas edades postnatales, son ilustradas en el panel A de las Figuras 15y 16.
Como se puede apreciar en ambas figuras, La tensidh normalizada que
desarrollan los masculos EDL, controles y desnutridos, fue mayor que la tension
desarrollada por los mdsculos séleo (Figura 16A y B). Lo cual es explicable
debido a que los muisculos de contraccion rapida poseen una mayor proporcion
de fibras de alta eficiencia contractif {IA, X y IIB) que los musculos lentos,
guienes presentan proporciones mayotes de fibras del tipo t (véase |a seccién de
antecedentes).

Para sorpresa nuestra, al analizar la tensidon normalizada generada durante
una sacudida simpie en los misculos desnutridos con respecto a los musculos
controtes, observamos que en las edades comprendidas entre los 15 y 35 dias
postnatales, los musculos EDL desnutridos desarrollaron mayor tension
normalizada gue los musculos control (Figura 15}. Sin embargo, en las edades de
60 y 90 dias postnatales no se observaron diferencias significativas entre las
tensiones normalizadas generadas por los musculos EDL, controles y desnutridos
(Figura 15 B).
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Por otro lado, la fuerza normalizada que desarrollan los musculos soleo de
los  animales desnuiridos durante una sacudida simple también fue
significativamente mayor (p< 0.05) que la de los musculos control en los dias 25,
35, 60 y. 90 dias de vida postnatal. |

Las observaciones presentadas en esta seccion permiten sugerir que la
desnutricion induce un incremento en la tensidén normalizada de los masculos EDL
y soleo en etapas tempranas del desarrollo posthatal de la rata. Tales
observaciones podrian explicarse de muy variadas maneras, destacando entre
ellas la posibilidad de que en los musculos desnutridos se aclive un mayor
nimero de elementos contractiles (sarcomeras) que en los musculos control ¢

bien que en los primeros se encuentre incrementada su eficiencia contractil,

Contraccion tetanica.

El incremento observado en la tension normalizada de los musculos EDL y
soleo durante etapas tempranas del desarrollo postnatal de la rata desnutrida,
podria estar asociada a un aumento en el nimero de elementos contractiles
{sarcomeras) activados durante una sacudida simple, ellc se puede lograr ya sea
por un incremento en el contenido total de elementos contractiles o bien, por un
aumento en el nimero de sarcomeras disponibles para ser activadas, sin que se
vea alterado el contenido total de elementos contracties del misculo.

Se acepta que durante la contraccion tetanica, la totalidad de los
componentes contractiles del musculo se activa, de fal manera que el masculo
desarrolla la maxima tension que sea capaz de realizar (Keynes y Aidley, 1985).
Con base en lo anterior y para determinar si la desnutricion induce un incremento
en el contenido de elementos contractiles de la rata en desarroflo postnatal, en el
presente estudio se analizaron las respuestas tetanicas de ios muisculos EDL y
soleo provocadas en crias de [a rata sometidas a deficiencias alimenticias
perinatales

En el panel A de las Figuras 17 y 18 se muestran registros de las

respuestas tetanicas provocadas por trenes de estimulos (100Hz) aplicados a
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musculos EDL y soleo de ratas control y desnufridas, en las edades postnatales
indicadas. En tales registros se puede observar que entre los 15 y 60 dias
postnatales, la respuesta tetanica de los musculos EDL desnutridos desarrolla
mayor tension normalizada que los miscules EDL de animales control. Lo mis"mo
ocurre, pero en menor propdrcic')n con las respuestas tetanicas de los mdisculos
soleos, entre los 25 y 35 dias de vida postnatal (Figura 18A)

El andlisis estadistico de los resultados mostrd que la fuerza desarrollada
por el misculo EDL desnutrido fue significativamente mayor (p< 0 05) a los 15, 35
y 60 dias de vida con respecto a los musculos EDL control (véase Figura
17B) Mientras que Unicamente a los 25 y 35 dias postnatales, la fuerza tetanica
desarrollada por los musculos soleo de animales desnutridos también fue
significativamente  mayor (p<0.05) .

La evidencia obtenida en este apartado podria sugerir que la desnutricion
perinatal provoca un incremento en la cantidad total de elementos contractiles que
participan en la generacion de tension poer los musculos EDL y solec en etapas

tempranas del desarrollo postnatal de la rata.
Relacion sacudida simple [/ tétano.

La relacidn entre la magnitud de la sacudida simple y la respuesta
tetanica de un musculo permite determinar la probable proporcion de sarcomeras
que soh activadas durante la contraccién simple, con respecto a la totalidad de las
mismas, presentes en el masculo Asimisme, se ha propuestc a la relacién
sacudida simple / tétano como un indice apropiado de la sensibilidad al calcio
{Ca2*) por parte del aparato contréactil de los misculos (Noremberg et al., 1996).
Por lo que un incremento en la sensibilidad al calcio por parte de las sarcomeras
podria provocar que un musculo desarrolle mayor tension, pudiende inclusive
superar la fuerza maxima que normalmente se alcanza durante una contraccion
jsométrica simple, a pesar de gue sean pequefios log niveles citoplasmicos de

calcio
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Figura 17: (A) Registros promedio de las respuestas tetanicas producidas en musculos
EDL control (c} y desnutridos {d} en las distintas edades postnatales. (B) Tension
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Figura 18: (A) Registros promedio de las respuestas tetanicas producidas en los
misculos soleo control () y desnutridos (d) en distintas edades postnatales. (B) Tensién
normalizada que desarrolla el midsculo EDL control v desnutrido en una contraccidn
tetanica durante el desarrollo postnatal de ia rata,
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Por otra parte, también se ha considerado que cambios en la proporcion
sacudida simple / tétano podrian indicar cambios en la funcidn del reticulo
sarcoplasmico, los cuales permitirian liberar grandes cantidades de calcio durante
una sacudida simple y de ese modo desarrollar mayor tensién (Noremberg et al ,
1996). Con base en lo anterior, se determinaron l0s valores de ia relacion
sacudida simple / tétano de fos musculos controles y desnutridos

En la Figura 19 se grafican los valores obtenidos de la relacion sacudida
simple / tétano correspondientes a los misculos EDL y sbleo, coniroles y
desnutridos, de animales con distintas edades postnatales Como puede inferirse
en estas graficas, la proporcion de sarcomeras que se activan durante una
sacudida simple en los musculos (EDL) (rapidos), controles y desnutridos, es
mayor que la de los masculos séleos (lentos) Lo anterior va de acuerdo con la
probable presencia de diferencias estructurales (asociadas posiblemente a la
proporcion relativa de los distintos tipos de fibras rapidas) y/o a procesos
metabdlicos diferentes en las dos clases de musculos (Bissonnette et al , 1997)
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Figura 19 Relaciones sacudida simple / tétano determinadas en muisculos EDL (A) vy
soleo (B) de animales controles y desnutridos con diferentes edades posthatales

Ademas, las graficas de la Figura 19 muestran gque la proporcion sacudida
simple/ tétano de los muisculos EDL y soleo de los animales desnutrides no
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presentan diferencias significativas (p>0.05) con respecto a ios valores obtenidos
en los mismos musculos pero de animales control.

El hecho de que no se observen diferencias significativas entre las
relaciones sacudida simple / tétano de los musculos desnutridos con respecto a
las de los misculos control, permite sugerir que el incremento en la tension
normalizada durante la sacudida simple se presenta en forma concomitante, y en
paralelo con incrementos de la tension tetanica de los muscules, particutarmente
entre los dias 15 y 35 de su vida postnatal Lo anterior conlleva a suponer que la
desnutricion induce un aumento en la cantidad total de elementos contractiies
presentes en los musculos EDL y soleo de [a rata (sin embargo, véase la
discusidn), y excluye la posibilidad de que tales incrementos fuesen debidos a una

mayor eficiencia contractil de los masculos.

Curso temporal de [a sacudida simple.

Los tiempos que un masculo requiere para alcanzar el pico de tension en
una sacudida simple (tiempo de contraccidn) y para regresar a su estado basal
(iempo de relajacion) son indices de la duracion del acoplamiento entre la
excitacidn y la contraccibn muscular La duracidn de la contraccidn esta
intimamente relacionada con las caracteristicas del tipe de fibra muscular
predominante y con el tipo de metabolismo que posea el musculo. Ahora bien, si
se incrementa la duracién del acople excitacién-contraccion, los musculos por lo
general desarrollan mayor tension (Davson, 1970). Esto dltimo se explica porque
la tensién desarrollada por un muasculo depende en gran medida de la cantidad de
iones calcio presentes en el espacio intracelular (Noremberg, et al. 1996, Danieli -
Betto et al., 1995; Perry y Dhoot,1980). Esto es, un incremento en [a salida de
Caz+ (1t lca) del reticulo sarcoplasmico (RS), probablemente por un alargamiento
del potencial de accion muscular, conduciria a un aumento en la formacion de los
puentes de actina y miosina y en consecuencia a un mayor desarrollo de tensién
muscular, el cual ocurria en paralele a un alargamiento del inicio de la respuesta

contractil (tiempo al pico), mientras que una reduccién en la re-captura del ién



Ca?* por el RS, asociada a una probable disminucion de la actividad de la bomba
metabdlica de Ca* en el RS {(Evert, 1996; Matiazzi, 2000; Franzini-
Armstrong, 1970, Kandel,1997), traeria como consecuencia una mayor
permanencia de ese ion en el medio intra-fibra, e induciria una mayor y mas
prolongada activacion de las proteinas contractiles, produciendo en consecuencia
un aumento en la tension desarrollada por el musculo y un alargamiento de la

fase de relajacién ({tiempo de relajacién) de la sacudida simple.
Tiempo de coentraccion:

Para establecer si ia desnutricién perinatal afecta la duraciéon del acople
excitacidn-contraccian, en el presente estudio analizé el fiempo al pico y el tiempo
de relajacidn de la sacudida simple provocadas por estimulos supramaximos
unicos en mulsculos controles y desnutridos, de animales con distintas edades
postnatales. Las graficas de ia Figura 20 muestran los valores promedioc de los
tiempos al pico de las respuestas simples provocadas en musculos EDL (grafico
A) y soleo (grafico B), control y desnutridos. Nuestros resultados muestran que los
musculos de sacudida rapida (EDL} presentaron tiempos de contraccion menores
que los musculos de sacudida lenta (soleo), lo cual concuerda con lo reportado
por diversos autores {Close, 1964, Close y Hoh, 1972; Wareham et al., 1982).
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Figura 20: Tiempo de contraccion en los musculos EDL (A) y soleo (B} de animales
control y desnutridos en cada una de las edades estudiadas

34



Lo anterior se debe probablemente a que los musculos de contraccion
rapida poseen una mayor proporcién de fibras de alta eficiencia contractil {II1A y
[IB), mientras que los misculos con una mayor proporcion de fibras lentas (tipo 1)
presentan tiempos de contraccion mayores (por ejemplo &l soleo)

En cambio, ef tiempo al pico de la sacudida simple provocada en los
musculos EDL desnutridos no presentd diferencias significativas ( p > 0 05) con
respecto al tiempo obtenide en los musculos control, en las cince edades
estudiadas. De igual manera, el tiempo al pico de la contraccién provocada en los
musculos soleo tampoco presentd diferencias significativas (p > de 0.05) con los
control, excepto a los 35 y 890 dias en donde se observé un ligero aumento,
aungque no significativo, en el tiempo al pico de la contraccion, Estas
observaciones podrian sugertir en términos generales gue los mecanismos de
acople entre [a excitacion y la generacion de tensidn en los musculos rapidos y

lentos no se ven afectados por la desnutricion perinatal
Tiempeo de relajacion.

La relajacion posterior a una contraccién de los misculos esqueléticos esta
determinada por el tiempo en que el RS recaptura el Ca2* del medio intraceiular
(Evert, 1986), de tal modo que un retraso en la recaptura de Ca?* por el reticulo
sarcoplasmico involucraria un alargamiento en el tiempo de relajacién de la
contraccion muscular.

Los graficos de la Figura 21 muestran los valores promedio de los tiempos
de relajacion de la sacudida simple provocada en los misculos EDL {grafico A) y
soleo (grafico B) controles y experimentales, en distintos dias postnatales. Como
se puede apreciar en las gréficas, los musculos EDL presentaron en general
tiempos de relajacién menores que los misculos soleo, tal como era de esperar
por la diferente proporcion de fibras rapidas y lentas que contienen

respectivamente { Takekura et al, 1994)
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Figura 21: Tiempos de relajacién de la sacudida simple provocada en los musculos EDL
(A} y soleo (B) de animales control y desnutridos.

Por otra parte el analisis estadistico de nuestros resultados mostrd que los
tiempos de relajacion de los musculos EDL y soleo excepto a los 35 dias de edad)
de animales control y desnutridos no presentaban diferencias significativas entré
si(p> de 0.05 ). lo cual sugiere que &l método de desnufricién empleado en este
estudio no alterd la proparcion de los tipos de fibras rapidas y lentas presentes en
los misculos EDL y sdleo y probablemente tampoco afectd el acople excitacion-

contraccion en ambas clases de mulsculos.
Frecuencia de fusidn:

La fusion de la respuesta contractil de un misculo se presenta cuando
ocurren varias contracciones sucesivas, dispuestas a una frecuencia tal que
impidan al musculo alcanzar su relgjacion, ya que una respuesta se suma
paulatinamente a la previa (suma tetanica), hasta que las respuestas contractiles
se fusionan y &l musculo realiza la maxima tension que es capaz, a lo cual se ha
denominado tétano (Keynes vy Aidley, 1985), ia frecuencia minima de

36



estimulacién con la cuat el misculo alcanza el tétano se conoce como frecuencia
de fusion (Aidley, 1978).

En las graficas de la Figura 22 se ilustran los valores de la frecuencia de
fusion promedio de los musculos EDL y soleo determinadas en distintas edades
posthatales de los animales control y desnutridos Como era de esperar, la
frecuencia de fusién de la respuesta contractil del masculo EDL fue mayor que la
del misculo sodleo, lo que indica en primera instancia una diferencia en la
proporcion v tipo de fibras que conforman a un muscutlo rapido en comparacion a
las de un misculo lento, ya que como es conocido las fibras lentas (tipo I)
presentan frecuencias de fusién menores que las fibras de sacudida rapida llA 'y
[IB (Close, 1964, Close,1972)

El analisis estadistico realizadc a partir de los datos obtenidos en las
distintas edades estudiadas mostré que ios misculos EDL de los animales control
presentan a los 15 y 25 dias de edad una frecuencia de fusion significativamente
mayor (p < 0 05) que la de los mtsculos EDL de animales desnutridos, mientras

que a los 35, 60y 90 dias, las diferencias ya no son significativas (p > 0.05)
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Figura 22; Frecuencias de fusion de las respuestas contractiles de los musculos EDL {A)
y soleo (B} de animales sometidos perinatalmente a dietas control y deficiente en
cantidad
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La evidencia anterior podria sugerir que en edades postnatales tempranas
los musculos EDL presentan uha mayor proporcion de fibras musculares con
caracteristicas contractiles correspondientes al tipo | (fibras lentas, resistentes a la
fatiga) o de fibras tipo IIX o A (fibras rapidas resistentes a la fatiga) y que en
edades posteriores adquieren caracteristicas contractiles correspondientes a
fibras tipo lIB (fibras rapidas fatigables).

En el casc de los musculos soleo, la frecuencia de fusion de los musculos
desnutridos es practicamente similar que |a de los mulsculos control (p> 0.05), lo
que implica entre otras cosas que la proporcion y el tipo de fibra caracteristica de

este tipo de musculo (lento) no fueron afectados por la desnutricidn perinatal.

Fatigabilidad:

La actividad muscular sostenida conduce frecuentemente a una reduccion
temporal de la capacidad del musculo esquelético para generar fuerza, tal
disminucidn transitoria de la fuerza maxima es definida como fatiga muscular
{Williams, 1997). Por ofro lado, el indice de fatigabilidad se ha definide como la
disminucion porcentual de tension que se observa a los 30 segundos del inicio de
fa sacudida tetdnica (Russel et al., 1984, Lopez et al.,1982; Segura, 1993) La
fatigabilidad, entendida como la capacidad del misculo para mantener la fuerza
contractii durante una sacudida tetanica, se ha relacionado con diversos
procesos, entre los que destacan: a) con fallas en el acople excitacion-
contraccién, como por gjemplo, con alteraciones en la cinética del calcio, Jones,
1986, Bissonnette vy Jeejeebhoy,1998), b) con la proporcion relativa de fibras
resistentes a fa fatiga o fatigable, ¢) con el tipo de metabolisme del mdsculo, d)
con la cantidad de ATP disponible para la activacién de las ATPasas (Wiliams,

1997} entre ofras.
En la seccién anterior se supuso que en edades postnatales tempranas, los

musculos EDL desnutridos presentan una mayor proporcion de fibras de
contraccién lenta o rapida, resistentes a la fatiga que los misculos control. Para
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obtener mayor informacién acerca de esta posibilidad, decidimos determinar en el
presente estudio el indice de fatigabilidad de los muisculos EDL y soleo de
animales control y desnutridos en distintas edades postnatales

En los registros y en las graficas de las Figuras 23 y 24 se puede apreciar
gue en todas las edades estudiadas, los miscules EDL por lo general presentan
indices de fatigabilidad mayores que los musculos sdleos, lo cuai concuerda con
el tipo predominante de fibras y la clase de metabolismo (anaerobio-EDL vy
aerobio-soleo, Bissonnette et al , 1987), que presenta cada uno de los musculos
sefialados.

Por otra parte, en las edades 15, 25 y 35 dias postnatales los musculos
EDL de animales control muestran mayor fatigabilidad (p < 0 05) que los musculos
de animales desnutridos, en cambio, a los 60 y 90 dias |a diferencia entre ambos
grupocs ya no fue significativa (p > 0.05). Estos resultados permiten sugerir que
los masculos EDL de animales desnutridos perinataimente presentan una mayor
proporcion de fibras lentas {tipe 1) o rapidas no fatigables (tipo HA o Tipo 11X) que
de fibras rapidas no fatigables (tipo IIB). Por otra parte, los porcentajes de
fatigabilidad de los musculos soleos desnutridos no difirieron significativamente
(p>0 05} de los obtenidos en los midsculos sdleos control, en fodas las
edades estudiadas. Esta evidencia podria indicar que la desnutricidn perinatal no
altera apreciablemente la fatigabilidad del musculo sdleo, el cual contiene
predominantemente fibras de contraccién lenta (tipo 1}, durante todo el desarrollo
postnatal de la rata

Los resultados obtenidos en esta seccidn permiten sugerir que la
desnufricidn perinatal afecta selectivamente la fatigabilidad de los musculos de
sacudida rapida (EDL) mas que la de los masculos de sacudida lenta (sdleo), lo
cuat concuerda con lo reportado pof diversos investigadores ( Howells v Jordan,
1978; Ward y Stickland, 1991; Dwyer y Stickland, 1992 y Dwyer et al.,, 1985).
Puesto que la desnutricidn no afecta a la fatigabilidad de |as fibras de contraccidn
lenta (tipo 1), presentes en el masculo sdleo, por exclusidn podria suponerse que
las fibras mayormente afectadas en el misculo EDL desnuirido correspondieron a

las fibras del tipo IlA o 11X {rapidas no fatigables}.
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Figura 23: (A) Registros de las respuestas tetanicas producidas por trenes de estimulos
con una frecuencia de 100 Hz aplicados a musculos EDL de animales control (¢} v
desnutridos (d) con las edades postnatales indicadas (B) Valores promedio del
porcentaje de fatigabilidad obtenidos de muscuios EDL de crias control desnutridas con
distintas edades.
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Figura 24 (A) Registros de tas respuestas tetanicas producidas por trenes de estimulos
con una frecuenciz de 100 Hz aplicados a musculos soleo de animales control (c) y
desnutridos (d) con las edades indicadas. (B) Valores promedio del porcentaje de
fatigabilidad obtenido de muscules soleo de crias control y desnutridas con distintas
edades.
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DISCUSION:

Es bien conocido que la desnutricion perinatal provoca maltiples alteraciones
en el misculo esquelético durante el desarrolio de los animales (algunas de las
cuales pueden resultar irreversibles a pesar de que se realimente a los
organismos (Smart et al., 1973, Bedi et al,, 1978;1982, Goldspink y Ward, 1979;
Wilson et al.,, 1988), estas alteraciones no solo se manifiestan en una reduccidn
det peso corporal y la talla, sino gue también provocan alteraciones en la
marfometria v fisiologia de la fibra muscular, como por ejemplo reducciones en el
tamafio y el diametro de las fibras (Stickland et al, 1975; Bedi et al, 1882,
Nascimento et al., 1990, Brozanski et al , 1991), o alteraciones en la cantidad total
de fibras y la proporcion relativa de los distintos tipos de fibras contenidas en los
musculos (Raju,1875; Bedi et al.,1982., Brozanski et al., 1991). Ademas, se ha
establecido que ja desnutricion provoca también alteraciones considerables en las
propiedades contracties de las fibras individuales y musculos completos de
individuos adulios. Estas se han asociado a cambios metabdlicos u hormonales,
tales como alteraciones en la sintesis de las hormonas tiroideas (disminucién de
T3 y T4) y de la insulina {Desai et al., 1996), la cual regula el deposito y la
sintesis de proteinas en el musculo esquelético (Wray et al, 1998), tejido
reconocido como el principal sitic periférico de accidn de esta hormona {
White et al., 2000). Tanto la reduccién en la sintesis de insulina como el aporte
insuficiente de proleinas, limita el porcentaje neto de sintesis de proteinas
miofibrilares y sarcoplasmicas en los musculos (Fiorotto et al , 2000), lo que a su
vez provoca una drastica disminucion en el peso corporal y muscuiar, tal come lo
observado en los animales desnutridos perinatalmente en el presente estudio.
Puesto que los musculos esqueléticos representan del 40 al 45% del peso
corporal de los organismos, entonces resulta factible suponer que la reduccién del
namerce de sarcémeras y/o fibras musculares provocaria la disminucion de los
procesos de hiperplasia e hipertrofia que normalmente ocurren en los musculos

&n desarrolio
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Ademas de las probables alteraciones hormonales antes mencionadas
provocadas por la desnutricion, también se ha reportado una reduccion en la
sintesis de la hormona del crecimiento, asi como del factor 1, ligado a fa insulina
{White et ai,, 2000), o cual también podria ser causante del bajo peso mostrado
por los animales desnutridos.

Es ampliamente conocido que la desnutricion perinatal limita severamente
el desarrollo muscular de los animales, debido posiblemente a que induce una
reduccion notoria de la actividad anabédiica de los organismos, en los estadios del
desarroilo en que éstos son mas activos, es decir, durante el desarrollo
gestacional y postnatal temprane (Goldspink, 1980; Goldspink y Ward, 1979)
Cabe mencionar que durante tales periodos ocurre la diferenciacidn de las fibras
musculares, lo cual determina tanto el nimero como el tipo de fibras que los
musculos contendran en su madurez (Schiaffino y Reggiani, 1996). También se ha
sugerido que la desnutricion provoca una reduccion en la degradacién de
proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas (Fiorotto et al., 2000) y una reduccion del
DNA (Stickland et al., 1975, Ward y Stickland, 1993; Winick y Noble, 1966), asi
como la redistribucion de proteinas, aminoacidos y materiales energéticos del
muisculo hacia otros érganos clave de la econcmia (Goldberg y Chang, 1974)

Dentro de |las evidencias experimentzles obtenidas en este estudio, destaca
la observacién de que en estadios tempranos del desarrollo postnatal ios
musculos EDL y soleo de animales desnutridos perinatalmente generan mayor
tension por gramo de tejido humedo durante la sacudida simple y la respuesta
tetanica (preferentemente entre los 15 y 35 dias postnatales) que los musculos
EDL control. Estos hallazgos sugieren en primera instancia que la desnutricion
perinatal altera de alguna manera los procesos musculares de generacion de
fuerza en estadios tempranos del desarrcllo postnatal de la rata Incrementos
similares de tensién pero por area de corte transversal han sido reportados por
Wareham y colaboradores (1982) en los misculos EDL y soleo de ratas aduitas
desnutridas perinatalmente, aunque estos autores no infieren en su estudio cual o
cuales podrian ser los mecanismos contractiles afectados por la deficiencia

alimenticia.
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Para explicar el incremento de la tensién normalizada por gramo de tejido
que observamos en las respuestas contractiies de los misculos de crias
desnutridas, podrian considerarse diversas posibilidades, entre las que destacan

las siguientes:

1) Incremento en la eficiencia del proceso de excitacion-contraccion. Se
ha fundamentado ampliamente que un mejor acople entre la excitacion y la
contraccion muscular da como resultado una mayor generacion de fuerza por
parte de las fibras musculares, lo cual s& ve acompafiado por un notorio
incremento en la duracion de ia contraccién (aumentan los tiempos al pico y de
relajacion), asi como por la reduccion de la frecuencia de fusioén de la respuesta
contractil y por cambios en la refacion sacudida simple-tetano (Davson, 1970} Sin
embargo, en virtud de que las respuestas contractiles de los miscules afectados
por la desnutricion, determinados en este estudio, mostraron valores de tiempo al
pico, tiempo de relajacion, frecuencia de fusion y relaciones sacudida simple-
tetano que fueron notablemente semejantes a los obtenidos en los musculos
control, seria factible propaner que la desnutricion perinatal no afecta los procesos
de acople excitacién-contraccion, involucrados en la generacion de fuerza, de los

musculos rapidos y lentos durante el desarrollo postnatal de la rata.

2} Un incremento en la densidad de miofibrillas en las fibras musculares.
El incremento de la tensién por gramo de tejido de la sacudida simple y tetanica en
tos musculos EDL y sdlec de las ratas desnutridas, podria explicarse si se
considera un incremento en la densidad de miofibrillas presentes en las fibras de
los musculos EDL y sdleo (en etapas tempranas del desarrollo). Esta posibilidad
implicaria un incremento relativo en €l nimero de puentes cruzados entre la actina
y la miosina por gramo de tejido. Recientemente, Fiorotto y colaboradores (2000)
mostraron que la desnutricidn reduce los porcentajes de sintesis de proteinas
micfibrilares y sarcoplasmicas de fos musculos de las extremidades posteriores de
la rata, en etapas tempranas de su desarrollo. Sin embargo, estos autores

consideran que tal efecto es minimizado por un decremento en los porcentajes



respectivos de degradacién de ias proteinas. Fiorotto y colaboradores {(2000)
concluyen que si bien la adaptacién en el recambio de proteinas reduce el
crecimiento total de la masa muscular, ésta también mitiga los efectos de la
desnutricién en la concentracion normal de proteinas en las micfibrillas de los
musculos de las ratas desnutridas.

Conviene sefialar que un incremente en la densidad de proteinas en las
fibras musculares podria deberse, no necesariamente a un aumento en su sintesis
o.a una disminucién en su degradacion, sinc mas bien, a cambios en el volumen
intrafibra de agua {contenido de agua), lo que incrementaria la concentracion de
todos los solutos gue se localizan dentro de tas fibras musculares. A pesar de que
no existen evidencias experimentales sobre esta posibilidad, en la literatura se
presentan una serie de observaciones, predominantemente morfométricas que
apoyan esta posibilidad. Es bien conocido que la desnutricién, en cualquier etapa
de la vida de los arganismos induce una clara reduccidén en el tamarto, peso y
volumen de los misculos esqueleticos. Ello se ha explicado parcialmente por la
notable reduccién del contenido proteinico de las fibras musculares, aunque no se
ha contemplado una reduccion en el contenido hidrico de las mismas. Esta
posibilidad por si misma de gran interés, esta abierta para estudios posteriores en
los que se utilicen procedimientos experimentales diferentes a los empleados en

este trabajo

3) Proporciones relativas diferentes de los tipos de fibras en el
muasculo. Durante el desarrollo normal de los musculos esqueléticos (de los
mamiferos) estos presentan cuatro tipos de fibras musculares. Las fibras tipo |
{oxidativas), las tipe IlA (rapidas oxidativas-glucoliticas), las tipo X (rapidas
glucoliticas-oxidativas) y las fibras tipo lIB (rapidas glucoliticas). La diferenciacion
de los distintos tipos de fibras durante el desarrollo hasta la etapa adulta de los
musculos ocurre en varias etapas. Cada una se caracteriza por una isoforma
particular de las cadenas pesadas de la miosina (MyHC), las cuales atraviesan por
las isoformas embrionaria - fetal - neonatal y adulta La trayectoria postnatal de
algunas de estas etapas puede seguirse a través de las transiciones de las
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isoformas adultas de los tipos | — lIA — lIX y 1B (Schiaffino y Reggiani, 1996;
Lefaucheur et al., 1998; Mckoy et al., 1998). Una de las caracteristicas contractiles
gue permiten distinguir los tipos de fibras rapidas DA y 11X de las fibras
musculares rapidas tipo 1B, es su resistencia a la fatiga {Sieck et al, 19986).
Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo utilizamos el porcentaje de
fatigabilidad de los misculos como una indicacién de la transicidén postnatal de los
tipos de fibras rapidas, resistentes a la fatiga (A y lIX) a fibras rapidas fatigables
{l1B). Debido a que los musculos EDL de los sujetos deshutridos presentan mayor
resistencia a la fatiga que los misculos de los animales control en edades
postnatales tempranas (15, 25 y 35 dias), nos permite proponer que Ia
diferenciacion postnatal de las fibras rapidas resistentes a la fatiga (IlA oxidativas-
glucoliticas o tipo lIX glucoliticas-oxidativas) a fibras tipo IB rapidas fatigables
{(glucoliticas) se ve enlentecida durante el desarrollo postnatal de los musculos Lo
cual es consistente con la evidencia de que las fibras musculares rapidas de ltos
tipos 1A, HX y {IB (derivadas de los miotubos secundarios) son afectadas por la
desnutricién (Ward y Stickland, 1991; Prakash et al., 1993; Bedi et al, 1978) Por
otra parte y dado que los valeres del porcentaje de fatigabilidad de los milsculos
sdlec no presentaron diferencias significativas con respecto a los musculos
control, podria considerarse que ello fue debido al hecho de que los masculos
lentos (como el soleo) presentan una mayor proporcién de fibras tipo | (derivadas
de mioctubos primarios), las cuales al parecer no son afectadas por la desnutricién
perinatal (Ward y Stickland, 1991; Prakash et al., 1993).

La evidencia anterior permite sugerir que la desnutricidon perinatal ejerce
un mayor efecto sobre los musculos de sacudida rapida que sobre los masculos
de sacudida lenta

Conviene hacer notar que la mayor resistencia a la fatiga que presentan
los musculos EDL de los sujetos desnutridos ocurre concomitantemente y en
paralelo con los incrementos en la tension por gramo de tejido que generan tales
musculos entre los dias 15 y 35 de edad postnatal. Esto abre la posibilidad de que
exista una relacién funcional entre la proporcién relativa de tipos de fibras y fa

tensidn (normalizada) desarrollada por los misculos rapidos durante los estadios
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tempranos del desarrollo postnatal Brozansky y colaboradores (1993) reportaron
un incremento relative en el namero de las fibras que contenian las isoformas
neonatales lentas de las cadenas pesadas de miosina MyHC y un decremento en
la proporcidn relativa de las isoformas rapidas {en particular de la tipo IIB) en el
musculo diafragmatico de la rata. Esto sugirid que podria reducir el costo
energético de la contraccion y provocar un incremento en la resistencia a la fatiga
del masculo. Sin embargo, esta posibilidad requiere de un analisis experimental
mas extenso en el que se determing, sobre todo en los musculos rapidos de las
extremidades, las proporciones relativas de los tipos de fibras musculares

presentes en etapas tempranas del desarrollo postnatal de la rata.

4) Cambios en el estado hormonal y/o en la eficiencia metabdlica de los
animales. La actividad contréactil v el estado hormonal desempefian un papel
fundamental en la regulacitn de ia transicidon de las fibras lentas a fibras rapidas y
sus efectos son dependientes del estadic de desarrollo en que se presenten
(Daucey y Gilmour, 1996; Goldspink, 1989). Por ejemplo, la hormona tiroidea en
estadios prenatales induce la formacion de miotubos a partir de los mioblastos,
mieniras que postnhataimente esta hormona estimula la conversién de las fibras
tipo | a fibras tipo Il {(d’ Albis y Butler-Browne, 1993). En adicién, esta bien
establecido que el hipotiroidismo ligero que sufren los animales desnutridos
{Dauncey, 1990) es capaz de modificar la estructura de tos muscules esqueléticos.
Esto es a través de incrementar la proporcion de fibras de sacudida lenta {tipo 1), ¢
por una reduccién selectiva de fbras de sacudida rapida, siendo las mas
afectadas las fibras del tipo 1B, sin que el nimero de fibras rapidas, no fatigables
(tipo llA) presenten modificaciones (Mc Allister et al., 1991). Esto dltimo sugiere la
posibilidad de gue, inducida por la desnutricién, ocurra un incremento relativo del
numerc de las fibras 1lA (o incluso [IX). También se ha establecido que el estado
hipotiroideo de las ratas desnutridas incrementa [a cantidad de mitocondrias y
enzimas respiratorias, lo que al parecer provoca después de! nacimiento un
incremento en la actividad de la ATPAasa dependiente de Ca?*, en los musculos de

sacudida rapida (Simonides y Van Hardeveld, 1989)
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Por otro lado, también se ha establecido que la desnutricién induce
alteraciones en la persistencia de las isoformas neonatales de las cadenas
pesadas de la miosina (Brozanski et al.,, 1991) y afecta la transformacién de las
fibras musculares tipo 1A y [IB {Mabuchi et al , 1982) Ademas, se ha demostrado

que el estado hipotiroideo de las ratas desnutridas reduce la regulacion de la Na*

- Kt ATPasa vy la Ca? ATPasa, mejorando la eficiencia energética en el
sarcolema y el reticulo sarcoplasmico, respectivamente (Harrison et al., 1996)

Recientemente  White y colaboradores (2000) reportaron que la
desnufricion postnata! moderada, incrementa la capacidad oxidativa de los
mUsculos de las extremidades, y provoca que la proporcién de fibras oxidativas
lentas se incremente a expensas de las fibras glucoliticas rapidas, tal y como se
menciend antes. De acuerdo a sus resuitados estos autores proponen un papel
critico de a nutricién postnatal en la regulacién de la expresion de los genes de la
miosina y del fenotipo del mdsculo. Sin embargo, un incremento de |a capacidad
oxidativa involucra un aumento concomitante en la eficiencia energética de
aquellos musculos que contienen una proporcidn relativamente alta de fibras
oxidativas (tipo I} v oxidati\io-glucoliticas {tipo IlA) o glucolitico- oxidativas (tipo
lIX). Un incremento en la eficiencia metabdlica puede influenciar en las
propiedades contractiles de los misculos de sacudida rapida, al aumentar ia
resistencia a la fatiga y / o la capacidad de generar tension por gramo de tejide de
tales mosculos. Sin embargo, esta posibilidad necesita ser evaluada usando otras
técnicas experimentalés ademas de las usadas en este estudio.

Conviene sefalar que los efectos que ejerce la desnutricion sobre la
estructura y la funcidn muscular pueden variar de un musculo a ofro. Ello es
debido a la gran diversidad que presentan los masculos esqueléticos en su disenc
y en la composicidn de sus fibras (Pefte y Staron, 1990).

Finalmente, es importante resaltar que de acuerdo a diversas evidencias
experimentales (Smart et al, 1973; Bedi et al, 1978; Wilson et al, 1988 y
Goldspink y Ward, 1979), los efectos causados por la desnutricién perinatal sobre
los musculos esqueléticos, aparentemente ho son revertidos por la rehabilitacion
alimenticia de los animales, cuando este procedimiento se aplica durante estadios
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intermedios o tardios del desarrollo postnatal de las crias (Waregham ot af 1982).
Por lo cual es imprescindible desarrollar estudios de investigacion en los que se
utilicen diversos procedimientos de rehabilitacion alimenticia sobre las alteraciones
que produce la desnutricidn perinatal en las caracteristicas morfométricas y
contractiles de los misculos esqueléticos, rapidos y lentos, durante el desarrollo

postnatal.

CONCLUSIONES

1.- La desnutricion perinatal provocd una disminucién significativa del peso
corporal de los animales experimentales, que probablemente resuita de una
reduccion significativa del peso de los musculos esqueléticos (asociada
probablemente a una reduccidn del namero de sarcomeras v/o de fibras
musculares).

2.- De acuerdo al punto anterior, podria considerarse que el método de privacién
perinatal de alimento empleado en este estudic es adecuado para provocar

alteraciones en el desarrollo muscular y funcional de la rata

3.- En edades tempranas, los masculos EDL y soleo de animales desnutridos
desarrollan mayor tension por grame de tejido hiumedo que los musculos de
animales control. Esta observacion podria deberse a cambics en la concentracién
de ias proteinas contractiles y no del contenido proteico de las fibras musculares,
o bien a cambios en &l estado hormonal o metabglice de los organismos, pero no
a alteraciones en los mecanismos que generan el acoplamiento de la excitacion y

la contraccién muscular.
4.- Los resultados obtenidos con respecto al porcentaje de fatigabilidad sugieren

que la desnutricién produce alteraciones selectivas sobre los musculos de

contraceion rapida, en estadios tempranos de desarrollo de la rata, probablemente
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al retrasar el proceso de diferenciacion de las fibras musculares de los tipos 1A y
IIX, lo que induce la persistencia de estos tipos de fibras durante periodos
prolongados de tiempo. Debido a que el proceso de retardo en la diferenciacion
de fas fibras musculares concurre con incrementos rélativos en fa tension
normalizada por gramo de tejido generada durante una acudida simple, es posible
que haya una relacidon funcional entre el tipo de fibra y el mejoramiento de la

eficiencia energética de los musculos.
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Tabla 1 Muestra los promedios y las desviaciones estandar del peso corporal y
peso de los masculos EDL y soleo de ratas control y desnutridas.

Edad Peso corporal Peso del EDL Peso del solec
(dias) {9) (mg) (mg)
15 (d)
Control 33.22+0.70 001120018 0012 £ 0.0021
Desnutridos 20.19+£1.08 0.005 £ 0.009 0.006 + 0.0022
25 (d)
Control 7837 £ 1554 0040 x0017 0.027 + (.0033
Desnutridos 3340+ 4.15 0.011 £ 0.002 0.012 £ 0.0030
35 (d)
Control 147.9+17.9 0 064 £ 00083 0.067 £ 0010
Desnutridos 37.4+£3.68 0.013 £ 0.0022 0.015 = 0.0043
60 (d)
Control 360.6 £ 18.7 0.158 £ 0.0079 D15+ 0018
Desnutridos 108.0£4.77 0.048 £ 0.0040 0.046 £ 0.007
90 (d) :
Control 4930+ 656 023 +0026 0.152 £ 0.034
Desnutridos 176.31+ 16.9 0.083 £0.015 0.071 £ 0.011
Media £+ D.E

Tabla 2 Muestra los promedios y las desviacion estandar de la refacién
twitch/tetano, y de la frecuencia de fusién en los musculos EDL y soleo.

Edad Frecuencia de |[Frecuencia de | Twitch/tétano Twitch/tétano
(dias) fusion (EDL)  ifusion (soleo) EDL soleo
(Hz) (Hz) (Hz) (Hz) |
15 {d}
Control 264 £556 1500 0.20+0 88 0.28+0.11
Desnutridos | 21.8 £ 2.52 157 £ 1.88 0354014 0.19 £ 0.05
25 (d)
Control 30.7+£ 345 175 £ 263 0.34£0.13 027+0.18
Desnutridos 245+ 3.50 16.4 £2.43 0.39+£0.13 0.20 £ 0.03
35 {d)
Control 250+ 377 17142323 | 0.34 £ 0.094 020+ 0.07
Desnutridos 218+2.58 1500 0.39 + 0.081 0.19+0.03
60 {d)
Control 180273 14.1+20 045+0 14 0.18+ 005
Desnutridos 2000 13524 027 £0.05 0.26 £0.10
a0 (d)
Control 190£2.10 11.8 £2.58 023004 0144002
Desnutridos 20930 11.8 253 0291003 0.22 +£0.08
Media £ D.E
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Tabla 3 Muestra los promedios y ia desviacién estandar del tiempo al pico,
tiempo de relajacion de los masculos EDL y soleo control y desnutridos

Edad Tiempo al pico | Tiempo al pico | Tiempo de Tiempo de
{dias) EDL - Soleo relajacion EDL | refajacion
{mseg) {mseg) {mseq) soleo (mseg)
15 (d)
Control 233x816 800115 2599+698 | 4171+ 113.9
Desnutridos | 318+ 132 7142 £ 108 29181501 | 4228+715
25 (d)
Contro} 20040 5801257 2357 +66.2 | 45331077
Desnutridos 20.0£0 714 +£15.7 262.8 £448.5 414.2 +53.8
35 (d)
Control 33.3+103 557 +17.8 2300 £ 451 4071+ 959
Desnutridos 262174 86.1+17.0 261.2+46.2 503.0+71.5
60 (d)
Control 3B8x70 57397 214. 02411 36901834
Desnutridos 6.3+x75 543 %1086 236.6 £70.2 3457 £+ 559
90 (d)
Control 40.1+94 496134 20811293 | 2048773
Deshutridos | 384199 £69.3+14.2 213.0x49.3 | 4020145
Media £ D E.

Tabla 4 Muestra los promedios y la desviacién estandar de la fuerza desarrcllada
durante la sacudida simple {twitch) y durante la sacudida tetanica (tétano) de los
musculos EDL vy soleo de controles y desnutridos

Edad Twitch EDL | Twitch Soleo|{Tétano EDL |[Tétano Sacleo
{dias) {Dinas/ g) {Dinas / g) (Dinas / g) {Dinas / g)
15 (d)
Control 7598+135 7981205 267 9£60 1 2974+ 985
Desnutridos 2218759 67.3+13.9 706.0+203.0| 3497+ 866
25 (d}
Conitrol 793+118 87.8+194 276 0 £ 1587 | 404 3£ 1252
Desnutridos 2367 £ 541 137.1+26.8 | 6350+ 197.8| 6955+ 1824
35 (d)
Control 1343 £274 61.1+16.1 415 1+1547 1 31171046
Desnutrides 2981+ 806 | 1272+ 26.3 777.0+283.8 ) 6695+ 1824
60 (d)
Control 987 +26.1 506 £11.3 218.9+£24 2 257 8 4 39.1
Desnutridos 1248 £ 35 83898 467.0 £ 90.1 3474 +947
90 (d)
Control 100.7 £20.8 562 £8.4 4261 £954 3960£86.7
Desnutridos 107.6 £23.1 92.8+22.3 363.5£47.8 429.6 £ 129
MediatDE
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Tabla 5 Muestra los promedios y la desviacion estandar de la relacion
fuerza fedad y el porcentaje de fatigabilidad de los misculos EDL y soleo control

y desnutridos.

Edad Fuerza / Edad |Fuerza/edad |% fatigabilidad |% fatigabilidad
(dias) EDL Saleo EDL Soleo
15 (d)
Control 08302 09502 73.6+197 20672
Desnutridos 1.1£04 0.42 £0.09 513131 363995
25 {d)
Cantrol 26+09 236+£058 824119 387193
Desnutridos 27106 1.6+0.52 515+7.3 49.2 +32.7
35 (d)
Cantrol 85109 40+10 82.6 £15.1 27.9+16.9
Desnutridos 40+1.3 20x07 4261216 256+96
60 (d)
Control 15538 76+21 649188 40+44
Desnutridos 5817 3909 53.8+7.4 59140
90 {d)
Controi 231152 84+21 63.3+8.9 565+47
Desnutridos 8ox22 71+286 56.4+11.1 42+£3.3
Media £ D E

Bé




