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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the possible alterations produced by
restricted perinatal food intake, in quantity (undernutrition) or quality (malnutrition)
on contractile activity of skeletal muscles and electrical responses of peripheral
nerves. Because both types of studies have their own background and recording
methodology this work was divided in two parts:

A) Effects of undernutrition and malnutrition on the contractile properties of
fast- and slow-muscles. Isometric twitch and tetanic responses evoked by single
(0.1 Hz) or trains of pulses (5 to 100 Hz) of supramaximal intensity were recorded.
The stimuli were delivery through silver electrodes located in the surface of
extensor digitorum longus (EDL) and soleus (SOL) muscles from anesthetized
control, undernourished (UNDN) and mainourished (MALN) rat pups at different
postnatal days (PN15, PN25, PN35, PN60 and PN90). At 15, 25 and 35 post-natat
days it was observed that twitch and tetanic responses of UNDN and MALN- EDL
muscles showed greater peak-tension per cross sectional area (80-230%:;
p<0.001) and lower fatigability (25-35%; ANOVA one way; p<0.001) than the
responses evoked in control EDL muscles. However, at PN60 and PNS0 both
control and food-deprived EDL muscles developed similar normalized tension and
fatigue responses. In contrast, control and food-deprived SOL muscies showed no
significant changes in fatigue and tension development at all postnatal ages. Our
results would suggest that perinatal undernourishment and malnourishment exerts

a very selective effect on fast contracting muscle fibers. Such effect is probably
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exerted on the contractile protein concentration and/or the muscle fiber
transformation from not-fatigable type IlIA (oxidative-glycoilitic) or type IIX (glycolitic-
oxidative) to adult type IB (glycolitic) muscle fibers during the early postnatal
developmental of the rat.

B) Effects of undernutrition and malnutrition on generation and propagation
of the compound action potential (CAP) evoked in sensory sural nerves
during the postnatal development of the rat. Compound action potentials were
recorded in sural nerves of controf, UNDN or MALN at different post-natal ages
(PN8, PN12, PN16, PN25, PN30, PN60 and PNSO0). Low intensity stimulation (2-3
times the threshold of the most excitable nerve fibers) applied to the sural nerve
could evoke an early potential (CAP-A component) which is due to activation of
low-threshold, fast conducting myelinated group A afferent fibers. A higher stimulus
intensity (20-30 xT) produced a second, long-lasting potential (CAP-C component)
probably due to activation of high-threshold, slow-conducting A3 or C fibers. The
CAP-A component, but not CAP-C component of undernourished and
malnourished nerves showed significant changes in amplitude, area, electrical
threshold and conduction velocity at several post-natal ages comparatively with
control nerves. Histological analysis of an additional set of sural nerves with 30 and
90 post-natal days indicates that control and undernourished sural nerves contain
a similar number. Meanwhile a significant reduction was observed in the whole
transversal section and the axonal myelin sheath thickness of experimental nerves
in regard to control nerves. The diameter of undernourished axons, at 90 but not at

30 postnatal days, was significantly lower than axons of control sural nerves. Our
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results may suggest that a relative large number of myelinated group A afferent
fibers in the sural nerve of undernourished and malnourished animals suffer severe
alterations on their electrophysiological properties for generation and propagation

of the action potential during the post-natal development of the rat.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue analizar las posibles alteraciones que
provoca una alimentacion perinatal deficiente en cantidad (desnutricién) o en
calidad (malnutricién) sobre la respuesta contractil del musculo esquelético rapido
y lento y sobre la generacidn y propagacion del potencial de accion compuesto
(PAC) registrado en el nervio sural, de la rata en desarrollo. Debido a que se
efectuaron registros mecanico y eléctrico y a que cada uno de ellos conlleva una
estructura conceptual y metodologica particuiar el trabajo fue dividido en dos
partes.

A) Efectos de la desnutricion y malnutricién sobre las propiedades
contractiles sobre los musculos rapidos y lentos. Los musculos extensor
digitorum longus (EDL) y soleo (SOL), de ratas controles, desnutridas y
malinutridas de diferentes edades postnatales (15, 25, 35, 60 y 90 dias), fueron
estimulados mediante pulsos unicos (0.1 Hz) o series de puisos de intensidad
supramaxima y frecuencia creciente (desde 5 hasta 100 Hz). Nuestros resultados
muestran que en respuesta a la estimulaciéon con un solo pulso el musculo EDL de
los animales desnutridos y malnutridos con 15, 25 y 35 dias de edad, desarrolld
mayor fuerza por area de seccidn transversal (80-230%; p<0.001) y menor
fatigabilidad (25-35%; ANOVA simple: p<0.001), que el mismo musculo de
animales control. Sin embargo a los 60 y 90 dias de edad postnatal, tanto la fuerza
normalizada como el indice de fatigabilidad presentaron valores semejantes para

el muscuio EDL de ratas control, desnutridas y malnutridas. Asi mismo, el musculo
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SOL de animales control, desnutridos y malnutridos, de todas las edades
analizadas, no presentd alteraciones significativas en los parametros evaluados.
Estos resultados sugieren que la desnutriciéon y malnutricion perinatales afectan
selectivamente a las fibras musculares de sacudida rapida, probablemente por un
incremento en la densidad de proteinas contractiles por area de seccion
transversal o bien a un retraso en la transformacion de las fibras musculares de
rapidas no fatigables del tipo I|A (oxidativas-glucoliticas) o del tipo 11X (glucoliticas-
oxidativas) a fibras del tipo 1IB (glucoliticas), en las ratas sometidas perinatalmente
a desnutricion o malnutricion.

B8) Efectos de la desnutricion y malnutricion sobre la generacion y
propagacion del potencial de accion compuesto provocado en el nervio sural
de la rata en desarrollo. El registro del potencial de acciéon compuesto (PAC) se
efectud sobre el nervio sural aislado de ratas controles, desnutridas y malnutridas
de diferentes edades postnatales (8, 12, 16, 25, 30, 60 y 90 dias). Para ello se
utilizé un par de electrodos de succidn (estimulacion y registro respectivamente).
Se aplicaron puisos unicos de corriente de baja intensidad (2-3 veces umbral; xU)
que provocaron la aparicion del componente temprano del PAC (componente A),
generado por la excitacidon de los axones mielinicos de bajo umbral y velocidad
alta de conduccion en el nervio. Posteriormente, pulsos de corriente de mayor
intensidad (20-30 xT) fueron aplicados al nervio para excitar los axones
amielinicos de alto umbral y baja velocidad de conduccidén y que generan el
componente C del PAC. Los nervios de ratas desnutridas y mainutridas de todas
las edades registradas, muestran una disminucion en ia amplitud y el area, asi

como en la velocidad de conduccion del componente A del PAC, ademas de un
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incremento en el umbral de activacion de las fibras mielinicas mas excitables, con
respecto a los nervios de las ratas control. En contraste el componente C del PAC
presento caracteristicas semejantes en el nervio sural de ratas control, desnutridas
y mainutridas, de todas las edades estudiadas. El analisis histolégico mostré que
el numero de axones contenidos en el nervio sural de animales control y
desnutridos, es similar a los 30 y 90 dias de edad postnatal. Sin embargo, en los
nervios de animales desnutridos se redujo el diametro total del nervio y el grosor
de la vaina de mielina que rodea a los axones. También se observd una
disminucién en el diametro de los axones de los nervios de animales desnutridos
de 80 dias, pero no en los de 30 dias de edad postnatal . Estos resultados
sugieren que la desnutricion y la malinutricidn perinatales provocan severas
alteraciones en la generacion y propagacion del potenciai de accion en las fibras

aferentes mielinizadas de la rata en desarrollo.




INTRODUCCION GENERAL

Para conservar la integridad anatdmica y funcional de los organismos es
indispensable que éstos reciban un aporte de nutrimentos adecuado y suficiente.
Cada nutrimento desempefia un papel de gran importancia para el desarrolio de
los animales, incluido el ser humano. Por ejemplo, el metabolismo de tas proteinas
proporciona a los organismos un aporte apropiado de aminoacidos, los cuales son
esenciales para el crecimiento, el mantenimiento de la estructura celular y la
construccion y/o reparacion de los distintos sistemas enzimaticos (Winick, 1979).
Las grasas, ademas de ser compuestos esenciaimente energéticos, contribuyen
de manera importante en el mantenimiento del almacén de glucogeno en el higado
y participan en la formacion de algunas hormonas y vitaminas (Hahn, 1979).
Estructuraimente, las grasas estan presentes como fosfolipidos en las membranas
celulares y en el citoplasma (Lehninger y cols., 1970).

Por su parte, los carbohidratos tienen como funciéon principal el proporcionar
energia al organismo, aunque también participan en la formacién de algunas
enzimas y de proteinas conjugadas presentes en el cartiltago (Hahn, 1979, Winick,
1979).

La proporcion requerida de cada uno de estos nutrimentos varia en funcion
de la edad y de la especie del animal. Asi, por ejemplo la rata requiere durante su
desarrollo embrionario de una mayor cantidad de carbohidratos que de grasas,
pero esta relacion se invierte durante la lactancia. En cambio, la ingestién de
proteinas es importante en ambas etapas del desarrollo (Hahn, 1979).

En el caso de que un organismo reciba un aporte insuficiente en cantidad

y/o calidad (de ailguno o de todos los compuestos anteriormente senalados)




durante su desarrollo embrionario y/o de lactancia, presentara alteraciones
anatomicas, funcionales y conductuales de consideracion durante toda su vida
(Waterlow y Stephen, 1969; Goldspink y Ward, 1979; Howart, 1972; Lopes y cols.,
1982; Russell y cols., 1984a,b; Morgane y cols., 1978, 1993).

A cualquier forma de alimentacién deficiente se le llama malnutriciéon, bajo
este concepto se incluyen tanto la deficiencia selectiva de un solo nutrimento,
como la disminucion de dos o mas de los nutrimentos, necesarios para el buen
funcionamiento del organismo. Por otra parte, la deficiencia en el aporte de

nutrimentos mediante una disminucidn en la cantidad total de calorias

proporcionadas al organismo se le denomina desnutricion (Morgane y cols.,
1978).

Se ha considerado a la desnutricion y/o malnutricion como uno de los
problemas de salud publica de alta prioridad (ver Blakburn, 2001). La
comprension, prevencién, diagndstico y tratamiento de esta patologia, que hoy en
dia sufren mas de mil millones de personas en el mundo (Blakburn, 2001),
dependen en gran medida del futuro desarrollo de nuevas tecnologias que
permitan incrementar tanto la produccion como la calidad de los alimentos. De
igual manera, es imprescindible contar con lineas de investigacion que permitan
establecer con claridad los mecanismos o procesos fundamentales de los
organismos que se vean afectados por este padecimiento asi como para
establecer los procedimientos clinicos o alimentarios que se requieran desarrollar
para mitigar o abatir los efectos de la desnutricion.

Por lo anterior, se ha puesto un considerable interés en los posibles efectos

que desencadena la reduccion de la ingesta sobre diversos tejidos y organos,
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entre los que destacan el sistema nervioso y el sistema muscular de los
organismos (vease Morgane y cols., 1993). Sin embargo y a pesar de que en la
literatura especializada existen numerosas evidencias experimentales, de caracter
morfoldgico, fisioldégico, bioquimico y/o conductual, acerca de los posibles efectos
que produce la desnutricion sobre el Sistema Nervioso Central y sobre los
musculos esqueléticos (ver: Morgane y cols., 1978, 1993; Goldspink, 1996), en la
actualidad existe una notoria falta de informacién sobre las posibles aiteraciones
que desencadena una deficiencia alimentaria peri-natal, en cantidad y/o calidad,
sobre el desarrollo postnatal de las propiedades fisiologicas de los musculos

esqueléticos y de los nervios periféricos en los animales.

HIPOTESIS
La deficiencia en el aporte de nutrimentos (desnutricion o mainutricion)
durante las etapas de gestacion y lactancia, provocara alteraciones en el patrén de
contraccion del musculo esquelético y en la generacion y conduccion del potencial
de accidon compuesto de nervios periféricos durante el desarrollo postnatal de la

rata.

PROPOSITO GENERAL DEL ESTUDIO
El proposito general del presente estudio es determinar las posibles
alteraciones que producen la malnutricion proteinica (dieta isocaldrica, con una
reduccion selectiva de proteinas en el alimento) o ia desnutricion (dieta

hipocaldrica, lograda mediante la reduccion de {a ingesta) peri-natal sobre las
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propiedades contractiles de los musculos de las extremidades posteriores y sobre
la generacién y transmision del potencial de accibn compuesto en nervios
sensoriales periféricos, durante el desarrollo postnatal de la rata.

Para cumplir con este propdsito, se realizaron dos tipos de observaciones
experimentales, las que por si mismas, conllevan objetivos particulares
independientes. Por lo anterior el presente estudio se ha dividido en dos partes, la
primera hace referencia al efecto de la alimentacion peri-natal deficiente sobre el
desarrollo postnatal de la actividad contractil de musculos esqueléticos, que en el
animal adulto poseen caracteristicas contractiles de sacudida rapida, tales como el
musculo extensor digitorum longus (EDL) o de contraccion lenta, como el musculo
séleo (SOL). En la segunda parte, se analizan los efectos de la desnutricién o
malnutricion peri-natales sobre el desarrollo postnatali de las propiedades
electrofisioloégicas del nervio sural (SU), el cual predominantemente contiene fibras
nerviosas provenientes de receptores sensoriales localizados en la piel de las

extremidades posteriores de la rata.




PRIMERA PARTE
“EFECTO DE LA DESNUTRICION O LA MALNUTRICION PERINATAL SOBRE
EL DESARROLLO POSTNATAL DE LAS RESPUESTAS CONTRACTILES DE
MUSCULOS RAPIDOS O LENTOS DE LA RATA".

INTRODUCCION

La respuesta mecanica del musculo a un estimulo, ya sea aplicado
directamente sobre éste o a través de su nervio, se denomina contraccién o
sacudida simple y puede estudiarse experimentaimente en preparaciones
neuromusculares o en musculos aislados (Para una revision detallada de los
procesos metabolicos, moleculares y/o estructurales intrinsecos a la contraccion
muscular se recomienda la lectura de los capitulos correspondientes de los
siguientes libros: Davson, 1970; Aidley, 1989; Keynes y Aidley, 1985; Kandel,
Schwartz y Jessell, 1997; Cingolani y Housay, 2000).

Durante una sacudida simple, el musculo desarrolla tensién o efectua
trabajo, por lo que se han descrito dos tipos de contracciones musculares: la
isotonica (Fig. 1A) y la isometrica (Fig. 18B; Aidley, 1989). La contraccién
isotonica es aquella en la que el miasculo cambia su longitud, pero no desarrolla
tension. Este tipo de contraccion es efectuada por aquellos musculos cuya funcién
es producir movimiento en las articulaciones. En cambio, en una contraccion
isomeétrica el musculo desarrolla tension sin cambiar de longitud. Este tipo de
contraccidn ocurre predominantemente en los musculos posturales, los cuales

requieren desarrollar fuerza o mantener una posicidn corporal constante.




Figura 1.- Tipos de sacudidas simples de los musculos esqueléticos. Contraccion isotonica (A) y
contraccion isométrica (8).

Una sacudida simple isométrica muestra una fase rapida de incremento en
la tensidon, seguida de una fase de relajacion (caida de tensidn) mas lenta, tras la
cual se restablece la tension inicial (Fig. 2A). Comparativamente con el breve
curso temporal de los potenciales de accion nervioso y muscular (entre 1 y 3 ms),
el tiempo necesario para efectuar una sacudida muscular es muy grande (entre 10
y 100 ms, dependiendo del tipo de musculo). Esto se debe en parte, al tiempo que
se necesita para recapturar al ién calcio hacia el interior del reticulo

sarcoplasmico. Esta caracteristica de la sacudida muscular provoca que la
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generacién sucesiva de potenciales de accion activen de nueva cuenta a una fibra
muscular antes de que ésta se relaje completamente (Fig. 2B). Bajo esta situacion
la fuerza producida por cada una de las sacudidas individuales se sumara, hasta
que la fuerza desarroliada alcance una meseta. Esta forma de respuesta a la
generacion sucesiva de potenciales de accién o a la estimulacion eléctrica
repetitiva se denomina tétanos (Fig. 2C). Durante una sacudida tetanica, el
musculo desarrolla su fuerza maxima, debido a que cada fibra muscular presenta
el nimero maximo de puentes cruzados que las miofibrillas son capaces de formar

(Keynes y Aidley, 1985; Davson, 1970).

INERVACION

A cada musculo esquelético entran una o dos ramas del nervio que los
inerva, en estas se incluyen las fibras nerviosas aferentes que inervan los husos
musculares (sensibles a cambios en la longitud muscular) y las del 6rgano
tendinoso de Golgi (sensibles a cambios en la tensién del musculo), asi como
varias terminaciones nerviosas libres, algunas de las cuales se encuentran
relacionadas con sensaciones dolorosas (Fig. 3). En los mamiferos, la inervacion
motora esta representada por fibras nerviosas provenientes de las motoneuronas
gamma, que inervan a las fibras musculares intrafusales y por fibras que se
originan en las motoneuronas alfa e inervan a las fibras musculares extrafusales

(ver: Kandel y cols. 1997). Cada fibra muscular es inervada por solo una moto-
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Figura 2. Tensién desarrollada por el musculo esquelético, en respuesta a la estimulacién con un
pulso uanico (sacudida simple, A) o a la estimulacién repetitiva (fenomeno de la escalera, 8 y B’ o
contraccion tetanica, C).

neurona, pero cada moto-neurona puede inervar a numerosas fibras musculares
esqueléticas. Todas las fibras musculares inervadas por una moto-neurona se
contraen en respuesta a la activacion (potencial de accion) del axén motor. El
conjunto de fibras musculares y el axdn motor que las inerva constituyen la unidad
funcional del sistema motor, el cual se denomina unidad motora (Liddell y
Sherrington, 1925). Cabe sefalar que existen dos tipos de unidades motoras: a)
aquellas formadas por moto-neuronas que tienen una frecuencia de disparo
relativamente pequena e inervan a fibras musculares rojas o de contraccion lenta y
b) las constituidas por moto-neuronas que disparan con frecuencia alta e inervan
fibras musculares denominadas blancas o de contraccién rapida (Burke y cols.,

1974).
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Figura 3.- Inervacién sensitiva: huso muscular (sensible a cambios en la longitud) y o©rgano
tendinoso de Golgi (que detecta cambios en la tensién) y motora: axones motores a (inervan fibras
extrafusales) y axones motores y (inervan fibras intrafusales), del musculo esquelético (Tomado de
Kandel y cols. 1997)

TIPOS DE UNIDADES MOTORAS

A simple vista es posible distinguir un musculo blanco de uno rojo, debido al
color palido del primero, pero las diferencias entre ambos tipos musculares no se
limitan a su aspecto externo, sino que también incluyen sus caracteristicas
contractiles. Cuando un musculo blanco es estimulado con un pulso unico éste
responde con una sacudida simple de pequena duracién, mientras que un
musculo rojo responde al estimulo con una sacudida de mayor duracion (Fig. 4).
Estas diferencias en los tiempos de contraccion y relajacion de la contraccion son
el reflejo de distintas caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas de las fibras
musculares presentes en las unidades motoras. En funcion de estas

caracteristicas, las fibras musculares de los mamiferos se han clasificado en:




Fibras musculares de contraccion lenta (Tipo l). Estas fibras tienen un tiempo
de contracciéon prolongado y generan escasa fuerza durante la sacudida simple.
Sin embargo, la fuerza desarroliada por estas fibras no decae al ser estimuiadas
con trenes de pulsos (Fig. 4 A). La resistencia a la fatiga ha sido asociada a la
presencia de un considerable numero de mitocondrias y a una tasa muy baja en la
utilizacion del ATP (Close, 1964; Golidspink, 1980; Kandel y cols., 1997).
Basicamente, las fibras musculares de contracciéon lenta presentan un
metabolismo oxidativo y cuentan con grandes cantidades de mioglobina, lo que le
da su caracteristico color rojizo. Por otra parte, utilizando anticuerpos especificos,
Lutz y cols. (1979) han demostrado ila existencia de una isoforma de miosina
presente exclusivamente en estas fibras musculares, la miosina lenta.
Fibras musculares de contracciéon rapida y fatigables (Tipo 1IB). Presentan un
tiempo de contraccion relativamente breve, lo cual se ha asociado con Ia
presencia en su interior de concentraciones altas de miosina ATP-asa y de
fosforilasa. Su metabolismo es glucolitico y generan una gran fuerza durante su
contraccion (hasta 100 veces mas que la generada por las fibras de sacudida
lenta), pero se fatigan rapidamente al ser estimuladas con trenes de pulsos (Fig. 4
C). Estas fibras musculares contienen una isoforma rapida de la miosina, debido a
que reaccionan con el anticuerpo especifico a esa isoforma (Fiorotto y cols.,
2000).

Cabe senalar que aquellos musculos formados predominantemente por
fibras de sacudida lenta se relacionan con el mantenimiento de la postura det
organismo y por tal motivo se les denomina musculos posturales, mientras que los

musculos constituidos esenciaimente por fibras de sacudida rapida son los
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encargados de realizar el movimiento de las articulaciones, lo que permite que el

animal se mueva o se desplace de un lugar a otro.

RAPIDAS RESISTENTES
LENTAS A LA FATIGA RAPIDAS FATIGABLES

50g

50+
A 2 — e ok aired
o] 2 4 6 60 o 2 4 6 50 [¢] 2 4 6 15
ms ms ms

Figura 4.- Caracteristicas contractiles de las fibras musculares de sacudida lenta (A), rapidas
resistentes a la fatiga (B) y rapidas fatigables (C) (Tomado de Kandel y cols. 1997).

Fibras musculares de contraccién rapida, resistentes a la fatiga (tipo IlA o
HX).- Estas fibras presentan caracteristicas contractiles intermedias entre las fibras
rapidas y las lentas: la duracion de su sacudida es ligeramente mayor que la de
las fibras rapidas fatigables y presentan una resistencia a la fatiga semejante a la
de las fibras lentas (Fig. 4B). Durante la estimulacion repetitiva, estas fibras
musculares desarrollan mas fuerza que las fibras rapidas y que las fibras lentas
(Burke y cols., 1974). Este tipo de fibras reaccionan principalmente con el
anticuerpo especifico para la miosina rapida pero también reaccionan, aunque en

menor proporcién, con el anticuerpo especifico para la miosina lenta. También




presentan un metabolismo dual, oxidativo y glucolitico y dependiendo de la
preponderancia de un tipo de metabolismo con respecto al otro, se les conocen
como fibras oxidativas-glucoliticas o tipo IIA o bien, como fibras glucoliticas-

oxidativas o tipo IIX (Fiorotto y cols., 2000).

ONTOGENIA DEL MUSCULO ESQUELETICO.

El muasculo esquelético tiene su origen embrioldégico en el mesodermo
somatico, que en las primeras fases de desarrollo se segmenta transversalmente
desde la region cefalica a la caudal, formando numerosas somitas. Cada somita
esta formada por ceélulas epiteliales y a partir de éstas se forman el esclerotomo
que dara origen a las vértebras, el dermatomo que formara la dermis y el miotomo
del cual se originaran los musculos. Las células del miotomo sintetizan miosina y
se transforman en mioblastos, los cuales empiezan a formar paquetes
organizados de filamentos contractiles, [lamados miotubos (Goldspink, 1980;
Buckingham, 1994).

El primordio de los musculos esqueléticos de la rata contiene fasciculos de
dos a seis miotubos, cuyas sarcolemas se encuentran conectadas entre si
mediante uniones comunicantes. Durante la histogénesis, los musculos presentan
dos generaciones de miotubos: la primera se hace evidente a partir del dia 15 de
gestacion; tales miotubos poseen una miosina (embrionaria) que presenta
caracteristicas inmuno-histoquimicas semejantes a las de la miosina rapida. A
partir del dia 17 de gestacion, la miosina presente en los miotubos de la primera
generacién cambia gradualimente sus caracteristicas inmuno-histoquimicas hacia

las de la miosina fenta; al mismo tiempo, rodeando a los miotubos primarios, surge




la segunda generacién de miotubos. Los miotubos secundarios o de la segunda
generacién mantienen una estrecha relacidon con los miotubos primarios
(Rubinstein y Kelly, 1981).

Los miotubos de la primera y de la segunda generacion presentan un
nucleo central, una gran acumulacion de glucogeno en el centro y miofibrillas
periféricas. Estos complejos celulares estan rodeados por una lamina basal, en la
que se han observado dos formas de contacto neuromuscular, la primera consiste
de una aposicion estrecha entre el axén y la membrana plasmatica del miotubo,
mientras que la segunda es semejante a una placa motora primitiva, consistente
de pequefios axones terminales que contienen vesiculas opacas en su interior.
Este tipo de union se observa exclusivamente en los miotubos primarios
(Rubinstein y Kelly, 1981).

En dias previos al nhacimiento (19 a 21 dias de gestacion en la rata), los
miotubos de Ia primera generacion presentan placas terminales bien
diferenciadas, mientras que los miotubos de la segunda generacion, ya separados
de los miotubos primarios, presentan placas terminales primitivas (Rubinstein y
Kelly, 1981). En esta etapa del desarrollo, un porcentaje alto de fibras musculares
originadas supuestamente de la primera generacion de miotubos, presentan una
reaccion inmuno-histoquimica semejante a la de las fibras lentas. Las fibras que
surgen a partir de la segunda generacion de miotubos también reaccionan con el
anticuerpo especifico para la miosina lenta. Cabe sefalar que en esta etapa del
desarrollo muscular se presentan miotubos que reaccionan tanto con el anticuerpo
especifico de las fibras lentas como con el de las rapidas, por lo cual se considera

que existe un tipo de miosina de transicion (Botinelli y cols., 1991).

13 ot
T.L‘;ul-.

| FALLA DE ORIGEN

;
i
|
!



En los dias posteriores al nacimiento, la mayor parte de las fibras
musculares reaccionan tanto con el anticuerpo especifico para la miosina rapida
como con el de la miosina lenta. En las primeras tres o cuatro semanas de vida
postnatal ocurre la diferenciacion de las fibras musculares, manifestandose
gradualmente un solo tipo de reaccion inmuno-histoquimica (miosina lenta o
miosina rapida). La diferenciacion de las fibras musculares en lentas y rapidas
depende de la localizacion corporal y de la funcion que desemperna cada musculo
en particular (Rubinstein y Kelly, 1981, Navarrete y Vrbova, 1993).

Desde el punto de vista mecanico también se han observado cambios en la
actividad contractil del musculo esquelético durante su desarrollo ontogénico.
Close (1964), reporta que durante el periodo postnatal temprano todos los
musculos de las extremidades posteriores de ila rata, desarrollan contracciones
con un curso temporal similar al de los musculos de sacudida lenta y que durante
las primeras cuatro semanas de vida postnatal se lleva a cabo la diferenciacion en
musculos de sacudida rapida y lenta (Fig. 5.A). Este mismo autor observa que a
medida que los animales crecen, sus musculos son capaces de desarrollar mayor
tension durante la sacudida simple (Fig.5 B) y de producir la sacudida tetanica con
mayores frecuencias de estimulacion.

También se ha reportado que los musculos en desarrollo sufren cambios
metabdlicos importantes, sobre todo en la actividad de las enzimas glucoliticas y
oxidativas que proporcionan la energia necesaria para efectuar la contraccion
muscular. Nemeth y cols. (1989), han reportado que en los animales recién
nacidos, la actividad de ambos grupos de enzimas es semejante en los musculos

de sacudida lenta y en los de contraccion rapida. Pero durante el primer mes de




vida postnatal los musculos de sacudida rapida incrementan considerablemente ia
actividad de las enzimas glucoliticas y reducen la de las enzimas oxidativas;
mientras que en los musculos de sacudida lenta el incremento en la actividad de

las enzimas oxidativas se prolonga hasta las seis semanas de vida postnatail.
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Figura 5. Los musculos de las extremidades posteriores de la rata recién nacida presentan una
contraccién isométrica semejante a la de los miisculos de sacudida lenta del adulto, pero a medida
que los animales crecen sus musculos adquieren los patrones de contraccion tipicos de los
musculos de sacudida rapida o lenta. En A se ha representado /a tensién desarrollada durante una
sacudida simple y en B la tension que desarrollan los muasculos EDL y sdéleo, de diferentes edades
postnatales, durante una contraccion tetanica. En las abscisas se representa el tiempo de la
contraccién (medida en ms) y en las ordenadas la tensién desarrollada (medida en gramos, g)
durante la sacudida simple (A) o la contraccién tetanica isométricas (B, modificado de Close, 1964).

Como puede observarse, existe una clara correlacion entre los cambios
registrados en las actividades contractii y enzimatica con las modificaciones
morfoldgicas observadas mediante técnicas inmuno-histoquimicas. Esto significa

que los musculos de los mamiferos altriciales presentan cambios postnatales tanto




en sus caracteristicas contractiles como en sus fuentes energéticas y su
morfologia (Close, 1964; Rubinstein y Kelly, 1981; Nemeth y cols., 1989), io cual
les permitira adaptarse al medio ambiente en que viven. Ahora bien, esta serie de
cambios que ocurren durante el desarrollo de los musculos esqueléticos, puede
ser afectada por numerosos factores externos e internos entre los que destacan: la
actividad muscular (ejercicio), los niveles de hormonas circulantes, las condiciones

de alimentacion del organismo, etc.

ANTECEDENTES.

Lo primero que se observa al alimentar animales experimentales con dietas
hipocaloricas o con deficiencias proteinicas, es que éstos sufren una disminucion
en su peso corporal (entre el 40 y el 60%), con respecto a los animales
aliméntados con dietas balanceadas (Russell y cols., 1984b; lhemelandu, 198S5).
Segun Hegarty y Kim (1980). 1a disminucion en el peso corporal podria asociarse
con la disminucion en el diarnetro, la longitud y el nimero de fibras musculares de
los animales alimentados con dietas deficientes.

Ademas de los cambios estructurales sefalados, los musculos esqueléticos
de animales sometidos a una dieta deficiente en cantidad (hipocaldrica) o en
calidad (generalmente hipo-proteinica), sufren alteraciones en sus caracteristicas
contractiles. Asi, Russell y cols. (1984b) reportan un incremento en los tiempos de
contraccion y de relajacion, asi como en la fuerza desarrollada por el musculo
gastrocnemio de ratas adultas alimentadas con dietas hipo-proteinicas. Mediante
el uso de técnicas histoquimicas, Russell y cols. (1984a y b); e lhemelandu (1985)

han observado que la alimentacidon deficiente (dieta hipocaldrica) provoca mayores




alteraciones en los musculos de sacudida rapida que en los de sacudida lenta de
los animales adultos. También se ha reportado que al re-alimentar a los animales
adultos se revierten las alteraciones producidas por la desnutricién (Goldspink y
Ward, 1979; Bedi y cols., 1982). Sin embargo, cuando la restriccion del alimento
ocurre durante los periodos de gestacion y lactancia (periodo peri-natal), la
disminucion en el numero, diametro y longitud de las fibras musculares, asi como
en la proporcion de fibras de sacudida rapida son irreversibles (Haltia y cols.,
1978; Bedi y cols., 1982).

Poco se sabe acerca de las alteraciones Que provoca una alimentacion peri-
natal deficiente, en cantidad (desnutricion) o calidad (malnutricidon), sobre las
propiedades funcionales del musculo esquelético. Wareham y cols. (1982),
analizaron el patron de contraccion de los musculos EDL y SOL de ratas adultas,
sometidas a desnutricion peri-natal, y encontraron que no existen cambios
significativos en los tiempos de contraccion y relajacion de la sacudida simple,
pero sorprendentemente ambos musculos (EDL y SOL) desarrollaron mayor
fuerza por gramo de tejido humedo que los mismos musculos pero de animales
control. Por otra parte, en un estudio previo realizado en nuestro |aboratorio, en el
que se utilizé el muasculo gastrocnemio (Musculo mixto) de ratas jovenes (entre 21
y 27 dias postnatales), sometidas a desnutricion neonatal mediante el
hacinamiento de crias, se observaron incrementos tanto en los tiempos de
contraccion y de relajacion de la sacudida simple como en |la fuerza por gramo de
tejido humedo de los animales sometidos a desnutricion; ademas se encontré un
aumento significativo en la actividad de la enzima creatina-cinasa (CK). EIl

incremento en los tiempos de contraccion y relajacion se asocidé con una mayor
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proporcion de fibras de sacudida lenta en el musculo, en tanto que el incremento
de fuerza por gramo de tejido y el aumento de la actividad enzimatica observados
en los musculos de los animales desnutridos, se explico al suponer que en los
musculos de las ratas desnutridas podria existir un porcentaje relativamente alto
de fibras musculares en proceso de transformacion y que posiblemente éstas
utiizaban el metabolismo aerobio (oxidativo) como principal fuente de energia
para su contraccion (Segura, 1993).

Como puede observarse, la informacion disponible en la actualidad acerca
de las alteraciones causadas por la desnutricion y la malnutricion sobre las
caracteristicas contractiles de los musculos esqueléticos es escasa y fragmentada,
ya que la mayor parte de los autores realizaron sus estudios utilizando técnicas
inmunohistoquimicas para comparar los musculos de animales sometidos a dietas
restringidas con los de animales control y los pocos investigadores que evaluaron
la actividad contractil del musculo esquelético realizaron sus experimentos en
animales aduitos sometidos a desnutricion o malinutricion anicamente durante los
periodos de gestacion y/o lactancia. Por lo anterior resulta de particular interés el
analizar y comparar las posibles alteraciones causadas por las dietas
hipocaidricas (desnutricion) e hipo-proteinicas (malnutricién) peri-natales, sobre
las caracteristicas contractiles de los diferentes tipos musculares (rapidos, lentos y

mixtos) durante el desarrollo postnatal de los animales.




HIPOTESIS
La alimentacion deficiente en calidad (malnutricion proteinica) o en cantidad
(50% de alimento) provocara aiteraciones en el desarrollo del patron de
contraccién mecanica de los musculos de sacudida rapida y de sacudida lenta de
la rata.
Para probar esta hipotesis, en esta primera seccion del presente estudio se

han planteado como objetivos experimentales, los siguientes:

OBJETIVO GENERAL
Determinar los efectos que producen la desnutricion o la malnutricion
proteinica, sobre el desarrollo postnatal de las propiedades contractiles de

musculos rapidos y lentos de las extremidades posteriores de la rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

A. Determinar las alteraciones que producen !a desnutricion (50% de alimento) o
la malnutricion proteinica (caseina 6%) sobre la contraccion isomeétrica simple de
los musculos extensor digitorum longus (EDL) y séleo (SOL) de ratas con distintas
edades postnatales.

B. Establecer las modificaciones provocadas por la desnutricion (50% de alimento)
y la mainutricion proteinica (caseina 6%) sobre la respuesta contractil generada
por diferentes frecuencias de estimulacion en los musculos EDL y SOL de ratas

con distintas edades postnatales.




C. Caracterizar el efecto de la desnutricion (50% de alimento) y la malnutricion
proteinica (casina 6%) sobre la fatigabilidad de la respuesta contractii de los
musculos EDL y SOL, durante el desarrollo postnatal de la rata.

D. Establecer si la alimentacion deficiente en cantidad (desnutricion) ejerce un
efecto diferencial, con respecto a la alimentacidn deficiente en calidad
(malnutricion proteinica), sobre las caracteristicas contractiles de los musculos

rapidos y lentos en desarrollo.




MATERIAL Y METODOS

La fase experimental de la presente tesis se efectud en el Laboratorio 11

(Edificio de Fisiologia 1) del Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias

del CINVESTAYV, IPN, a cargo del Dr. ismael Jiménez Estrada.

Método de desnutricién y malnutricion:

Los experimentos correspondientes a esta seccion del presente estudio fueron

realizados en crias (machos) de la rata, variedad Wistar. Los animales fueron

obtenidos al colocar a tres grupos de ratas hembra, con un peso inicial de 250 g,

bajo diferentes regimenes de alimentacion, desde tres semanas previas al

apareamiento y durante el periodo peri-natai (tabla 1):

a)

b)

c)

Grupo de animales control. Este grupo de ratas y sus crias tuvieron libre
acceso al agua y al alimento (Formulab 5008, LabDiet) durante toda la fase
experimental.

Grupo de animales desnutridos. Desde tres semanas previas al
apareamiento y durante los periodos de gestacion y lactancia se alimento a
un grupo de ratas y sus crias con el 50% de !a cantidad de alimento que, en
promedio, ingerian las ratas hembras control (Chow y Lee, 1964; Bedi,
1994); vy

Grupo de animales malnutridos. Al igual que el grupo de animales
desnutridos, desde tres semanas antes del apareamiento y durante la
gestacion y la lactancia a este grupo de ratas y sus crias se les proporciono

una dieta baja en proteinas (caseina 6%; Morgane y cols., 1978).




Todos los experimentos fueron realizados siguiendo las normas éticas
sefialadas en la guia de los Institutos Nacionales de Salud (NIH Publications No.
8023), para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

A todos los animales se les proporcion® agua ad /ibitum. En el dia del parto (dia
cero post-natal), se ajustdo a ocho el numero de crias por camada y desde ese
entonces, en forma periodica se les determind el peso corporal a cada una de las
crias, hasta el dia en que se realizé el experimento agudo (registro de la actividad
contractil del musculo esquelético o del potencial de accion compuesto en el
nervio sural; ver mas adelante). Es importante sefialar que debido a factores fuera
de nuestro control, no fue posible mantener la dieta hipoproteinica mas alla de los
35 dias de edad postnatal y por esta razédn, no se presentan datos de los
parametros morfolégicos o de mecanica muscular para animales malnutridos de

60 y 90 dias de edad.

Tabla M1.- Caracteristicas de las dietas proporcionadas a los animales control, desnutridos y
malnutridos. La mortalidad en el lote de animales desnutridos fue de 19 + 1% y en las camadas de
ratas con malnutricion protelnica fue de 37 + 2%.

CONTROL MADRES: Ratas Wistar adultas (250-300 g de peso), mantenidas con agua y
alimento (Formulab 5008, LabDiet) ad libitum durante el apareamiento, la
gestacion y la lactancia

CRIAS: 8 crias/camada mantenidas junto a la madre desde el nacimiento
hasta el destete (~21 dias postnatales) y posteriormente con agua y alimento
ad libitum.

DESNUTRICION MADRES: Ratas Wistar adultas (250-300 g de peso), alimentadas desde las
tres semanas previas al apareamiento, la gestacion y la lactancia con el 50%
de la cantidad normal de alimento (Formulab 5008, LabDiet).

CRIAS: 8 crias/camada mantenidas junto a la madre desde el nacimiento
hasta el destete (~21 dias postnataies) y posteriormente alimentadas con el
50% de la cantidad normal de alimento.

MALNUTRICION MADRES: Ratas Wistar adultas (250-300 g de peso) alimentadas, desde las 3
semanas previas al apareamiento y durante los periodos de gestacion y
lactancia, con una dieta baja en proteinas (caseina 6%, Teklad, Madison,Wi).
CRIAS: 8 crias/camada mantenidas junto a la madre desde el nacimiento
hasta el destete (~21 dias postnatales) y posteriormente alimentadas con la
dieta baja en proteinas
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Procedimientos quirurgicos:

El registro de la actividad contractil de los musculos EDL y SOL de las crias
control, desnutridas y malnutridas, se efectud in vivo los dias 15 (CTL n=7, DESN
n=711, MALN n=11), 25 (CTL n=7, DESN n=11, MALN n=6), 35 (CTL n=8, DESN
n=8 MALN n=6), 60 (CTL n=5 DESN n=8) y 90 (CTL n=10, DESN n=11)
postnatales, los cuales comprenden el periodo de tiempo en el que se compieta el
proceso de diferenciacion de las fibras musculares (Close, 1964). Cabe senalar
que el musculo EDL es el extensor de los dedos de las patas posteriores, mientras
que el musculo séleo es extensor de la rodilla. Los animales fueron anestesiados
mediante la aplicacion intra-peritoneal de uretano (Sigma; 1.6 g/kg de peso;
Komisaruk, Adler y Hutchinson, 1972). Los musculos EDL y SOL fueron expuestos
mediante incisiones longitudinales en la piel de las extremidades posteriores. Los
musculos fueron identificados y disecados siguiendo las indicaciones anatomicas
de Popesko y cols. (1992); se tuvo especial cuidado en mantener intacta la
circulacion sanguinea durante todo el experimento. Para evitar en lo posible la
manifestacion de artefactos de indole mecanica durante el registro, tanto la pelvis
como la parte distal de la tibia de las extremidades posteriores, se fijaron
firmemente a la tabla de diseccion con alfileres de acero inoxidable. Asimismo, los

musculos se mantuvieron en un ambiente humedo mediante la aplicacion continua

de solucion salina (cloruro de sodio 0.9%) a una temperatura de 37+ 19C, durante

la diseccion y el experimento. En su oportunidad, el tendén localizado en la parte
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distal de cada uno de los musculos se atdé con un hilo resistente e indeformable a

un miodgrafo isomeétrico (Grass, FT 03B).

Estimulacion y registro:

Para provocar la sacudida simple y la respuesta tetanica de los musculos
bajo estudio (control, desnutridos y malnutridos), se utilizé un par de electrodos de
estimulacion, construidos con alambre de plata, que fueron colocados sobre la
superficie de los musculos. A través de estos se aplicaron pulsos eléctricos Unicos
o trenes de pulsos durante tres segundos y cuya frecuencia se incrementé
gradualmente desde 1 hasta 100 Hertzios (Hz; 1, 10, 20, 30, 40, 50y 100 Hz), en
ambos casos la intensidad (medida en voltios) fue supra-maxima y la duracion del
estimulo fue de 0.2 ms.

Para estimar la fatigabilidad de los musculos, se les provoco una respuesta
tetanica unica con un tren de estimulos de intensidad supra-maxima y 100 Hz de
frecuencia durante 10 segundos.

Las respuestas contractiles de los musculos fueron registradas en papel
mediante un poligrafo Grass, modeio 79 D.

Para que las fibras musculares puedan desarrollar tensién sobre una
articulacidén es necesario que los elementos elasticos en serie y en paralelo que
las unen al hueso (tendones) o que las rodean (tejido conectivo), estén parcial o
totalmente estirados (Hill, 1938, Huxley y Niedergerke, 1954, Huxley y Hanson,
1954). Para vencer la resistencia que oponen los elementos elasticos es necesario

emplear tension, la cual se denomina tensidn pasiva, y ello se logra
i
i
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experimentalmente al estirar el musculo a distintas longitudes. Por otra parte, la
tension que desarrollan los elementos contractiles se denomina tension activa, la
cual se determina durante la contraccion isometrica. Por ello, antes de efectuar
cualquier tipo de registro de la actividad contractil de un musculo, en el presente
estudio se determinaron las tensiones pasivas y activas producidas al estirar los
musculos a 80, 90, 100, 110 y 120 % de su longitud fisiolégica y al provocar la
contraccion muscular en cada una de las longitudes sefaladas, respectivamente.
Para ello, utilizamos en el presente estudio un sistema milimeétrico de engranes, el
cual sostenia al miografo isomeétrico y permitia estirar al musculo a las distintas
longitudes sefaladas. A partir de los datos obtenidos, se determind la longitud
6ptima con la cual los musculos podian desarrollar la tension maxima durante una
sacudida simple. Tal longitud optima fue mantenida en todos los registros de las
respuestas contractiles realizadas a lo largo de las sesiones experimentales.

Al final del experimento, los musculos estudiados fueron separados dei
animal y pesados (peso humedo), y se les determind la relacion peso muscular /
peso corporal. Finalmente, los animales fueron sacrificados por dislocacion

cervical.

Analisis de datos:

Posteriormente al dia del experimento, se determinaron los siguientes
parametros de las respuestas contractiles: tiempo al pico.' tiempo de relajacion,
frecuencia de fusion de la respuesta contractil; tension al pico de la sacudida
simple, tension maxima desarrollada durante la contracciéon tetanica y se

construyeron ias relaciones de tension pasiva o activa, con respecto al grado de




estiramiento de los musculos (% de longitud). Los datos correspondientes al
tiempo de la fase de subida y de caida de la tensién contractil son expresados en
milisegundos (ms); la frecuencia en Hertzios (Hz) y la tensién desarrollada durante
la sacudida simple y el tétano expresadas en Newtons por area de seccion
transversal del musculo (N/cm?). El area de seccion transversal de los musculos
fue estimada al dividir el peso del musculo por su longitud éptima y su densidad
especifica (1.056 g/cm?; Close, 1972).

La fatigabilidad de los musculos fue inferida a partir de la declinacién en la
fuerza desarrollada por el musculo durante una estimulacidon tetanica prolongada
(100-[{tension al final de la meseta / tensidon al pico inicial}x 100]. Russell, et al
1984b; Elder y Vassallo, 1986).

Los datos obtenidos fueron promediados (promedio * error estandar) y
sometidos a la prueba estadistica de analisis de varianza (ANOVA de una via) y
posteriormente al analisis de Tukey, para determinar las posibles diferencias entre

grupos y tratamientos (Zar, 1974).
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RESULTADOS
Peso corporal y muscular.

La figura R1 y la tabla R1 muestran los valores promedio del peso corporal
y del peso de los musculos EDL y SOL de las crias con diferentes edades
postnatales y sujetas a los distintos paradigmas de alimentacion. Los resultados
muestran que en todas las edades estudiadas el peso corporal de los animales
desnutridos y malnutridos fue significativamente inferior que el de los animales
control (ANOVA, tres categorias con repeticiones; p<0.001). Presentandose a los
35 y 60 dias postnatales la mayor reduccion de peso en los animales desnutridos
y malnutridos, en comparaciéon con los animales control, (DESN: 74.7% y 70.0%;
MALN: 81.0% respectivamente; Tabla R1), mientras que la minima reduccion de
peso corporal se observo a los 15 dias de edad postnatal (DESN: 39.5% y MALN:
60.8%; Tabla R1). Estos resultados concuerdan notabiemente con los reportados
en otros estudios, a pesar de que en ellos se utilizan procedimientos para producir
deficiencias alimentarias diferentes a los utilizados en el presente estudio
(Morgane y cols., 1978; Wilson y cols, 1988; Segura, 1993).

En cuanto al peso de los musculos EDL y SOL, se observé en todas las
edades estudiadas una disminucion significativa en el peso humedo de ambos
musculos en los animales sometidos a desnutricion o malnutricion peri-natal, con
respecto a los mismos musculos pero de ratas control (Fig. R1, B y C; Tabla R1).

La disminucion del peso muscular probablemente se encuentra asociada a
una reduccidon en la cantidad de proteinas totales, contenidas en los musculos de
animales sometidos a deficiencias alimentarias (Howart, 1972; Garlick y cols.,

1975; Segura, 1993; Fiorotto y cols., 2000). e e
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Tabla R1. Peso. corporal, peso de los musculos EDL y séleo (promedio t error estdndar de la
media, E..E. M.), asl como la relacion peso muscular-peso corporal de ratas control, desnutridas y
mg(qutﬁdas C control (n=7-8); D = desnutridos (n = 8~ 11); M = malnutridos (n = 6- 11).

MUSCULO EDL

0.15 0.047 - 0.043 0.043

Edad - . o corporal (Pc) Peso det musculo (Pm) (g) Pm/ Pc
(dias) - e )

T ™M C D M [+ D M
18 13.0 0.01 0.005 0.0034 0.033 0.026 = 0.025
i +1.3 +0.001 +0.001 +0.001 + 0.002 +0.001* +0.001"

25 .7 19.9 0.03 0.011 0.0055 0.042 0.035 0.027
e +1.2 +0.008 +0.0023 +0.008 + 0.001 + 0.001 +0.001*

357 28.1 0.06 0.013 0.0093 0.043 0.036 0.033
R 1.6 +0.008 +0.0022 +.0008 + 0.001 + 0.002 +0.001*

Te0
B +0.008 +0.0037 - + 0.001 #+ 0.001
90 . 0.23 0.083 - 0.047 0.047
: +0.026 +0.015 - + 0.001 + 0.002

MUSCULO SOLEO

Edad: I Peso del musculo (Pm) (g) Pm/Pc _l
(dias) -
I ... C D M C . D M
‘15 1 4 500,012 0.0065 0.0035 =2 0.037.: . 0.032 0.026
B -2 0.9 :7:17+0.002 +0.002 +0.0009 1 +'0.001- + 0.004 + 0.002*
25 30.! *19.9.7770.027 0.012 0.0056 - 110.039 0.039 0.028
+5 1.2 +0.003 +0.003 +0.0013 + 0.002 + 0.002 + 0.002*
35 ‘36 4.9 0.067 0.015 0.008 1 0.047 0.043 0.032
+6. 3.3 +0.01 +0.004 +0.0015 + 0.005 + 0.001 + 0.002*
60 - 0.15 0.046 - 0.041 0.043 -
- +0.018 +=0.007 - + 0.002 + 0.003 -
90 - 0.152 0.071 - 0.032 0.040 -
+2.6 - +0.034 +0.011 - + 0.002 + 0.001 -

El asterisco (°). indica que el promedio de los tratamientos (desnutricién y rmalnutricién proteinica)
es estadlsticarmmente distinto del promedio del lote control (ANOVA de una via, el asterisco (%)

significa p < 0.01).
Debido a factores fuera de nuestro control, la dieta hipo-proteinica (caseina 6%) solo pudo

administrarse a ratas menores de 60 dias.

Los valores correspondientes a la relacion existente entre el peso muscular
y el peso corporal son mostrados en la Tabla R1 y en las graficas D y E de la
figura R1. En las edades postnatales comprendidas entre los 15 y 35 dias (Fig. 1

D y E), la relacion guardada entre el peso corporal y el peso del musculo (Pc/Pm)




fue significativamente mayor en los musculos EDL y SOL de las ratas malnutridas

que en el de las ratas control (Tabla R1, ANOVA simple, p< 0.01).
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Figura R1.- Relacion entre el peso corporal y el de los musculos EDL (A) y séleo (B), de ratas
desnutridas y malnutridas de diferentes edades postnatales. Cada punto representa el promedio de
9 animales. El asterisco (*) representa p < 0.01 (ANOVA de una via y posteriormente prueba de
Tukey).

En cambio, la relacion Pc/Pm de los animales control y desnutridos no
mostraron diferencias significativas entre si, en todas las edades estudiadas (Fig.

R1 D y E, Tabla R1). Nuestros resultados son consistentes con los reportados por




Johnson (1991) y Fiorotto y cols. (2000), quienes muestran que la tasa de sintesis
y especialmente la degradacion de proteinas, se reduce cuando los animales son
sometidos a deficiencias alimentarias, pero entre los 10 y 15 dias del desarrollo
post-natal la relacion entre la sintesis y la degradaciéon de proteinas alcanza un
equilibrio, de manera que el cociente entre el depdsito y la eliminacién de
proteinas se mantiene constante, a pesar de que el peso corporal del animal
permanece reducido (Fig. R1). Lo anterior podria considerarse como un

mecanismo de adaptacion del animal a su condicion alimentaria.

Tension desarrolilada durante la sacudida simple

Puesto que los musculos de los animales desnutridos y malnutridos
presentan un tamafno y peso considerablemente menor que el de los animales
control (como se indica en el inciso anterior) y dado que la generacion de tension
muscular depende en gran medida del tamafio o peso del musculo, resulta
conveniente normalizar la tension isomeétrica medida al pico de las respuestas
contractiles (sacudida simple y tétano) con respecto al area de seccion transversal
del propio musculo (Close, 1972; Kelsen y cols, 1985). La figura R2 y la Tabla R2
muestran los registros y los valores promedio de la tensiéon por area de seccion
transversal de los musculos bajo estudio. Tal y como se puede observar en los
registros de la figura R2A, las respuestas contractiles de los musculos EDL
desnutridos y malnutridos presentan mayor amplitud (y en consecuencia mayor
area) que las respuestas provocadas por los musculos EDL control. Este
comportamiento se hace mas evidente al graficar los valores promedio (xE.E.) de

la tension normalizada con respecto a la edad de los animales (Fig. R2B).




También se puede observar en esta grafica, que entre los 15 y 35 dias postnatales
los musculos EDL desnutridos y malnutridos desarrollan mas fuerza por area
transversal que ios musculos control (ANOVA simple, p<0.001) mientras que a los
60 y 90 dias, los musculos EDL experimentales generaron una tension por area
transversal similar a la que generan los muasculos control (ANOVA simple,

p<0.001).

Tabla R2. Valores promedio (+x£.E; n=9.) de la tensién por area transversal desarrollada durante
una sacudida simple por los musculos EDL y SOL de animales control, desnutridos o malnutridos
con distintas edades postnatales. C = control (n=7-8); D = desnutridos (n = 8 — 11); M = malnutridos
(n=6-11).

Edad EDL SOL J
(dias) I (N / cm?) (N / cm?)
D ™M C D ™M
15 1.04 2.83 2.12 0.85 0.68 1.01
+0.08 +0.34 +0.28 +0.08 +0.06 +0.09
25 1.46 - 3.88 4.12 1.16 1.33 1.28
+0.08 +0.25 +0.46 +0.11 +0.08 +0.185
35 3.04 BTN 5.31 0.98 1.46 1.58
+0.23 +0.65 +0.55 +0.06 +0.1 +0.11
60 3.15 2.51 - 1.08 0.97 -
+0.36 +0.26 - +0.11 +0.05 -
90 2.99 2.41 - 1.13 1.30 -
+0.18 +0.18 - +0.05 +0.1 -

En cambio, los musculos SOL de animales desnutridos y malnutridos
desarrollan una tension por area transversal durante la sacudida simple que no es
significativamente diferente a la generada por los musculos SOL de animales
control (ANOVA simple, p<0.001; Figura R2C y D; Tabla R2) en todas las edades
sefnaladas.

El incremento en la tension por area de seccidon transversal podria
explicarse de muy diversas maneras, una de ellas estaria relacionada con un

posible aumento en la cantidad de elementos contractiles por area transversal,
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contenidas en las miofibras de los musculos EDL desnutridos y no en las miofibras

del musculo Sdéleo(SOL) o bien a una alteracion en los mecanismos que generan
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Figura R2. Tensién por area de seccion transversal generada por musculos EDL (A y B) y SOL (C y
D) de animales control, desnutridos o malnutridos con distintas edades postnatales. Cada puntoc
representa el promedio de 10 musculos, las barras verticales indican el error estandar (xE.E.),

* significa p<0.001. C = control (n=7-8); D = desnutridos (n = 8 — 11); M = malnutridos (n = 6- 11).




la fuerza muscular, por ejemplo un incremento en la liberacion y o un
enlentecimiento en la recaptura de iones calcio del reticulo sarcoplasmico, el cual
a su vez estaria probablemente asociado a un ensanchamiento del potencial de

accion muscular (Warren y cols. 2001,2002; DiFranco y cols., 2002).

Tension desarrollada durante la respuesta contractil tetianica.

Durante la respuesta tetanica, provocada por trenes de estimulos de
frecuencia aita (100 Hz.), los musculos alcanzan la tension mayor que son
capaces de desarrollar (Davson, 1970), lo cual se logra por la activacién maxima
de todos los elementos contractiles contenidos en los mismos. Por tal razon en el
presente estudio se determind la tension maxima tetanica producida por los
musculos EDL y SOL de animales control, desnutridos y malnutridos, durante

distintos estadios del desarrollo postnatal de la rata.

Tabla R3. Valores promedio + E.E. de la tensién por area de seccion transversal de la respuesta
tetanica de los musculos EDL y SOL de ratas control (C; n=7-8), desnutridas (D; n = 8 — 11} y
malnutridas (M, n = 6- 11).

Edad EDL SOL J
(dias) L (N /cm? (N / cm?)
& D M (] D M
15 3.68 8.92 7.66 3.17 3.72 3.18
+0.31 +1.12 *1.7 +0.39 +0.55 +0.53
25 5.16 10.77 11.14 5.34 5.7 5.66
+1.14 +0.84 +1.08 +0.54 +0.26 +0.26
35 7.8 13.32 10.24 4.99 6.82 7.65
+0.5 +1.87 +0.39 +0.4 +0.57 +0.59
60 7.0 9.83 - 5.48 4.29 -
+0.42 +0.87 - +0.34 +0.42 -
90 11.56 8.55 - 7.59 6.06 -
+0.39 +0.38 - +0.53 +0.66 -

De igual manera a lo observado en la sacudida simple (ver parrafos

anteriores), en una respuesta tetanica los musculos EDL de animales desnutridos
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y malnutridos, con edades de entre 15 y 35 dias postnatales, desarrollaron mayor
tension por area de seccidén transversal que los musculos de ratas control de ias
mismas edades (ANOVA simplie, p< 0.001; Tabla R3 y Fig. R3AyB)yalos 60y
90 dias, los musculos desnutridos desarrollaron tensiones tetanicas por area
transversal semejantes a las producidas por los musculos control con el mismo
paradigma de estimulacion (intensidad supramaxima y 0.2 ms de duracién; Fig.
R3B).

Del mismo modo que en la sacudida simple, tampoco se observaron
diferencias significativas en la tensidn por area de seccion transversal que
desarrolla el musculo séleo durante una contraccion tetanica en todas las edades
estudiadas (Tabla R3 y Fig. R3 C y D). Este resultado podria atribuirse a que en el
musculo sdéleo predominan las fibras de sacudida lenta y estas no se ven
afectadas por las deficiencias alimentarias.

Puesto que la tension generada durante un tétano es el resultado de la
activacidon maxima de todos los elementos contractiles del musculo, la observacion
de que los musculos EDL, pero no los musculos SOL, generen mayor tensiéon por
area transversal durante una respuesta tetanica, en comparacion con las
respuestas de los mismos musculos pero de animales control, permite suponer
que la desnutricion o la malnutricion peri-natales inducen un notorio incremento en
la cantidad de elementos contractiles (miofibrillas o sarcémeras), por area de
seccién transversal o bien, incrementan la liberacion del calcio o enlentecen su
recaptura hacia el reticulo sarcoplasmico, en los musculos de sacudida rapida,

durante los primeros dias del desarrollo postnatal de la rata. No obstante, esta
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Figura R3. Tensién por area de seccién transversal de las respuestas tetanicas provocadas en
musculos EDL (A y B) y SOL (C y D) de animales control, desnutridos o malnutridos con distintas
edades postnatales. Cada punto es el promedio de 10 musculos. el asterisco (%) representa p<
0.01. ¢ = control (n=7-8); d= desnutridos (n = 8 — 11); m = malnutridos (n = 6- 11).
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condicién del musculo es compensada graduaimente en edades posteriores (60 y
90 dias), por lo que podria suponerse que el musculo se adapta a su condicién

alimentaria.

Relacion sacudida simple-tétano.

De existir un incremento en la cantidad o en el numero de elementos
contractiles por area transversal, seria de esperar que la activacion de éstos,
conllevaria a incrementos proporcionales en las tensiones normalizadas
desarrolladas durante una sacudida simple y durante un tétano. Es por ello, que
en el presente estudio analizamos las relaciones entre las tensiones por area de
seccidn transversal de la sacudida simple y la respuesta tetanica de los musculos
control y experimentales. En la Tabla 4 se indican los valores promedio de las
relaciones sacudida simple (Ts) - tétano (Tt) correspondientes a los musculos EDL
y SOL de ratas control y experimentales. Como se puede apreciar, la proporcion
sacudida simple-tétano calculada para los musculos desnutridos o malnutridos
(EDL y SOL) no muestra diferencias significativas con respecto a los valores
obtenidos en los musculos control (ANOVA de una via, p>0.05).

Los resultados anteriores apoyan la posibilidad de que los incrementos
observados en la tension por area de seccidn transversal durante una sacudida
simple o un tétano en musculos EDL desnutridos o mainutridos resuitan de un
incremento en el numero de miofibrillas o sarcodmeras por unidad de area
transversal de las fibras musculares rapidas, sin embargo hasta el momento se

carece de evidencia experimental que apoye esta propuesta.
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Tabla R4. Valores"promedio (+E.E.) de la relacién sacudida simple-tétano de musculos control,
desnutridos y malnutridos obtenidos en distintos dias postnatales de la rata. C = control (n=7-8); D=
desnutridos (n = 8 —.11); M = malnutridos (n = 6- 11).

l Edad ;.| EDL: Ts/ Tt SOL: Ts/ Tt ]
(dias) ~ |-
PR l D ™M [} D ™M
15 2029 . 0.32 0.32 0.254 0.208 0.288
S0 20,09 . 0.1 +0.14 +0.062 +0.043 +0.06
257 0.41: 7 0.40 0.36 0.237 0.205 0.265
: +0.1 0.1 +0.09 +0.052 +0.033 +0.14
35 0.33 0 0.37 0.56 0.2185 0.195 0.222
+0.1 +0.07 +0.09 +0.071 +0.032 +0.094
60 0.45 0.25 - 0.21 0.23 -
+0.1 +0.057 - +0.04 +0.07 -
80 0.23 0.29 - 0.15 0.19 -
0.4 +0.04 - +0.018 +0.043 -

Curso temporal de la sacudida simple.

Es bien conocido que la tension desarrollada por un musculo depende en
gran medida de la concentracion de iones Ca®" en el espacio intracelular (Saiki e
lkemoto, 1999, lkemoto y Yamamoto, 2000). Una mayor salida de Ca?* (T Ica) del
reticulo sarcoplasmico (RS), probablemente por un alargamiento deil potencial de
accion muscular (Saiki e lkemoto, 1999, lkemoto y Yamamoto, 2000; DiFranco y
cols., 2002) conduciria, en paralelo al incremento en la tension muscular, a un
alargamiento de la duracion de la fase inicial de la respuesta contractil (tiempo al
pico) o bien, un decremento en la re-captura del i6n Ca?" por el RS,
probablemente por una disminucidon de la actividad de la bomba metabdlica de
Ca?* en el RS (Muller y cols, 1994; Martonosi, 1996), traeria como consecuencia
una mayor permanencia de este i6n en el medio intra-fibra, lo que induciria una
mayor y mas prolongada activacién de las proteinas contractiles, produciendo el
aumento de tension y el alargamiento de la fase de relajacion (tiempo de

relajacion) de la sacudida simple. Por lo anterior, cabria suponer que la relativa
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mayor tension por area de seccion transversal que desarrollan los muasculos EDL
desnutridos o malnutridos es el resultado de una mayor liberacién o menor re-
captura de Ca?" por parte del reticulo sarcoplasmico. Esta posibilidad la
analizamos en forma indirecta, al determinar las caracteristicas temporales
(tiempo al pico y tiempo de relajacidn) de las respuestas contractiles provocadas
en los musculos de animales control y experimentales con diferentes edades

postnatales.

Tabla RS3. Valores promedio (n=10, = E.E.) de los tiempos al pico y de relajacion de la contraccion simple
de muisculos EDL y SOL control v experimentales de la rata en desarrollo. C = control (n=7-8); D =
desnutridos (n = 8 — 11); M = malnutridos (n = 6- 11).

MUSCULO EDL.

Edad l Tiempo al pico (t p) . Tiempo de relajacion
(d[as) . . - (ms) Sl e i 5 ) 5 .
BN L R D C
15 $.23.3° 31.8 = .
i . 8.1 JE13.20
25 . 20 20
R -0 £0
35  33.3 26.2
R ~%=10.3 7.4
60 -36.8 36.3 .. ¢
: +7.0 *7.5
20 40.1 38.8°
C+9.4 - +9.5
. ) MUSCULO SOLEO
Edad | . Tiempo al pico (t p) : . Tiempo de relajacion (tr)
(dias) - {ms) C {ms)
- - [#] D M C D M
15 80.0 71.4 7.7 417.1 422.8 454.4
+11.5 +10.6 +=14.1 +113.9 +*71.5 *71.5
25 58.0 71.4 66.6 458.3 414.2 406.5
: ‘+26.7 +*15.7  *10.3 +102.9 +53.8 +78.2
35 §5.7 86.1 61.0 407.1 503.0 428.5
*17.8 *17.0 *21.7 +95.9 *71.5 +78.2
60 §7.3 54.3 - 369.6 345.2 -
*9.7 +10.6 .- +*83.4 +55.9 -
90 49.6 '69.2 - 294.8 354.2 -
. +3.4 +14.2 - +*77.3 +56.6 -
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La figura R4 y la tabla RS muestran los valores promedio de los tiempos al
pico y de relajacion de las contracciones simples provocadas post-natalmente en
los musculos EDL y SOL de ratas sujetas a diferentes condiciones alimentarias
peri-natales. Como se puede observar en las graficas de la figura R4, tanto los
tiempos al pico como los correspondientes a la relajacion de las contracciones
provocadas en los musculos EDL y soleo son estadisticamente semejantes en los
musculos controil, desnutrido o malnutrido (ANOVA simple, p> 0.05) de todas las
edades registradas.

Observaciones semejantes han sido reportadas por Wareham vy
colaboradores (1982) y por Russell y colaboradores (1983, 1984b) en musculos de
animales adultos y desnutridos y nos permiten suponer que la desnutricion o la
malnutricion, peri-natal en nuestro caso, no alteran la liberacion y/o captura de los
iones calcio por el reticulo sarcoplasmico de los musculos rapidos y/o lentos de la

rata en desarrollo.

Frecuencia de fusion.

Para tener mayor informacion del posible efecto que ejercen la desnutricién
y la malnutricion sobre las respuestas contractiles de los musculos esqueléticos,
en el presente estudio cuantificamos ia frecuencia de fusion de los musculos EDL
y SOL, controles y experimentales, en distintos dias postnatales. Se ha
establecido que la fusion de las respuestas contractiles a medida que se
incrementa la frecuencia de estimulacion depende en gran medida de la duracidon
del acople excitacion-contraccion muscular (Celichowski y Bichler, 2002). Como se

muestra en la tabla R6, la frecuencia de fusion de la contraccion de los musculos
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Figura R4.- Tiempos de contraccion y de relajacién, durante una sacudida simple, de los musculos
EDL (A y B respectivamente) y soleo (C y D respectivamente) de ratas control, desnutridas y
malnutridas con distintas edades postnatales. Valores promedio + E.E. (control n=7-8; desnutridos
n =8- 11; malnutridos n = 6- 11).
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EDL y SOL experimentales no difiere significativamente de aquellas obtenidas en
los musculos control en todas las edades postnatales analizadas. De acuerdo a lo
establecido con respecto a los tiempos de la sacudida, nuestros resultados
permiten concluir que la alimentacion peri-natal deficiente en cantidad o calidad no
altera el desarrollo del acople excitacion-contraccidon de los musculos rapidos o

lentos.

Tabla R6. Valores promedio (+ E.E.) de la frecuencia de fusién en la que se fusiona la respuesta
contractil de los musculos EDL y SOL de los animales control y experimentales. C = control (n=7-
8); D = desnutridos (n = 8 — 11); M = malnutridos (n = 6- 11).

Edad EDL.: Frecuencia de fusion SOL: Frecuencia de fusion
(dias) | (H2) (Hz)
. . C . D [V C D M
15 - . 26.4 21.8 21.5 15 15.7 15
e T E8.85 2.5 +4.7 +0 1.8 =0
25 30.7 24.5 27.5 17.5 16.4 16.6
+3.4 +3.5 +2.7 +2.6 +2.5 *2.5
35 25 21.8" 25.8 17.1 15 15
+3.7 : +0 +*3.3
60 18 “13.5 . -
2.7 +2.4 -
90 19 11.9 -
+2.1 +*2.5 -
Fatigabilidad.

El aumento relativo de la tension normalizada de los musculos EDL
desnutridos y malnutridos podria explicarse si se considera una posible alteracion
en el tipo de fibras presentes en los musculos esqueléticos durante el desarrollo
postnatal de la rata. Para discernir la posibilidad de que la desnutricidon o la
malnutricion influyen en la diferenciacion postnatal de las fibras musculares, en el

presente estudio utilizamos el indice de fatigabilidad como una medida indirecta de
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Figura R5. A y C, Fatigabilidad de los musculos EDL y SOL controles y desnutridos de diferentes
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indice de fatigabilidad que presentan los musculos bajo estudio en distintos estadios postnatales.




la probable proporcion de fibras de sacudida lenta, no fatigabies (tipo 1), de
sacudida rapida no fatigables (tipo IIA o IIX) o de fibras rapidas pero fatigables
(tipo 11B; Fiorotto y cols., 2000), presentes en los musculos EDL y SOL de
animales con distintas edades postnatales.

La figura R5 muestra los registros de las respuestas tetanicas prolongadas
(10 s) que se generan en los musculos EDL (Fig. RS A) y SOL (RS C) de animales
control, desnutridos y malnutridos en distintas edades postnatales. Como se
puede observar, la fase de meseta de la respuesta tetanica de los musculos EDL
control presenta una mayor caida de tensién que la mostrada en las respuestas de
los musculos desnutridos o malnutridos. (Fig. R5 A), mientras que la meseta de la
respuesta tetanica de los musculos SOL experimentales es practicamente similar
a la de los musculos control (Fig. R5 C).
Tabla R6. Indice de fatigabilidad de los musculos EDL y SOL de animales control y experimentales

con distintas edades postnatales. C = control (n=7-8); D = desnutridos (n = 8 — 11); M = malnutridos
(n=6-11).

Edad I EDL.: Indice de Fatigabilidad SOL: indice de Fatigabilidad J

(dias)
M C D M
15 73.3 51.3 55.8 29.6 36.3 37.2
+7.4 +3.9 +4.2 2.7 *3.7 +3.8
25 82.4 51.6 31.8 38.7 40.9 27.5
+*4.5 2.2 +3.3 +6.1 +12.3 +3.8
35 82.6 42.6 45.3 27.9 25.6 16.2
+5.3 +7.6 +4.8 +4.5 *2.6 2.9
60 64.9 53.8 - 4.1 6.0 -
+=3.9 2.6 - +1.8 *1.5 -
90 63.3 56.4 - 5.5 4.2 -
2.8 +3.3 - +1.6 +0.9 -

Este mismo comportamiento se puede observar en las graficas By D de la
figura RS y en la tabla R6, en donde se indican los valores promedio del indice de
fatigabilidad de los musculos. Como se puede observar en la figura RS B, entre los
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15 y 35 dias postnatales, la fatigabilidad de los muasculos EDL controles fue
significativamente mayor (ANOVA, p<0.005%) que Ila de los musculos
experimentales y entre los 60 y 90 dias postnatales, tanto los musculos control
como los desnutridos manifiestan indices de fatigabilidad semejantes (Fig. R6 Ay
B; p>0.05). En contraste, los valores del indice de fatigabildad obtenidos en los
musculos SOL de animales control y experimentales, no mostraron diferencias
significativas entre si en todas las edades postnatales exploradas (Fig. RS C y D;
ANOVA, p>0.05). Lo anterior podria sugerir que la desnutricion o la malnutricion
peri-natal ejerce un efecto altamente selectivo sobre el desarrollo postnatal de las

fibras musculares de sacudida rapida.

Tension pasiva y tension activa.
Para establecer si la desnutricidbn o la malnutricion afectan Gnicamente a los
elementos contractiles o también alteran los elementos elasticos de los musculos,
en este estudio determinamos la tension pasiva y activa que los musculos EDL y
SOL, controles y experimentales, son capaces de realizar al ser estirados a
distintas longitudes con respecto a la longitud fisiologica de reposo.

tas Tablas R8 y R9 y las figuras R6 y R7 ilustran los valores promedio de
las tensiones pasivas y activas, respectivamente, que se generan en distintas
longitudes de los musculos EDL y SOL de animales control y experimentales, a los

15, 25 y 35 dias postnatales.
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Tabia R8. Tensién pasiva por area transversal generada en respuesta al cambio porcentual de
longitud de los musculos EDL. (1) y soleo (1) de ratas control (C; n =7-8), desnutridas (D; n = 8- 17)
y malnutridas (M, n = 6- 11).

|. EDL: Tension pasiva

Long. Tensién (N/cm2) Tension (N/cm2) Tension (N/cm2)
15 dias 25 dias 35 dias
(% Lo) C D M C D M C D ™M
80 44.54 30.42 32.51 15.34 32.7 18.56 20.11 11.96 30.24
+12.8 +10.5 +10.9 +4.51 +12.22 +11.5 +8.22 +1.13 +18.2
90 63.46 40.41 67.76 36.54 78.02 62.06 44.15 26.24 67.86
+16.3 +14.8 +28.62 +8.72 +11.34 +*21.5 +14.2 +4.31 +25.1
100 92.71 79.9 185.15 105.07 187.21 = 114.0 126.5 118.7 247.9

- %=11.8 %26.9 +46.79 +56.48 +63.51 36,0 - 242.7 +32.5 +43.6

110 :304.6 . 497.81 514.62 280.67 543.47 i ..369.5 852.9 1576
+48.1 . £252.1 +118.4 +58.3 +159.5" +212 +354 +588

: 1229.8 1087.6 32.70 1174.4 881.6 3551 2013
+176.5 +462.9 *12.22 +167.2 +*100 +761 +1870

-120

Il. SOL: Tensién pasiva

‘Long. i Tensnén (N/cm2) Tension (N/cm2) Tension (N/cm2)
Al EARNEE 15 dias 25 dias 35 dias
(%Llo) . =C D M C D M C D M
80:

18,66 . - 15.29 17.6 21.4 64.96 38.51 26.87  30.11 13.82
#8116 +3.75 S 47,01 +21.0 +9.51 17.92 $7.71  +3.61
‘38.79.,.24.8 - 60.72 88.46 80.86 40.24 48.19 52.65
‘147 72837 0 +18.82 $63.93 692 £7.95 +17.2 3243

1004 :128.8 7 . 47.2 12175 155.55 252.9 118.7 109.4 111.1
L L +33.1 +14.2 +38.73 +101.5 *184. +26.4 +19.8 +31.0
110 '365.72- 47.59 . 188.41 1067.4 1325 183.5 153.8 456.3
SR : +7.56 - +6.78 +58.77 305.4 %315 *44.7 +61.5 +253
120 638.4 204.51 170.06 327.69 1188.8 2016. 231.49 786.8 855.7
=182, +42.18 +58.6 +198.2 +249.6 +1004 *91.7 +80.9 456

El analisis de los datos en la tabla R8 y en las curvas de tension-longitud de
la figura R6, correspondientes a los musculos en reposo (tensidén pasiva), nos
muestran que en las tres edades estudiadas (15, 25 y 35 dias postnatales), la
tension por area de seccion transversal qQue se requeria para vencer la resistencia
de los elementos elasticos en los musculos EDL de ratas desnutridas y
malnutridas, es considerablemente mayor (entre 60 y 340%) en las longitudes 110
y 120%, que la necesaria para estirar los musculos controles a las mismas

longitudes (Fig. R6 A, C y E).
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Figura R6. Curvas tension pasiva-longitud de los muscuios EDL y SOL correspondientes a las
edades de 15 (A y D). 25 (B y E) y 35 (C y F) dias de edad postnatal; control (n =7-8), desnutridas
(n =8— 11) y malnutridas (n = 6- 11).
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En cambio, la tension pasiva por area transversal de los musculos SOL
controles y desnutridos presentd un comportamiento que dependia de la edad de
los animales. A los 15 dias postnatales, la tension normalizada que se desarrolla
en los musculos SOL desnutridos y malnutridos fue considerablemente menor que
la ejercida en los musculos control (aproximadamente un 60-70%; Tabla R8 y Fig.
R6 B).

En contraste, a los 25 dias se observdé que los musculos experimentales
requerian de una mayor tension (entre 300 a 500%) por area transversal que los
musculos controles (Tabla 8 y Fig. R6 D). En cambio, a los 35 dias de edad
postnatal los mitsculos SOL experimentales aun requerian de mayor tensién por
area transversal que los musculos control, aunque esta fue considerablemente
inferior a la observada a los 25 dias postnatales (Tabla 8 y Fig. R6F). Lo anterior
nos permite suponer que la desnutricion y la malnutricion provocaron un
incremento en la cantidad de elementos elasticos en serie o en paralelo presentes
en el musculo EDL, de sacudida rapida y también en el musculo SOL, de sacudida
lenta, aungue en este ultimo dicho incremento es de menor proporcion que el
observado en el musculo rapido. Esta observacién es consistente con lo reportado
en las secciones previas en el sentido de que las dietas deficientes en calidad
(malnutriciéon) o en cantidad (desnutricion) afectan principaimente a los musculos
de sacudida rapida.

Por otra parte, la tensidn activa por area de seccion transversal generada .
durante una sacudida simple de los musculos EDL y SOL controles y
experimentalies depende en gran medida de la longitud del muasculo. Como se

puede apreciar en las graficas A-F de la figura R7, la tension maxima que son
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capaces de desarrollar ambos tipos de musculos en una sacudida simple, en
todas las edades e independientemente de la condicién alimentaria, ocurre cuando
la longitud del musculo coincide con la longitud fisiolégica de reposo del muscuio

(100%).

Tabla R9. Tension activa por area transversail desarrollada durante una sacudida simple provocada
a diferentes longitudes porcentuales de los musculos EDL (1) y soleo (Il) de ratas control (C; n =7-
8), desnutridas (D; n = 8 — 77) y malnutridas (M, n = 6- 17).. Valores promedio + E.E.

I. EDL: Tensién activa

Long. Tension (N/cm?2) Tension (N/cm2) Tension (N/cm2)
15 dias 25 dias 36 dias
(% Lo) C D M C D [ C D M
80 42.28 52.87 74.95 26.64 230.06 79.12 149.5 145.8 191.4%
+12.8 +30.27 +4.94 +2.65 +97.81 +24.0 +38.1 +100 32.8
0 67.64 231.2 103.94 83.32 372.66 265.2 196.0 468.7 490.2

+11.7 +47.85 +£11.29 +15.25 £11.17 +62.2 *47.4 +119 +94.3
100 100.5% 295.36 171.54 167.03 381.74 372.1 294.6 627.2 562.4

16.6 +65.3 +44.01 +29.33 +113.2 +*74.5 +63.4 +156 +99.8

110 86.31 137.33 124.43 110.94 231.35 186.6 248.5 426.0 183.1
*34.2 +19.8 *17.22 +24.52 +83.4 +61.5 +*71.0 +196 +44.6

2120 - - 53.69 - - 1560.9 73.41 43.57 57.15 §5.67
: +14.93 *27.77 +20.9 *17.0 *14.5 +35.4

11, SOL: Tensidn activa

Long. l Tensidén (N/cm2) Tension (N/cm2) Tension (N/cm2)
15 dias 25 dias 35 dias
(% Lo) [+] D M [+] D M C D M
80 29.7 29.33 44.96 46.0 48.88 54.31 67.72 68.47 67.07
+17.3 +12.42 +19.25 +17.13 +19.57 +23.6 +16.6 +16.9 +21.1
20 52.96 48.13 58.75 70.42 95.38 122.0 88.71 108.7 98.84
+15.5 +7.94 +25.74 +15.46 +18.83 +14.9 +19.6 +23.2 +*31.9
100 80.77 69.58 98.07 128.46 125.96 146.7 116.1 136.9 141.4
+25.0 +17.5 +41.97 +28.64 +12.39 +34.5 +*24.4 *23.2 +30.1
110 37.64 42.65 59.71 68.47 - 106.6 69.95 85.18 108.2
+12.3 +12.57 +29.86 +13.18 +10.8 *13.6 +14.2 +26.3
120 35.91 31.52 9.93 48.96 82.5 91.46 52.05 49.99 90.85
+*21.4 +8.69 - +25.1 +43.77 +11.9 - +10.3 +16.4

En las graficas A, B y C y de la figura R7 también puede observarse que la
tension activa por area transversal desarrollada por los musculos EDL desnutridos
y malnutridos en una sacudida simple es significativamente mayor (ANOVA

simple, p>0.005), particularmente entre el 90 y el 110 % de la longitud de reposo,
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Figura R7. Curvas tension activa-longitud de los musculos EDL y SOL correspondientes a las
edades de 15 (A y D), 25 (B y E) y 35 (C y F) dias de edad postnatal, control (n =7-8), desnutridas
{(n=8-—11) y malnutridas (n = 6- 117).
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que la generada por los musculos EDL control, a las mismas longitudes (Tabla R9-
1). En cambio, fa tension activa normalizada por los musculos SOL de animales
desnutridos y malnutridos no presentaba diferencias significativas (ANOVA simple,
p>0.005) con respecto a las tensiones desarrolladas por los muasculos SOL control
(Fig. R7 D-F y Tabia R9 Il).

Las observaciones anteriores nos permiten proponer que las deficiencias
alimentarias peri-natales empleadas ejercen un efecto selectivo sobre los
elementos contractiles de los musculos de contraccion rapida, como el EDL

mientras que no afecta los de los musculos de sacudida lenta, como el séleo.
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DISCUSION

En la rata recién nacida, el musculo esquelético no solo es el tejido que
acumula mayor cantidad de proteinas de todo el cuerpo, sino que también
presenta grandes cambios en la composicion y en la funcionalidad de tales
proteinas durante el desarrollo postnatal, lo que provoca alteraciones importantes
en el patron contractil de los musculos en desarrollo (Close, 1964; 1972). Por otra
parte esta secuencia de cambios, ocurridos en la vida post-natal temprana de los
animales, hace muy susceptible al musculo esquelético a la disminucion de la
cantidad (desnutricion) o calidad (malnutricion proteinica) del alimento ingerido.
Asi, los musculos EDL y SOL de ratas desnutridas y mainutridas durante los
periodos de gestacion y lactancia presentan una notoria disminucién en su peso,
lo cual podria correlacionarse con la reduccion en el numero (lhemeilandu, 1985)
y/o en el diametro de las fibras musculares (Haltia y cols, 1978; Howells y Jordan,
1978, Howells y cols., 1978; Sieck y cols., 1989).

A su vez, tal disminucion en el numero y/o el diametro de las fibras
musculares de animales sometidos a deficiencias alimentarias perinatales, podria
estar asociada a una disminucion en la cantidad de hormonas, particularmente a
las de origen tiroideo, asi como las hormonas del crecimiento, los gluco-corticoides
y la insulina (siendo esta ultima considerada como factor de crecimiento durante el
desarrollo fetal), cuya carencia o déficit disminuye no solamente la capacidad
anabolica del musculo en desarrolio (Howarnt, 1972; Desai y cols., 1996; Brameld y
cols., 1998), sino también impide o retrasa la transformacién de las fibras de
sacudida lenta, caracteristicas del recién nacido, en fibras de sacudida rapida o

lenta caracteristicas del adulto (dependiendo esto ultimo del tipo de musculo,
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rapido, lento o mixto, que las contendra; Desai y cols., 1996; Brameld y cols.,
1998; Lewis y cols., 2000).

La evidencia experimental obtenida en este estudio, ilustra las alteraciones
producidas por deficiencias alimentarias peri-natales, en cantidad (desnutricion) o
calidad (malnutricion) sobre algunas de las propiedades contractiles de los
musculos esqueléticos durante el desarrollo postnatal de Ia rata.

La observacion mas sorprendente que se obtuvo en este trabajo, fue la
mayor tension por area de seccion transversal que desarrollaron los musculos
EDL desnutridos o malnutridos, durante una sacudida simple o un tétano, con
respecto a la obtenida en los musculos EDL control. Ello contrasté con la ausencia
de efecto de las deficiencias alimentarias peri-natales sobre las respuestas
contractiles de los musculos SOL. Lo anterior fue corroborado al analizar las
curvas de tensidon activa con respecto a la longitud del musculo, en las que se
muestra que los musculos EDL experimentales desarrollan mayor fuerza activa
que los musculos control, mientras que los musculos SOL desnutridos o
mainutridos desarrollan una tension similar a la de los musculos SOL controles.
Estas observaciones nos permiten proponer que la desnutricién y la malnutricion
ejercen un efecto altamente selectivo sobre los elementos contractiles de las fibras
musculares de contraccion rapida y no sobre los elementos contractiles de las
fibras musculares lentas.

Estas observaciones son consistentes con estudios previos, en los que se
reporta que los animales alimentados con dietas deficientes incrementan ia

cantidad de fibras musculares de sacudida lenta o posiblemente de fibras rapidas




resistentes a la fatiga, a costa de las fibras de sacuda rapida (fatigables), que
disminuyen su numero (White y cols, 2000).

Por otra parte, la preservacion de las fibras musculares de sacudida lenta
posiblemente esté relacionado con el hecho de que ellas son componentes
importantes de los musculos antigravitarorios y cualquier alteracion en su funcion
podria comprometer la vida del animal ya que le impediria contrarrestar la accion
de la gravedad y estabilizar su cuerpo en respuesta a cambios en el medio
ambiente o durante el inicio de movimientos voluntarios, como la locomocion
(Brocard y cols., 1999).

Lo anterior nos permite proponer que la desnutricion y la malnutricion
ejercen un efecto altamente selectivo sobre los elementos contractiles de las fibras
musculares de contraccion rapida y no sobre los elementos contractiles de las
fibras musculares lentas.

No obstante, al explorar el papel que juegan los elementos elasticos
presentes en los musculos de animales control, desnutridos y malnutridos,
mediante las curvas de tensidén-longitud pasiva, observamos que la cantidad de
éstos aumento significativamente en el muasculo EDL de animales desnutridos y
malnutridos, lo cual también pudo haber contribuido a incrementar la tensién
desarrollada por cm? que desarrollan los musculos EDL de animales sometidos a
dietas deficientes en cantidad o en calidad. El incremento observado en la tensién
por area de seccion transversal desarrollada por el musculo séleo de animales
desnutridos y malnutridos de 25 dias, tanto en la sacudida simple (Fig. R2) como

en el tétano (Fig. R3), probablemente sea provocado unicamente por el




incremento en la cantidad de elementos elasticos en serie y en paralelo ocurrido a
esta edad (Fig. R6).

El incremento relativo de la tension por area transversal de los musculos
EDL desnutridos y malnutridos podria explicarse si se consideran distintas
posibilidades, detallandose a continuacion algunas de ellas.

Es bien conocido que un incremento en la liberacidon o una reduccién de la
captura de los iones Ca?' del reticulo sarcoplasmico induce un aumento en la
tension desarrollada, y alteraciones en el curso temporal y en la frecuencia de
fusion de las respuestas contractiles de los mismos (Davson, 1970). Sin embargo,
nuestros resultados demuestran que la duracion (tiempo al pico y tiempo de
relajacion) y la frecuencia de fusidon de la respuesta contractil de los musculos
EDL y SOL control, desnutridos y malnutridos no mostraron diferencias
significativas entre si. Estos resultados permiten suponer que los procesos de
liberacion o de re-captura de los iones Ca®* del RS permanecen sin alteraciones a
pesar de la alimentacion peri-natal deficiente, impuesta a los animales en
desarrollo.

Por otra parte, el incremento relativo de la tension por area de secciéon
transversal observado tanto en la sacudida simple como en la respuesta tetanica
de los musculos EDL desnutridos o mainutridos, pero no en los musculos SOL,
podria ser por si mismo, indicativo de la existencia de una mayor cantidad o
numero de elementos contractiles (miofibrilas o sarcomeras) en las fibras
musculares rapidas desnutridas. Recientemente, Fiorotto y colaboradores (2000)
reportaron una reduccion en la sintesis de proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas

en los musculos de ratas (con edades entre 5 y 15 dias postnatales), la cual
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estaba asociada a la desnutricion de los animales. Ademas, estos autores
mostraron que ese efecto se veia minimizado por un decremento en la
degradacion de las proteinas, o cual permitiria mitigar en parte las aiteraciones
que produce la desnutricion sobre el contenido miofibrilar de las fibras musculares
durante el desarrollo. Sin embargo, en el analisis histo-quimico realizado en el
estudio anterior se utilizaron los musculos rapidos, plantaris, tibialis anterior y EDL,
asi como del musculo mixto gastrocnemio, el cual contiene una proporcion
relativamente grande de fibras de contraccion lenta, no fatigables y de fibras
rapidas, poco fatigables, asi como de fibras musculares rapidas fatigables
(Munson y cols. 1984), lo que podria enmascarar los resultados obtenidos en ese
estudio, ya que en el analisis bioquimico se combinaron fibras musculares con
diferentes tipos de metabolismo (oxidativo y glucolitico o ambos) y distintas
capacidades contractiles.

Es importante sefialar que el incremento en la tension por area de seccioén
transversal observado en los musculos EDL desnutridos o malnutridos sea
necesariamente el resultado de un aumento en la cantidad de elementos
contractiles presentes en las fibras musculares. Por ejemplo, la disminucion del
volumen sarcoplasmico conduciria a una reduccidn del diametro o area tranversal
y al mismo tiempo, a un aumento de la densidad de miofibrilas en las fibras
musculares.

Goldspink v Ward en 1979, mostraron en los musculos biceps brachii
(rapido) y séleo del raton, desnutrido en etapas postnatales tempranas (a partir de
los 30 6 50 dias y 90 dias de edad, respectivamente) que las fibras musculares

rapidas a diferencia de las lentas, presentaban cambios significativos en su
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diametro. Ahora bien, si se considera que la reduccién del diametro de las fibras
musculares rapidas se acompana de un incremento en la densidad de miofibrillas
por unidad de area transversal, ello traeria como consecuencia un incremento de
la tensioén por area transversal desarrollada por las fibras musculares, tal como el
observado en este estudio para el musculo EDL desnutrido. Para probar esta
hipotesis es necesario efectuar mediciones morfolégicas (cortes histologicos) o
bioquimicas (cantidad de proteinas por gramo de peso humedo y seco), que nos
permitan conocer si la densidad de elementos contractiles se incrementd en los
animales alimentados con dietas deficientes en calidad (malnutricion proteinica) o
en cantidad (50% de alimento).

Otra posible explicacion del incremento relativo de la tension por area
transversal de los musculos EDL desnutridos y mainutridos estaria asociada a una
probable alteracion de la transformacion de las fibras musculares lentas en el
nacimiento, a rapidas en el aduito, lo cual traeria aparejado cambios en la
proporcion de fibras de sacudida lenta o rapida, presentes en los musculos en
desarrollo.

Los musculos esqueléticos de animales maduros contienen 4 tipos de
miofibras, que se encuentran en diversas proporciones: a) Fibras del tipo |, que
presentan caracteristicas de contraccion lenta y un metabolismo energético
oxidativo; b) Fibras del tipo IIA que son rapidas y con metabolismo oxidativo-
glucolitico; c) Tipo IIX, rapidas y glucoliticas-oxidativas; y d) Tipo |lIB, rapidas y
glucoliticas. Las fibras musculares en el recién nacido presentan caracteristicas
contractiles de sacudida lenta y su maduraciéon a fibras rapidas o lentas del

musculo adulto se lleva a cabo a través de la secuencia de varios pasos, cada uno
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caracterizado por la presencia de un tipo particular de isoforma de la cadena
pesada de meromiosina (MHC). En el caso de las fibras de contraccién rapida en
el adulto, se sigue la secuencia postnatal: MHCembrionaria — MHCretai — MHCrecnata -
MHC,auita. la cual puede ser seguida post-nataimente a través de su expresion en
los tipos de fibras | — IIA — IIX —IIB, respectivamente (Schiaffino y Reggiani, 1994;
Lefaucheur y cols., 1998; McKoy y cols., 1998).

Una de las propiedades contractiles que caracterizan a las fibras lentas
oxidativas y rapidas oxidativas-glucoliticas o glucoliticas-oxidativas y que las
diferencian de las fibras rapidas glucoliticas, es su resistencia a |la fatiga (Sieck y
cols., 1996). Por ello, en este estudio utilizamos la fatigabilidad de la respuesta
tetanica de los musculos como un indice de la transformacion postnatal de las
fibras musculares durante el desarrollo de la rata. Nuestros resultados indican que
a edades tempranas (entre los 15 y 35 dias), los musculos EDL desnutridos y
malnutridos son mas resistentes a la fatiga que los musculos EDL controles,
mientras que a edades mas tardias (entre los 60 y 90 dias) poseen similar
resistencia a la fatiga. Dado que la fatigabilidad de las fibras lentas de los
musculos SOL desnutridos o malnutridos no difiere de la observada en las fibras
controles, resulta factible proponer que en los musculos EDL ocurre un retardo en
la transicién postnatal de las fibras de sacudida rapida y poco fatigables (tipo IIA o
IIB) a fibras rapidas y muy fatigables.

Es importante sefalar que la mayor resistencia a la fatigabilidad ocurre
concomitantemente con una mayor tension por area transversal y con una mayor
proporcion de peso muscular, con respecto al peso corporal (ver las Figs. R1, R2 y

R6) en los musculos EDL desnutridos y malnutridos en edades postnatales
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tempranas. Esto ultimo permitiria sugerir la existencia de una posible relaciéon
funcional entre la proporcidon relativa de un tipo de fibras musculares
(probablemente de los tipos IIA o IIB) y la cantidad de elementos contractiles con
el desarroilo de tension por parte de los musculos con deficiencias alimentarias
peri-natales. En este contexto, Brozanski y colaboradores (1993) han demostrado
un incremento relativo en la proporcion de las isoformas neonatales y lentas de la
MHC, asi como un decremento en la proporcion relativa de la isoforma MHC
rapida (en particular del Tipo lIB), presentes en los musculos del diafragma de la
rata desnutrida. Estas alteraciones, segun los autores, reducen el costo de energia
de la contraccion e incrementan la resistencia a la fatiga de tales musculos. Sin
embargo, esta posibilidad requiere de un analisis experimental mas detallado
ocupando musculos que contengan predominantemente fibras musculares de
contraccion rapida.

Es importante senalar que en la actualidad esta bien establecido que la
desnutricion provoca un ligero hipotiroidismo (Dauncey, 1990), lo que a su vez
provoca la persistencia de la isoforma neonatal de la MHC (Brozanski, y cols.,
1991) y afecta la transformacion de las fibras del tipo IIA a fibras del tipo IIB
(Mabuchi y cols., 1982). Asimismo, se ha demostrado que el hipotiroidismo,
asociado a la desnutricion, induce una regulacion en caida de la Na+,K+-ATPasa y
de Ila Ca++ATPasa en el sarcolema Yy en el reticulo sarcoplasmico,
respectivamente, lo que mejora aparentemente la eficiencia metabodlica de las
fibras musculares (Harrison, y cols. 1996).

Por otra parte, se ha demostrado que la capacidad glucolitica de ias fibras

de sacudida rapida no se maodifica durante la desnutricion (Bissonnette vy
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Jeejeebhoy, 1998), mientras que una desnutricion postnatal ligera produce un
incremento en la capacidad oxidativa de todos los tipos de fibras musculares,
aumentando la proporcion de fibras lentas, oxidativas a expensas de las fibras
rapidas glucoliticas (White y cols., 2000). Teniendo en cuenta sus observaciones,
White y colegas (2000) proponen que la alimentacidn postnatal juega un papel
critico en la regulacion de la expresion del gene para la miosina y en el fenotipo de
la fibra muscular. Sin embargo, lo anterior también podria implicar un incremento
en ila capacidad energética de aquellos musculos que contienen una gran
proporcién de fibras oxidativas (tipo 1) y oxidativas-glucoliticas (tipo I1IA) o
glucoliticas-oxidativas (tipo 11X), de tal modo que un incremento en la eficiencia
metabodlica podria influir en las propiedades contractiles y en la diferenciacion de
las fibras musculares rapidas, por ejemplo: en su capacidad para generar tension
O en su resistencia a la fatiga (vease también: Ayling y cols., 1992).

De acuerdo a lo anterior, nuestras observaciones nos permiten suponer que
en edades postnatales tempranas, los musculos rapidos de animales desnutridos
y mainutridos presentan una gran proporciéon de fibras rapidas resistentes a la
fatiga, las cuales podrian tener un metabolismo altamente eficiente, debido en
parte a que han incrementado su capacidad oxidativa (Dauncey y cols.,1994;
Katsumata y cols., 1997) sin comprometer su capacidad glucolitica (Bissonnette y
Jeejeebhoy, 1998).

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten
sugerir que la desnutricidon y/o malnutricion producen un retardo en la maduracion
normal de los musculos de contraccion rapida, sin afectar el desarrollo de los
musculos de contraccion lenta. Afectando de manera especifica a la transiciéon de
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fibras musculares rapidas, no-fatigables (tipo A o 1IX) a fibras rapidas pero
fatigables (tipo 1IB). Tal efecto podria desencadenar diversos procesos
metabdlicos (por ejemplo: un incremento en la capacidad oxidativa de las fibras
musculares, regulado probablemente por las hormonas tiroideas) o de sintesis y
degradacion de las proteinas contractiles (incrementando la cantidad de
elementos contractiles), lo que traeria como consecuencia el aumento en la
tensién desarrollada por los musculos durante una respuesta contractil (sacudida
simple o tétano) y un incremento en la resistencia a la fatiga, como lo observado
en este estudio con los musculos EDL desnutridos y malnutridos, durante el

desarrolio postnatal de ia rata.
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CONCLUSIONES

La desnutricion (60 % de alimento) y la malnutricion proteinica (caseina 6%)
perinatales disminuyeron significativamente el peso corporal y el peso de
los muUsculos EDL y séleo de ratas entre 15 y 90 dias de edad.

La relacion entre el peso muscular y el peso corporal fue significativamente
menor para las ratas desnutridas y mainutridas con edades entre 15 y 35
dias, pero no para las de 60 y 90 dias.

La desnutriciéon y la malnutricion perinatales incrementaron selectivamente
la tension por area de seccion transversal desarrollada, durante la sacudida
simple y el tétano, por el musculo EDL, pero no la generada por el musculo
soleo de ratas de menos de 60 dias de edad.

En todas las edades estudiadas, los tiempos al pico y de relajacion asi
como la frecuencia de fusion de la respuesta mecanica, fueron semejantes
en los musculos EDL y séleo de ratas control, desnutridas y malnutridas.

El indice de fatigabilidad se redujo exclusivamente en el musculo EDL de
ratas desnutridas y malnutridas., con edades de hasta 60 dias,
comparativamente con el mismo musculo de los animales control.

El musculo EDL de animales desnutridos y mainutridos desarrolla mayor
tensidn por area de seccion transversal, pasiva y activa, comparativamente
con el mismo musculo de las ratas control.

El musculio soleo incrementa la tension pasiva por area transversal solo a

los 25 dias de edad.

61




8. La desnutricion y mainutricion perinatales afectan selectivamente a ias
fibras de sacudida rapida y probablemente estos efectos esten asociados al

proceso de transformacion de las fibras rapidas resistentes a la fatiga a

fibras de sacudida rapida fatigables.




PERSPECTIVAS

A partir de los resuitados obtenidos en esta fase experimental fue posible
proponer que las deficiencias alimentarias perinatales provocan un incremento en
la proporcion de fibras de sacudida rapida resistentes a la fatiga y/o un aumento
en la densidad de fibras musculares por area de seccion transversal. Sin embargo,
en la actualidad se cuenta con escasas evidencias experimentales que apoyen
tales propuestas. Recientemente se ha reportado que las deficiencias alimentarias
incrementan la capacidad oxidativa del musculo (Dauncey y cols., 1997), pero no
comprometen su metabolismo glucolitico (Bissonnette y Jeejeebhoy, 1998), esto
podria interpretarse como un incremento en fa proporcion de fibras rapidas
resistentes a la fatiga en los musculos de animales alimentados con dietas
deficientes. No obstante, esta hipoétesis requiere ser fortalecida con observaciones
a nivel histolégico o de tipo inmunohistoquimico que muestren la predominancia
de fibras de sacudida rapida resistentes a la fatiga en el musculo EDL de ratas
desnutridas y malnutridas. En un corte histolégico también se podria determinar el
nuamero y el diametro de las fibras musculares presentes en los musculos (EDL y
sOleo) de ratas control, desnutridas y malnutridas y utilizar esos datos para
calcular la densidad de fibras por area de seccion transversal de cada uno de los
musculos estudiados.

Por otra parte, podria cuantificarse la cantidad total de proteinas contenidas
en cada uno de los musculos bajo estudio, normalizando ésta en relacion al peso
muscular humedo, como lo han efectuado diversos autores (por ejemplo, Russell y
cols., 1984b), y también en relacion al peso seco del musculo, ya que la cantidad

de agua contenida dentro de las fibras musculares o en el liquido instersticial
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podria ser diferente en los musculos de ratas control y alimentadas con dietas
deficientes. La cantidad de agua contenida en el musculo modificaria la relacion
peso seco/peso humedo (a menor contenido de agua, mayor valor de tal retacién),
de manera que nos permitiria establecer si el contenido de agua de los musculos
de animales desnutridos y malinutridos varia en relacion con la de los musculos
control. Por otra parte podrian cuantificarse las proteinas totates contenidas en los
musculos de animales control, desnutridos y malnutridos, normalizando los valores
obtenidos tanto al peso humedo como al peso seco (cantidad de proteina/gramo
de peso humedo o de peso seco), lo cual nos permitiria establecer con mayor
claridad si las deficiencias alimentarias perinatales provocan un incremento en ia
concentracion de proteinas por area de seccion transversal o por gramo de
musculo, sin que este valor sea enmascarado por el agua contenida en los
musculos bajo estudio.

Finalmente, seria interesante determinar si la realimentacion a partir del
nacimiento o del destete, revierten los dafos causados por la alimentacion
deficiente en calidad (malnutricion proteinica) o en cantidad (desnutricion) sobre

las caracteristicas contractiles de los musculos EDL y séleo.
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SEGUNDA PARTE
“EFECTO DE LA DESNUTRICION O LA MALNUTRICION PERINATAL SOBRE
LA GENERACION Y TRANSMISION DEL POTENCIAL DE ACCION
COMPUESTO GENERADOS EN NERVIOS SENSORIALES PERIFERICOS,
DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL DE LA RATA”.

INTRODUCCION
Caracteristicas morfologicas y electrofisiologicas de los nervios periféricos.

Un nervio periférico esta formado por un conjunto de axones de neuronas
sensitivas y motoras cuya funcion es comunicar, mediante potenciales de accion,
a los receptores sensoriales localizados en la piel, los musculos y las visceras con
la médula espinal.

Las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de los axones periféricos son
muy variadas, por lo cual se han clasificado tomando en cuenta diversos criterios,
tales como la estructura periférica que inervan, sus caracteristicas histologicas o
sus propiedades funcionales.

Clasificacion de los axones en un nervio periférico

Considerando las estructuras que inervan sus axones, los nervios
periféricos se han clasificado como:

A) Nervios cutaneos o sensoriales, cuyos axones (fibras aferentes) provienen
de receptores situados en la piel o en las visceras.

B) Nervios musculares o motores, cuyos axones provienen de receptores
situados en los musculos, tales como los husos musculares (fibras aferentes la y

) y los organos tendinosos de Golgi (fibras aferentes Ib), o en receptores

65 -




profundos (de presion). Los nervios motores contienen también axones eferentes
que provienen de neuronas motoras o,  y vy de la médula espinal.

Desde el punto de vista histologico, los axones periféricos (cutaneos y
motores) han sido clasificados en fibras mielinicas o fibras amielinicas, de
acuerdo a la presencia o ausencia de vainas de mielina que circundan al axén
nervioso, respectivamente. Ademas, las fibras mielinicas o amielinicas son de
diverso diametro, por lo que dicho parametro también se ha utilizado como criterio
para clasificar a los axones nerviosos (Willis y Coggeshall, 1978; Keynes y Aidley,
1985, Kandel, y cols. 1991. Ver tabla 1).

Es importante sefalar que la nomenclatura utilizada para referirse a los
diferentes tipos de fibras mielinicas y amielinicas varia en funciéon del origen
cutaneo o motor de las mismas. Asi, Erlanger y Gasser (1937) y Bovie y Perl
(1975) proponen una nomenclatura alfabética para referirse a las fibras cutaneas,
mientras que Lloyd y Chang (1948), asi como Stacey (1949) utilizan una
nomenclatura numeérica para clasificar a las fibras motoras (ver tabla 1). A
continuacion se describen los distintos tipos de axones, utilizando para ello la
clasificacién alfabética propuesta por Erlanger y Gasser en 1948. En cada caso,
se indicara la correspondencia con la clasificacion numeérica de Lloyd y Chang
(1948; también ver la tabla 1).

Fibras del grupo Aa, son fibras mielinicas "gruesas”, cuyo diametro varia de 13 a
20 um. Estas fibras provienen de husos musculares y drganos tendinosos de Golgi

localizados en el musculo esquelético. Este tipo de fibras se encuentra
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exclusivamente en los nervios motores. Son también conocidas como fibras del
tipo | en la clasificacidon numeérica propuesta por Lloyd y Chang (1948).

Fibras del grupo A3, son fibras mielinicas cuyo diametro varia de entre 6 y 12
um. Provienen de receptores de tacto fino localizados en la piet y de receptores
pilosos, asi como de husos musculares secundarios. En la clasificacion de fibras
motoras se les denomina como fibras del grupo il.

Fibras del grupo A5, poseen un diametro que varia de 1 a 5 um. Provienen de
receptores a la temperatura, al tacto grueso y de presion profunda. También
conducen el dolor punzante. En los nervios motores, estas fibras se denominan
como del grupo IIl.

Fibras del grupo C, son fibras delgadas cuyo diametro es menor de 1 um y no
presentan mielina, conducen sensaciones de dolor, picazén, temperatura y tacto

grueso. En los nervios motores son conocidas como fibras del grupo V.

TABLA 1.- Clasificacién de los axones que conforman un nervio periférico.

I’ FIBRA FIBRA DIAMETRO VEL. DE ESTRUCTURA
CUTANEA MOTORA CONDUC. INERVADA
GRUPO Ax i 13-20pum 72-120 m/s musculo

GRUPO AB n 6-12um 24-71 m/s Piel,
musculo

GRUPO A5 i 1-5um 6-23 m/s piel

GRUPO C [\V4 < 1um 0.5-5mv/s Piel,
musculo

Propiedades electrofisiolégicas de los axones nerviosos periféricos.

Los axones de los nervios periféricos son elementos neuronales excitables,
esto es, tienen la propiedad de generar y transmitir potenciales de accién por toda
su longitud. Por ello, los axones nerviosos poseen diversas propiedades

funcionales, algunas de las cuales se describiran a continuacion:
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Umbral eléctrico de activacion.- Estrechamente relacionadas con sus
caracteristicas morfoldgicas, las fibras nerviosas de los grupos antes
mencionados, presentan propiedades funcionales que las distinguen entre si. Por
ejemplo, el umbral eléctrico de activacion de las fibras nerviosas varia en relacion
inversa con el diametro de los axones, de manera que las fibras de los grupos Aa
y AB tienen un umbral de activacion considerablemente inferior (entre 10 y 20
veces menor) que el de las fibras C. Esta propiedad ha sido utilizada en diversos
estudios experimentales para activar de manera selectiva a los distintos grupos de
axones periféricos.

Velocidad de conduccion.- Otra de las propiedades funcionales de las fibras
nerviosas es la velocidad a la que conducen los potenciales de accion, la cual
depende de: A) grosor del axon, debido a que las fibras nerviosa_s mas gruesas
presentan menor resistencia al flujo longitudinal de corriente, por lo cual la
corriente idnica se desplaza mas rapidamente a lo largo de una fibra gruesa que
de otra de pequeiio diametro. B) la presencia de vainas de mielina alrededor dei
axon permite incrementar la velocidad de conduccidon del impulso nervioso
(Waxman, 1977; Rogart y Ritchie, 1977, Wilson y Kitchener, 1996). Las fibras
nerviosas mielinicas conducen el potencial de accién a mayor velocidad que las
amielinicas debido a que la mielina actua como un aislante eléctrico que impide la
generacion del potencial de accion en la membrana axonal que se encuentra por
debajo de la regidon internodal, siendo los nodos de Ranvier los sitios en donde se

pueden regenerar los impulisos nerviosos, de tal manera que el potencial de accion
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se transmite en los axones “saltando” de un nodo de Ranvier a otro (Keynes y
Aidley, 1985).

Se ha demostrado experimentaimente que los cambios de potencial
registrados en la membrana nodal son el resultado de corrientes idnicas,
principalmente de sodio y de potasio, tal y como ocurre en los axones amielinicos
(Dodge y Frankenhaeuser, 1958, 1959) y que la velocidad de conduccidéon en los
axones mielinicos depende del grosor y del grado de compactacion de las vainas
de mielina, asi como de la longitud del segmento internodal y de la ampilitud del
nodo, entre otras caracteristicas (Waxman, 1977; Rogart y Ritchie, 1977; Wilson y
Kitchener, 1996).

Periodo refractario.- La capacidad de los axones nerviosos para generar
potenciales de accion a frecuencias relativamente altas depende en gran medida
de la capacidad de los mismos para retornar a sus condiciones de membrana en
reposo, después de ocurrido un potencial de acciédn. La repolarizacion de la
membrana axonal se lleva a cabo mediante una bomba metabdlica (dependiente
de ATP), que incorpora potasio al interior de la fibra y extrae spdio de la misma
(ver: Aidley, 1989). Una forma de establecer el grado de repolarizacién post-
potencial en los axones es la determinacién de los periodos refractarios absoluto y
relativo, lo que a su vez ha sido considerado como una propiedad funcional de las
fibras nerviosas.

Cronaxia y reobase.- El analisis de la relacidon entre la intensidad y la duracion de
un estimulo umbral aplicado a un nervio, permite conocer algunas de las
propiedades activas y pasivas de los axones mielinizados, asi como las

alteraciones que éstas presentan cuando la mielinizacion es incompleta o nula
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(Bostock, 1983). La relacion entre la intensidad y la duracion de un estimulo
umbral es representada graficamente por una funcidn exponencial decreciente,
que fue expresada por Lapicque (1907), con la ecuacion 1,
I1=lp/(1-e7 Y% 1)

En donde:
1 es la intensidad de la corriente umbral, aplicada durante un tiempo t.
[ es la corriente reobase, esto es, la intensidad de corriente que debe tener

un estimulo de gran duracién (t —0), para provocar un potencial de accion.
t es la duracion del estimulo.
Tid es la constante de tiempo intensidad-duracion.

Por otra parte Weiss (1901), logré transformar esta funcidn en una linea
recta sustituyendo la corriente por la carga. Para efectuar esta transformacion
Weiss utilizd la formula general:

1 = dQ/dt

En donde: Q = /I dt, cuando se estimula con una onda sencidal, o Q =/ at,
en caso de que la corriente de estimulaciéon sea un pulso cuadrado. La ecuacion
propuesta por Weiss (1901), establece que la cantidad de cargas (Q) que es
necesario aplicar al axén para provocar un potencial de accion depende del tiempo
de estimulacién (t) y de dos parametros (a y b), los cuales representan la
ordenada al origen y la pendiente de la recta, respectivamente (Ec. 2).

Q=a+bt (2)
Donde:

Q es la carga umbral;

),_; " "\'T"
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t es la duraciéon del estimulo;
ayb son las constantes de la ecuacion.

Sin embargo, debido a que en la €época en que se propuso la ecuacidon de
Weiss se desconocia |la composicion de las membranas excitables y aun no se
habian propuesto los modelos eléctricos de las mismas, las constantes a y b no
pudieron asociarse a ninguno de los elementos presentes en las membranas
excitables.

Posteriormente, Bostock (1983) propuso una ecuacién (Ec. 3) para
establecer la relacion existente entre los parametros de la ecuacion de Weiss (Ec.
2) con las caracteristicas de los elementos presentes en ias membranas de los
axones mielinicos. Este autor mostré que la corriente reobase (l,) es proporcional
a la conductancia de entrada de ia fibra. Esto significa que el valor de la reobase
depende del incremento inicial en la conductancia al sodio provocada por la
aplicacion de una corriente despolarizante.

Q=lp(t+ 5q) 3

En donde:

Q es la cantidad de cargas que hay que aplicar al axén mielinizado para
provocar un potencial de accion.

[P corresponde al valor de la corriente reobase, y fisicamente representa a la
cantidad de cargas por unidad de tiempo que activan la generacién de un

potencial de accion,

TESQIS (0
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Tid es la constante de tiempo. Graficamente corresponde al punto de

interseccion de la recta con el eje de tiempo.

t es la duracion del estimulo.

Utilizando la ecuacion 3, es factible conocer la corriente reobase y la
constante de tiempo, a partir de los valores de la pendiente y del intercepto de la

recta con el eje de tiempo, mediante una regresion simple.

Actividad eléctrica de los nervios periféricos

La respuesta eléctrica de un nervio, producida por estimulos de intensidad
supraumbral, se denomina potencial de accion compuesto (PAC), y es el
resultado de la suma de los potenciales de accion generados en cada una de las
fibras que constituyen ai nervio. Debido a la presencia de fibras nerviosas con
diferente umbral de excitacion eléctrica y con distinta velocidad de conduccion, el
registro del PAC de un nervio periférico puede presentar varios componentes. Asi,
durante el registro del PAC en un nervio sensitivo es factible observar dos
componentes: el primero (componente A), resulta de la activacion de axones con
bajo umbral de excitacion y posee una latencia de aparicion muy breve (Fig. 1). En
cambio, el segundo componente (componente C), es provocado probablemente
por la activacion de fibras mielinicas de alto umbral (A3) o por fibras amielinicas,
por lo que solo se registra cuando el axén es estimulado con pulsos de corriente
aproximadamente 10 veces mayor que la requerida para activar las fibras mas

excitables del primer componente. E! componente C presenta una mayor latencia
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de aparicion, ya que la velocidad de conduccidn de las fibras A5 o C, es

considerablemente menor que fa de las fibras A (Fig. 1).

A
=
=)
=
a
E
T
C
1 0.8 1.2 16 20 4.0 5.0 6.0
Estimulo

Tiempo (ms)

Figura 1.-Representaciéon esquematica de los componentes A (1A) y C (18B) del potencial de accion
compuesto registrado en un nervio sensitivo (Modificado de Kande! y cols., 1997).

Desarrollo ontogénico de los nervios periféricos.

Desarrollo del axon: Caracteristicas generales. Las neuronas son células
altamente polarizadas, tanto estructural como funcionalmente. La polaridad se
refleja principalmente por las diferencias morfologicas entre el axén y las
dendritas, por ejemplo algunos organelos celulares, como los ribosomas y los
elementos de Golgi, se encuentran presentes en las dendritas pero no en los
axones (Jacobson, 1993). El citoesqueleto también presenta polaridad en su
organizacion ya que se ha encontrado que el extremo grueso de los microtubulos

se encuentra orientado hacia la region de crecimiento axonal, mientras que el
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extremo mas angosto se ubica en el centro del cuerpo celular (Burton y Paige,
1981; Heideman y cols., 1981). La distribucion de las especializaciones pre-, y
post-sinapticas, que determina la direccion del trafico de impulsos nerviosos, es
otra manifestacion de la polaridad neuronal.

Durante su diferenciacion y crecimiento la region correspondiente al axén
se alarga en una direccidén especifica desde el soma hasta establecer contactos
sinapticos con los blancos adecuados (Jacobson y Huang, 1985). El crecimiento
de los axones hacia sus blancos se inicia gracias a la tendencia intrinseca de
alargamiento que presenta una region de las neuronas jovenes llamada cono de
crecimiento, el cual interactia con numerosos factores del medio ambiente que
tienen como funcion la de promover o inhibir el crecimiento del axon.

El cono de crecimiento puede ser estimulado por moléculas, tales como
factores de crecimiento que se transportan por difusion a través del medio
extracelular y que forman un gradiente de concentraciéon, con un pico cerca del
organo blanco. Aparentemente el cono de crecimiento contiene receptores para
esas moléculas, las cuales poseen la capacidad de estimular el crecimiento y
modificar la direccion del axon en desarrollo (Munro y Crick, 1971). Ademas las
células localizadas en la via de crecimiento del axon e incluso las células blanco,
producen factores de crecimiento que interactuan con el cono de crecimiento
axonico, acelerando o inhibiendo el alargamiento del axén (Munro y Crick, 197 1;
Jacobson, 1993).

Por otra parte, la matriz extracelular puede ser modificada mediante
enzimas producidas por el cono de crecimiento (Jacobson,1993) e incluso las

actividades de ciertos grupos celulares, como las células de Schwann, que rodean
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a todos los axones periféricos, dependen de su- interaccion con el axon en
crecimiento, ya que se ha reportado que la mitosis de estas células se efectua
unicamente durante el proceso de crecimiento del axén (Wood y Bunge, 1975).
Mielina: generalidades y ontogenia

La mielina es una membrana constituida por una bicapa de lipidos, que a
diferencia de otras membranas, contiene muy pocas proteinas. La mielina que
rodea a cada uno de los axones mielinizados se encuentra formada por céilulas
gliales individuales, separadas una de otra por un area sin mielina llamada nodo
de Ranvier. La vaina de mielina, puede recubrir a los axones con 50 a 100 capas o
lamelas, actuando como un aislante eléctrico que impide la transferencia de iones
a través de la membrana axonal. Los nodos de Ranvier son los unicos sitios de la
membrana axonal que estan directamente en contacto con el liquido extracelular
(Fig. 2).

En el sistema nervioso periférico la vaina de mielina es formada por las
células de Schwann. Durante su desarrollo ontogénico, las ceélulas de Schwann
derivan de la cresta neural (Detwiler y Kehoe, 1939), de donde migran hacia los
nervios periféricos (Billings-Gagliard y cols., 1974; Billings-Gagliard, 1977), ya en
contacto con los axones nerviosos las células de Schwann empiezan a proliferar,
probablemente debido a que interactuan con substancias producidas por el axén
durante su crecimiento (Lubinska, 1961; Salzer y cols., 1980; Ratner y cols.,

1984).
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itoplasma de
la célula
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Fig.2. Seccién longitudinal de un axén mielinizado, puede observarse la vaina de mielina rodeando
al axén, asl como el citoplasma y el nucleo de la ceélula de Schwann. También se aprecia un
segmento sin mielina, el nodo de Ranvier (Tomada de Guyton y Hall, 2001).

La longitud inicial de todos los segmentos internodales en los axones
mielinizados es constante (de aproximadamente 200 um). Durante el crecimiento
del animal, el niUmero de segmentos internodales no cambia; pero la longitud
internodal se incrementa a medida que el nervio se alarga (Friede, 1973; Friede y
cols., 1985).

En las fases iniciales del proceso de mielinizacion, la célula de Schwann
rodea al axon dejando un canal (el mesaxon), abierto hacia el espacio extracelular
(Jacobson, 1993). Entonces una prolongacion de la célula de Schwann, semejante
a una lengueta, rodea al axéon formando una espiral. Finalmente durante la
compactacion de la membrana de la célula de Schwann que rodea al axon, el
citoplasma es expulsado de la porcién internodal, quedando solamente dos
collares de citoplasma, uno interno cerca del axon y otro externo en la cercania del

nodo de Ranvier (Jacobson, 1993). Antes de la formacion de las lamelas de
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mieiina, hay un periodo en el cual se incrementa considerablemente la sintesis de
lipidos en la célula de Schwann (Benjamin y Smith, 1984)

Desde el punto de vista fisiologico, se ha reportado un incremento gradual
en la velocidad de conduccion del potencial de accidn compuesto, registrado en el
nervio ciatico de la rata, durante la primera semana de vida postnatal que se ha
asociado con la formacion de la vaina de mielina (Vabnick y Shrager, 1998). Sin
embargo, el aumento en la velocidad de conduccién de los axones depende
también de las caracteristicas intrinsecas de la misma vaina de mielina, por
ejemplo, se ha reportado que mientras mayor es el grado de compactacion de las
lamelas de mielina es mayor la velocidad a la que se conduce el impulso nervioso
(Gutierrez y cols, 1995), y que existe una dependencia directa entre la velocidad
de conduccion del potencial de accion y la longitud del internodo (a mayor longitud

internodal, mayor es la velocidad de conduccién).

ANTECEDENTES

En la actualidad se cuenta con una inmensa cantidad de evidencias que
indican las alteraciones que provoca la desnutricion sobre el desarrolio del
Sistema Nervioso Central (SNC; ver: Morgane y cols., 1978, Morgane y cols.,
1992, Morgane y cols., 1993). En cambio, se cuenta con una informacion muy
escasa del posible efecto que produce una alimentacidn perinatal deficiente en
calidad o cantidad, sobre el desarrollo postnatal del Sistema Nervioso Periférico
(SNP).

Krigman y Hogan en 1976 reportan que el SNC de animales sometidos a

desnutricion durante la etapa post-natal, presenta un retraso en el inicio de la




mielinizacion. Posteriormente, Robain y Ponsot (1978), y Lai y Lewis (1980)
observan un retraso en el proceso de diferenciacion de la oligodendroglia cerebral.
Por otra parte, Delaney y colaboradores (1981) reportan que la privacion neonatal
de alimento retrasa el proceso de mielinizacién en el tracto piramidal de la rata. Lo
anterior coincide con las observaciones realizadas por Lai y Lewis (1980) en el
cuerpo calloso de |a rata. Asimismo, Lai y Lewis (1980) y Delaney y colaboradores
(1981) muestran que la privacion neonatal de alimento produce una disminucién
en el numero de lamelas que rodean a los axones mielinizados de algunas areas
del cerebro y de la médula espinal de la rata.

En cuanto al SNP, Clos y Legrand (1970) y Hedley-White y Meuser (1971)
reportan que la restriccion de alimento en la etapa postnatal reduce el grosor de la
vaina de mielina en fibras del nervio ciatico, lo cual podria indicar que el proceso
de mielinizacion es alterado por la desnutricion.

Por otra parte, Sima (1974a) reporta una notoria reduccion en el diametro
de los axones del nervio ciatico de crias neonatales, cuyas madres fueron
alimentadas durante los periodos de gestacion y lactancia con la mitad del
alimento proporcionado a los animales control. Este mismo autor (Sima, 1974 b)
observo en ratas de 90 dias, sometidas a desnutricion durante las etapas de
gestacion y lactancia, que las fibras nerviosas de las raices dorsales y ventrales
mostraban una disminucion en su circunferencia y en el numero de lamelas de
mielina. Sin embargo, los efectos de la desnutricidon eran revertidos parciaimente
en las raices ventrales, pero no en las raices dorsales, si los animales eran
sometidos a una dieta normal de alimento (en cantidad y calidad) a partir del dia

cero post-natal. La evidencia anterior, sugiere que la desnutricion producida
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durante los periodos de gestacidn y lactancia (desnutricion perinatal) provoca
darios irreversibles en las fibras aferentes, mientras que las fibras eferentes o
motoras presentan alteraciones que son parcialmente reversibles, en el caso de
someter a los animales a un periodo de realimentacion.

Desde el punto de vista electrofisioléogico se ha reportado, que en la rata
normal, es posible registrar los componentes de bajo umbral (componente A) y de
alto umbral (componente C), desde el dia del nacimiento (dia cero postnatal), pero
la cantidad de fibras que responden a la estimulacion, asi como la velocidad a la
que se conduce el potencial de accién son reducidas a edades tempranas y se
incrementan a medida que el animal crece (Fitzgerald, 1985).

Como puede observarse, existe una cantidad muy limitada de informacion
acerca de los efectos que producen la desnutricion y la malnutricion perinatales
sobre las caracteristicas histolégicas de los axones y de las células de Schwann, y
se carece por completo de evidencias experimentales, de indole electrofisiolégico,
sobre las alteraciones que producen la desnutricidon y la malnutricion perinatales
en la generacion y en la transmision del impulso nervioso en axones de nervios
periféricos.

HIPOTESIS

La malnutricion proteinica (caseina 6%) y la desnutricidon (50% de alimento)
provocaran alteraciones sobre las caracteristicas morfoldégicas y sobre las
propiedades electrofisiologicas de los nervios periféricos de la rata en desarrollo.

Para probar la hipotesis anterior, en la segunda seccién del presente

estudio se han planteado como objetivos experimentales, los siguientes:
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OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto que producen la desnutricion (50% de alimento) y la
malnutricion proteinica (caseina 6%) perinatales sobre las propiedades
funcionales del potencial de accion compuesto (PAC) del nervio sural de ratas en

desarrollo.

OBJETIVOS PARTICULARES

A) Determinar el efecto que producen la desnutricion (50% de alimento) y la
malnutricion proteinica sobre el umbral del potencial de accion compuesto
generado en axones mielinicos y amielinicos de nervios cutaneos de animales
en desarrollo.

B) Establecer las posibles alteraciones que producen la desnutricion 50% de
alimento) y la malnutricion proteinica sobre la velocidad de conduccidon de las
fibras mielinicas y amielinicas de nervios cutaneos en desarrollo.

C) Establecer las posibles alteraciones que provoca la desnutriciéon 50% de
alimento) y la malnutricion proteinica sobre el post-potencial repolarizante
(periodo refractario absoluto) de las fibras aferentes mielinizadas del nervio
sural de ratas en desarrollo.

D) Determinar el efecto de la desnutricion 50% de alimento) y la malnutricion
proteinica sobre las caracteristicas morfomeétricas de los axones del nervio

sural durante el desarrollo postnatal de la rata.

3
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MATERIAL Y METODOS
De igual manera que los experimentos realizados en la primera seccién de
esta tesis, los experimentos que comprenden esta segunda parte fueron
realizados en el Laboratorio 11 del Departamento de Fisiologia, Biofisica y
Neurociencias del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional a cargo del Dr. Ismael Jiménez Estrada.
Meétodo de desnutricion y malnutricion:

Los experimentos correspondientes a esta seccion se flevaron a cabo en
nervios surales de crias de la rata, variedad Wistar con distintas edades
postnatales. Los animales fueron obtenidos al colocar tres grupos de ratas
hembra, con un peso inicial de 250 g, bajo regimenes de alimentacion diferentes
desde tres semanas previas al apareamiento y durante el periodo peri-natal, tal y
como se describen en la seccion de métodos de la primera parte de este estudio.
Cabe senalar que los experimentos de esta serie también fueron realizados
obedeciendo las normas éticas sefialadas en la guia de los Institutos Nacionales
de Salud (NIH Publications No. 8023), para el cuidado y uso de animales de

laboratorio.

Registro del potencial de accion compuesto.

En la presente serie de experimentos, decidimos utilizar el nervio sural de
los animales en desarrollo, debido a que este esta formado principalmente por
axones sensitivos (sin embargo, veanse Harrison, 1975; Liguuri y Trojaborg, 1990,
Nakanishi y Forbes, 1970), ademas de ser de facil acceso para su diseccién (Fig.

3.A; vease Popesko, y cols., 1990). Los registros del Potencial de Accién
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Compuesto (PAC) fueron efectuados en el nervio sural de las extremidades
posteriores de ratas macho control, desnutridas y malnutridas, cuyas edades
fueron de 8, 12, 16, 18, 25, 30, 60 y 90 dias postnatales. Al principio del
experimento, los animales fueron pesados y posteriormente anestesiados con
hidrato de clorai (400 mg/Kg de peso; Laboratorios Monterrey S.A.). Los nervios
sural de ambas extremidades fueron disecados y colocados en una camara de
registro con solucion Krebs (NaCl 128, KCI 3, NaH; PO, 0.5, CaCl; 1.5, MgSO4 1,
NaHCO3; 21, Glucosa 30 mM; Baker) a temperatura ambiente. Al final de la
diseccion, los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical.

Para la estimulacion del nervio, se introdujo a uno de sus extremos (por lo
general el distal) en una micropipeta de succion, la cual contenia un alambre de
plata clorurada en su interior y un alambre de plata con aislante que la rodeaba en
su exterior (excepto en la punta; Fig. M1), los cuales fueron conectados a un
generador Digitimer tipo 3290, con el que se aplicaron pulsos de corriente de
amplitud y duraciéon controlados. El registro del potencial de accién compuesto se
efectud mediante otra micropipeta de succidon (Stys y cols., 1991), conectada a un
amplificador de aita ganancia Grass modelo p711 (con los filtros pasa bajos
mantenidos en 0.3 Hz y pasa altos a 10 KHz), el cual a su vez se conecté a un
osciloscopio Tektronix, modelo D13 (Fig. M1) y a una computadora (interfase
National Instruments, modeio BNC 2090), donde se almacenaron ios datos para
su posterior analisis.

La resistencia de los electrodos de registro y de estimulacion (Rp) fue
determinada al medir la caida de voltaje que ocurria al pasar un pulso de voltaje
constante (1-2 V, 5 ms) a traveés de los electrodos con el nervio insertado en ellos
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(Stys y cols., 1991, 1993; Stys y Kocsis, 1995). El sistema de registro era
previamente calibrado al pasar el mismo pulso de voltaje a través de una
resistencia eléctrica de 10 MQ. Se realizé6 un esfuerzo particular para obtener
electrodos, con los nervios insertados, con resistencias (Rp=8-10 k) que fuesen
semejantes en todos los experimentos, independientemente del diametro del
nervio.

En todos los experimentos, el PAC fue generado mediante la aplicacion de
pulsos unicos de corriente, con una duracion de 0.05 ms y de intensidad
graduada. Se establecidé el umbral eléctrico (1xT) de los nervios como la corriente
eléctrica minima necesaria para activar las fibras mas excitables del nervio. La
relacion intensidad-duracion del estimulo se obtuvo al determinar la intensidad de
corriente necesaria para producir una respuesta apenas discernible en el nervio,
pero utilizando pulsos con distintas duraciones (de 0.05 a 1 ms). El valor recbase
correspondiente a cada nervio fue caiculado a partir de la cantidad de carga
eléctrica empleada por unidad de tiempo (dQ/dt), que se obtuvo de las curvas
intensidad-duracion del estimulo (ver: Noble y Stein, 1966; Aidley, 1989). La
corriente eléctrica de estimulacion se determind a partir de la caida del voltaje
observada a través de una resistencia eléctrica de 1000 2, colocada en el retorno
a tierra del sistema de registro (Fig. M1).

La respuesta maxima de cada uno de los componentes del PAC provocado
en los nervios surales fue obtenida al incrementar gradualmente ia intensidad del
estimulo, con multiplos de la intensidad umbral, esto es, las fibras aferentes

mielinicas fueron activadas con estimulos Unicos de 0.05 ms de duracién e
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intensidad dos o tres veces la necesaria para activar las fibras nerviosas mas
excitables (componente A: 2-3xT; Fig. R1A), mientras que las fibras amielinicas
fueron activadas por pulsos de mucha mayor intensidad (componente C: 20-30xT;
Fig. R1B). Asimismo, se establecio el periodo refractario absoluto de cada uno de
los nervios como el intervalo de tiempo entre dos estimulos consecutivos (de
intensidad supraumbral), en el que el segundo estimulo fuese incapaz de generar
respuesta alguna en el nervio. Las condiciones de estimulacion y/o registro fueron
valoradas rutinariamente a lo largo de los experimentos al monitorear la amplitud
maxima y el umbral del PAC. En el caso de que se presentase una variacion del
10% o mayor en la amplitud o en el umbral del PAC, se descartaba la observacion

en su totalidad.

OSCILOSCOPIO
- in

ESTIMULADOR
AMPLIFICADOR

Electrodo

de registro s Electrocto de

o eatimulacion

Succion Succién

Solucion
Krebs

Nervio
Sural

Figura. M1.- Arreglo experimental utilizado para provocar y registrar el potencial de accién
compuesto en el nervio sural de la rata.
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Procesamiento de datos.

Los potenciales registrados fueron almacenados en video-cintas y
posteriormente al experimento, fueron promediados (n=16 muestras obtenidas a 1
Hz de frecuencia), integrados y almacenados digitaimente utilizando un programa
de computadora, elaborado ex profeso para ello en el laboratorio (Programa en
ambiente LabView 5.0, elaborado por Porfirio Reyes y Enrique Velazquez).
Posteriormente al experimento, se midié la amplitud y el area de cada uno de los
componentes (A y C) del PAC promedio y se calculd la velocidad de conduccién
maxima del PAC al dividir la longitud del nervio con el intervalo de tiempo que
ocurria entre el artefacto del estimulo y el comienzo del potencial registrado.
Histologia.

En una serie adicional de experimentos, en los cuales se utilizaron nervios
surales de ratas control y desnutridas de 30 y 90 dias de edad (n= 4 por
paradigma experimental), los cuales fueron seccionados transversalmente, de tal
manera que se obtuvieran 2 segmentos, uno que fue utilizado para el analisis
histolégico y el otro para el registro electrofisiolégico det PAC. Muestras de cada
uno de los segmentos (de 2 a 3 mm de largo) fueron fijados en soluciéon de
Karnovsky (constituida por: paraformaldehido, 1%; glutaraldehido, 2.5% vy
cacodilato de sodio 0.2 M, pH: 7.5; Karnovsky, 1965), lavados con una solucion
amortiguadora de cacodilato de sodio (pH: f.4—7.6) y post-fijadas en frio con
tetroxido de osmio (1%). Las muestras fueron deshidratadas al pasarias por varias
soluciones de etanol (70, 80, 90, 95, 100%) y embebidas en resina EPON 812.

Las muestras fueron cortadas transversalmente en secciones finas de 1-2 um de
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grosor y tenidas con azul de toluidina (diluida en una solucidn 0.5% en 4% de
borato de sodio). Uno de los cortes fue seleccionado y fotografiado. La fotografia
resultante fue ampliada en varias ocasiones (mediante procesos de fotocopiado),
hasta que se permitiera la determinacién del numero, el area y el grosor de la
vaina de mielina en los axones de los nervios. El area de los axones fue
determinada individualmente con un planimetro y el grosor de la vaina de mielina
se midié con un vernier calibrado.

Analisis estadistico.

Para comparar los valores obtenidos en cada uno de los parametros
medidos en el PAC de los nervios control, desnutridos y malnutridos, los
resultados fueron analizados mediante la prueba estadistica de ANOVA de una via
(simple) y posteriormente por la prueba de Tukey. Los datos ilustrados en las
tablas y en las figuras son los valores promedio (+E.E.) obtenidos de 8 a 10

nervios.
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RESULTADOS

Efecto de la desnutriciéon o malnutricion perinatailes sobre el peso corporal.

Al igual que los animales empleados en la primera parte de esta tesis, las
ratas sometidas a desnutricion o a malnutricion perinatales disminuyen
considerablemente su peso corporal con respecto al de las ratas control (Tabla
R1), en todas las edades registradas (ANOVA simple, seguida de la prueba de
Tukey; p<0.005). Estos resultados concuerdan notablemente con los reportados
en diversos estudios, en los que se han empleado diferentes procedimientos de
desnutricion (Morgane, y cols.1978; Morgane y cols., 1992; Morgane y cols. 1993,
Segura, 1993).

Efecto de la desnutricién o malnutricion perinatal sobre el Potencial de
Accién Compuesto (PAC).

La aplicacion de pulsos unicos de voltaje en un extremo de los nervios
surales provocaron la excitacion de los axones, y en consecuencia la generacion
del PAC, el cual fue registrado en el otro extremo del nervio. Tanto la magnitud
como el numero de componentes que se registran en el PAC depende en gran
medida de la cantidad (numero) y de las propiedades electrofisiolégicas de las
fibras nerviosas excitadas (por ejemplo: del umbral de activacién y/o de la
velocidad de conduccion del impulso nervioso). La figura R1 muestra registros
tipicos del PAC provocado en el nervio sural de una rata control de 30 dias de
nacida. Las respuestas fueron generadas por estimulos simples independientes,
pero de distinta intensidad. Con estimulos de pequena intensidad (2-3xT; Fig.

R1A) es factible generar un componente temprano en el PAC, cuya latencia al
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inicio es de aproximadamente 0.1 ms. Es ampliamente aceptado que este
componente resuita de la activacion de fibras aferentes de tipo Aa o AR, de bajo
umbral de activacidn y gran velocidad de conduccién del potencial de accion
(componente A; ver: Patton, 1965; Rogart y Ritchie, 1977). Al incrementar
notoriamente la intensidad del estimulo (hasta 30XT; Fig. R1B) es posible
observar la aparicion de un segundo componente (denominado en este estudio
como componente C), que presenta una latencia de aparicion que es
notoriamente mayor que la del componente A (aproximadamente 8 ms; Fig. R1B)
y que al parecer resulta de la excitacion de fibras A5 o C, las cuales poseen aito
umbral de activacion y baja velocidad de conduccion (Patton, 1965; Rogart y

Ritchie,1977).

A B8

componente A componente A

J

componente C

J

2xT 30xT

?

artefacto
del estimulo 1ms

] 0.1 mv |o.1mv

artefacto 10ms
del estimulo

Figura R1. Componentes del PAC, registrados en el nervio sural de una rata control de 30 dias de
edad postnatal.(A) La estimulacién con pulsos de corriente de baja intensidad (2XT) provoca la
aparicion de un componente de latencia breve (~0.6 ms; componente A), asociado a la activacién
de las fibras aferentes del grupo A. (B) Una corriente de aita intensidad (30XT) provoca un
potencial de latencia mas larga (componente C), que probablemente es debido a la excitacién de
las fibras Ado C.
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Amplitud y area del PAC.

Para obtener la respuesta maxima de los nervios bajo estudio, se empled
un protocolo de estimulacion en el que se utilizé una secuencia de pulsos
individuales pero de intensidad creciente, tal y como se ilustra en los registros
mostrados en la figura R2A y C. En esta figura se puede apreciar que el PAC
provocado en segmentos de nervios surales controles y desnutridos, de crias con
30 y 90 dias de edad, fue aumentando gradualmente de amplitud (Fig. R2ZAy C)y
area (Fig. R2B y D) a medida que se incrementaba la intensidad dei estimulo.
Esto indica que a medida que se incrementa la intensidad del estimulo se van
excitando axones, con distinto umbral de activacién, cuyos potenciales de accion
individuales se van reclutando gradualmente al PAC.

Este procedimiento fue empleado en todos los experimentos para obtener
el PAC de maxima amplitud y area generado en nervios de animales control y
experimentales y con diferentes edades postnatales.

La figura R3 muestra el efecto que produce la desnutricion o la malnutricion
perinatal sobre la amplitud maxima y el area de los componentes A y C del PAC,

generado en animales con distintas edades postnatales.
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Figura R3. Efecto de la desnutricion y la malnutricion sobre el desarrollo postnatal de PAC
provocado en el nervio sural. Trazos A y C: registros promedio (n=16) de los componentes A y C
del PAC, provocados por la aplicacién de corrientes con intensidad tres y treinta veces umbral
respectivamente, al nervio sural de ratas control, desnutridas y malnutridas. B y D: Graficas que
ilustran el area de los componentes A y C del PAC respectivamente (E! numero de nervios
empleados por edad y paradigma alimentario se sefiala en la tabla R1).




En nuestros experimentos observamos que entre los 8 y los 16 dias de
edad post-natal se presentaba una notable similitud en la amplitud del componente
rapido del PAC en los tres grupos de animales (Fig. R3A). El area del potencial de
los nervios desnutridos y malnutridos no diferia significamente del potencial
registrado en nervios control (ANOVA simple p> 0.05; Fig. R38; Tabla R1).

Conviene sefalar que a partir de los 25 dias hasta los 90 dias postnatales,
el componente A provocado en nervios control aumenta exponenciaimente de
amplitud y area (Fig. R3A y B; Tabla R1), lo cual podria indicar que la excitabilidad
de los axones en los nervios se va incrementando paulatinamente de acuerdo a la
edad de los animales. En contraste, el mismo componente pero registrado en los
nervios de animales desnutridos o malnutridos no muestra incrementos notables
de amplitud (Fig. R3A) o area (Fig. R3B; Tabla R1) durante el desarrollo postnatal
de los animales y fue significativamente de menor amplitud y area (entre 50 y
300% menor) que el componente A del PAC registrado en nervios control
(ANOVA, p<0.001; Tabla R1).

Por otra parte, tanto la amplitud como el area del componente C del PAC
provocado en nervios control no mostraron diferencias significativas con los
mismos parametros del PAC registrado en nervios de animales desnutridos o
malnutridos, en todas las edades postnatales analizadas (Fig. R3C y D; Tabla R3).
Las observaciones anteriores nos permiten sugerir que el numero de axones
activados en los nervios desnutridos o malnutridos es sensiblemente menor que el
numero de axones excitados en los nervios control. Lo que contrasta con la

aparente activacion de un numero similar de axones A3 o C, tanto en nervios




control como experimentales. Lo anterior, podria explicarse si se considera que la
desnutricion o la malnutricion perinatales inducen un incremento importante en el
umbral de activacion (disminuciéon de la excitabilidad) de las fibras mielinizadas del
grupo Aax o A3 o bien, provocan una reduccién en el numero de fibras presentes
en el nervio periférico, ya sea por muerte axonal o por bloqueo en la transmision

del impulso nervioso (vease mas adelante).

Tabla R1. Propiedades electrofisiolégicas del componente A del potencial de accidn compuesto
(PAC) generado en nervios surales de crias control (C), desnutridas (D) y malnutridas (M) con
diferentes edades postnatales.

Edad Peso corporal Area del PAC Velocidad de conduccion
(dias) (9) (uVv.ms) (m/s)
C D M D M C D M-
8 21.6 11.3 358.9 1563.9 6.1 3.9 4.7
+0.5 +0.3 +75.1 +256.3 +*0.6
(10) (12)=* 2 (8) (9) ..
12 . 14.1" -375.9
’ : 1£80.1
. (10)
16
25
“30 21261
+117. . +60.7
(10)-- (9)*~
60 1462 607.9
R +144 *149
- (9) (9) (10)*=~
S0 . 49.7 2313 751.1 .
. £8.0 +2.6 +206 =105 *1. . *5.1
(10) (10)~* (10)~* (10) (10)*~~ (10)=*~ (10) (10) (10)

Se indican valores promedio + error estandar del peso corporal, asi como del area y la velocidad de
conduccion de las fibras mas rapidas en el nervio sural que generan el componente A del PAC.
Entre paréntesis se muestra el nimero de nervios empleados por edad y paradigma alimentario. Los
asteriscos indican los rangos de confidencia para las diferencias estadisticas entre los
procedimientos control y experimentales (pruebas de ANOVA simple seguida de la prueba de
Tukey: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001).
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Umbral eléctrico de activacion.

Para explicar la pequena amplitud y area del componente A del PAC de los
nervios sural desnutridos y malnutridos, podria suponerse que las fibras aferentes
sufrieron una reduccion en su excitabilidad, la que a su vez estaria asociada a un
incremento en el umbral de activacion de los axones sensoriales. Esta posibilidad
fue analizada en el presente trabajo al determinar el umbral eléctrico de activacion
y el valor reobase de las fibras nerviosas mas excitables de los nervios control y
experimentales.

La figura R4A y Tabla R2 muestran los valores promedio de la cantidad de
corriente de estimulacion necesaria para activar las fibras mas excitables de los
nervios sural provenientes de animales control, desnutridos y mainutridos, con
distintas edades postnatales. Como se puede observar en la figura R4A, en el dia
8 postnatal fue necesario aplicar mayor cantidad de corriente de estimulacion
(entre 2 y 3 veces mas) para provocar la minima respuesta en los nervios
desnutridos que la utilizada para activar las fibras de los nervios control y
malnutridos (Tabla R2).

Sin embargo, a partir del dia 12 postnatal el umbral de activacion disminuyo
considerablemente tanto en los animales control como en los experimentales,
adquiriendo valores muy semejantes a los que se observan en nervios de

animales adultos (con 90 dias postnatales; Fig. R4A y Tabla R2).
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Figura R4. Efectos de la desnutricion y la malnutricion perinatales sobre: (A) el umbral eléctrico de
activacion (uA) y (B) la corriente reobase (uA) del componente A del PAC registrado en el nervio
sural de la rata de diferentes edades postnatales (El tamarno de las muestras y la estadistica
aplicada se indican en la tabla R2).

Ahora bien, si se considera que existe una relacion lineal inversa entre el
diametro de las fibras y su umbral eléctrico de activacion (Patton, 1965; Rogart y
Ritchie, 1977), es factible proponer que el umbral eléctrico de activacion de las
fibras aferentes se reduce a medida que éstas aumentan de grosor, durante el
desarrolio postnatal de los animales control y experimentales.

Por otra parte, a pesar de que aparentemente los umbrales de activacion de
las fibras mas excitables de los nervios surales desnutridos y malnutridos fueron
relativamente mayores que el de los nervios control, éstos solo presentaron
diferencias significativas entre si (ANOVA p<0.05) en algunas de las edades

estudiadas (Fig. R4A y Tabla R2). A diferencia de lo anterior, los umbrales de las




fibras mas excitables que generan el componente C del PAC registrado en nervios
control y experimentales no mostraron diferencias estadisticas entre si (ANOVA
simple p>0.05; Tabfa R3).

Tabla RZ. Propiedades electrofisioldgicas del componente A del potencial de accidn compuesto

(PAC) generado en nervios surales de crias control (C), desnutridas (D) y malnutridas (M) con
diferentes edades postnatales (continuacion de la Tabla R1).

Edad Umbral de activacion Reobase Periodo refractario
(dias) l ) (HA) {(nA) absoluto (ms)
[¥] M C u C [§] M
1228.1° 127.8 20.7 56.7 3.9 3.0 5.1
+23.6 .. +34.3 =24 *10.5 -,-.tO 2
: (8)**2 . (8) (¢ [€10) b
12 60.5 . . 46.3 13.5
. *9.70 - +9.7 =1.8
ot (9)*** - (B)*** 10)
16, 864 1 33.8 15.5:
5.2 +1o}4 *7.2
SO By (8)
25 16,9 - 35.1.7:7 7 65.0
TR0 Y R R
SO (8t ,-(8)“‘ oy
30 29.5 302000470 ¥
*+3.5 0 +3.9 2.7 . AN &
() (9 (10)*=* 10) (10)"‘ : (10)“‘ T(9) i
60 304 =743 56.3 -5.9 13.6 10.6" 1.7-700 i l
*3.6 +8.7 7.1 +0.8 +0.7 *=1.5 +=0.07 =0.05 . !
(10) (9) (10) (10) (8)*=~* [€:3 s (10) 3)-
90 41.1 50.3 106 4.2 7.4 8.5 1.4 1.6
*35.1 +4.9 +9.8 +=0.6 +0.6 +=1.2 +£0.02 +0.07
Qo) 10 10) 1o [€:) hahe 3) ao Qo)==

Valores promedio + error estandar. Indicaciones similares que las de la Tabla R1.

Se ha considerado que el valor reobase de los nervios es un mejor indice
de la excitabilidad de las fibras nerviosas que lo componen (Noble y Stein, 1966;
Aidley, 1989). En si mismo, el valor reobase indica la cantidad minima de carga
eléctrica por unidad de tiempo que se necesita para generar potenciales de accion
en los axones. La figura R4B y la Tabla R2 muestran los valores reobase

promedio calculados a partir de las curvas de intensidad-duracion obtenidas para




los nervios control, desnutridos y malnutridos. Como puede observarse en la
grafica B de la figura R4, los valores reobase del componente A en el PAC de
nervios desnutridos y malnutridos fueron significativamente mayores que los
obtenidos en nervios control (Tabla R2; ANOVA p<0.01 y p<0.05,
respectivamente), desde los 25 dias postnatales de las ratas. De acuerdo a lo
anterior, nuestros resultados podrian indicar que la desnutricion y la malnutricion
perinatal reducen considerablemente el diametro de las fibras de los grupos Aa y

AB de la rata (sin embargo, vease mas adelante).

Tabla R3. Caracteristicas electrofisiolégicas del componente C del potencial de accién compuesto
(PAC) generado en nervios surales de crias control (C), desnutridas (D) y malnutridas (M) con
diferentes edades postnatales.

Edad Area Umbral de activacion Velocidad de conduccién
(dias) (nV/ms) (HA) (m/s)
C D C D M C D M
8 524.5 - 565.5 1843 2666 0.56 0.62 0.62
o E37.70 +70.8 +688 +0.04 =0.05 +0.05
e (8) T [€:) N (8) (8) (8) (8)
12 4611~ 315.4 0.56 0.6 0.6
L2935 - ES1.6 - =0.02 +=0.05 =0.05
S5 (10) s e (10) 7 =7 (10) (10)
16 471.0 582.0 N 0.71,
£93.5 L x65.4% 540,03
(10) 3)
25 138.5 329.0:
=51.5 *47.2%
(8) (3)
30 578.0 531.9
=119.2 *76
(8) (10) -
60 109.3 273.2
=119.1 =130 "
(8) (8) .
90 476.8 598.5
*137.1 +79.9 .
(8) 8 7 3)

Indicaciones similares que Ias de la Tabla'R1:" =
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Periodo refractario absoluto.

Para caracterizar el posible efecto que ejerce la desnutricion o la
malnutricion proteinica perinatales, sobre la capacidad de las fibras del grupo A de
generar potenciales de accion después de producirse uno previo (Aidley, 1989), en
este estudio analizamos el periodo refractario absoluto del componente A del PAC

provocado en nervios de animales provenientes de lotes control y experimentales.
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Figura RS5. Efectos de las deficiencias en cantidad y calidad de alimento sobre: (A) el periodo
refractario absoluto (ms) y (B) la velocidad de conduccién del componente A del PAC, provocado
en el nervio sural de ratas con diferentes edades postnatales (Tamafio de muestra y prueba
estadlstica utilizada se sefialan en las tablas R1 y R2).

Los resultados obtenidos (Fig. R5A y Tabla R2) muestran que practicamente no
existen diferencias significativas entre los valores del periodo refractario absoluto

de los nervios controles y experimentales en todas las edades postnatales
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evaluadas. Esto ultimo podria sugerir que las fibras nerviosas mantienen su
capacidad para generar potenciales de accién a pesar de la condicion alimentaria
de los animales (desnutricion o malnutricion proteinica).

Velocidad de conduccion del impulso nervioso.

Diversos estudios previos han mostrado que la malnutricion produce una
reduccion significativa en la velocidad de conduccion del PAC registrado en el
nervio ciatico de la rata (Sima y Jankowska, 1976; Oldfors y Ullman, 1980), lo cual
fue asociado a una inadecuada mielinizacion de los axones (Wiggins, 1982). Para
evaluar esta posibilidad, en este estudio determinamos !'a velocidad de conduccién
de las fibras aferentes mas rapidas que generan los componentes A y C del PAC
generado en nervios surales control y experimentales de la rata en desarrollo
postnatal. En la figura R5B y en la Tabla R1 se indican los valores promedio de la
velocidad maxima de conducciéon del componente A detl PAC producido en nervios
de animales con distintas condiciones de alimentacion y de diferente edad
postnatal. Como se puede apreciar en la grafica de la figura R5B, la velocidad de
conduccion del PAC generado tanto en los nervios control como en los
experimentales, incrementa paulatinamente a medida que se desarrollan
postnatalmente los animales. Esto ultimo, permite sugerir que a medida que
crecen los axones en los nervios, éstos van adquiriendo graduaimente su
capacidad para transmitir el potencial de accién. Ahora bien, entre los 8 y los 16
dias, los nervios desnutridos y malnutridos presentan una velocidad maxima de
conduccion del componente A del PAC que no difiere significativamente de la del
PAC registrado en nervios controles (Fig. R5B y Tabla R1; ANOVA simple p<0.05).

En cambio, a partir del dia 25 hasta el 60 postnatal los nervios desnutridos
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presentan una velocidad de conduccion significativamente menor (~10%) que la
de los nervios control (Fig. REB y Tabia R1; ANOVA p<0.01). A pesar de ello en el
dia postnatal 90 los animales desnutridos de nuevo presentan una velocidad
maxima de conduccién del PAC provocado en el nervio sural, similar a la de ratas
control (Fig. R6B y Tabla R1). Por otra parte, los nervios malnutridos presentan
velocidades de conduccidon semejantes a la de los control entre los 8 y los 30 dias
de edad, pero a los 60 y 90 dias postnatales los nervios de este lote de animales
conducen el PAC a velocidades significativamente menores a las de los nervios
control. Estos resultados podrian indicar que tanto la desnutricion (50% de
alimento) como la malnutricién proteinica .provocan un retraso en el proceso de
mielinizacioén, siendo éste mas severo en la malnutricion.

En contraste, la veiocidad de conduccién de las fibras mas rapidas
(alrededor de 0.5 a 0.8 m/s) que generan el componente C del PAC de los nervios
control, desnutridos y malnutridos no presentan diferencias significativas entre si,
en todas las edades postnatales estudiadas (ANOVA simple p> 0.05; Tabla R3).

Nuestros resultados permiten sugerir que las restricciones alimentarias
impuestas perinatalmente inducen un retardo leve, pero significativo, en la
propagacion del potencial de acciéon a través de las fibras nerviosas mielinizadas
pero no en las no-mielinizadas del nervio sural, lo cual podria deberse a una
disminucidn o a un retardo del proceso normal de mielinizacion de los axones

sensoriales durante el desarrollo postnatal de la rata.
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Analisis histolégico.

Dado que las observaciones obtenidas en cada uno de los apartados anteriores
implicaban alteraciones en la morfologia de los axones, decidimos realizar una
serie adicional de observaciones experimentales para determinar las
caracteristicas morfoléogicas generales de los axones (diametro del nervio y el
nuamero, diametro y grosor de la vaina de mielina de los axones) contenidos en
nervios, que a su vez les fuesen evaluadas sus propiedades electrofisioidégicas.
Para ello, nervios sural de animales control y desnutridos con 30 y 90 dias
postnatales fueron divididos en dos segmentos, uno para la evaluacion

electrofisiologica y el otro para el analisis histologico (vease la seccion de

Métodos).

Tabla R4. Caracteristicas electrofisiolégicas del PAC generado en segmentos de nervios surales
control (C) y desnutridos (D) de ratas con 30 y 90 dias de edad.

i Caracteristicas [ 30 dias I 90 dias ]
C D C D
Area de! PAC 1150.6 412.6 1597.8 593.6
(uV.ms) + 209.2 + 140.6 ** + 174.24 +107.2 *~
Velocidad de conduccion maxima 17.52 13.74 32.3 30.6
{m/s) +2.97 + 1.47 * + 3.98 +5.4
Umbral de activacion 75.0 100.0 112.5 117.5
(nA) + 9.6 + 35.3 + 35.4 +10.3
Periodo refractario absoluto (ms) 1.65 1.68 1.88 1.67
+ 0.04 = 0.14 + 0.03 + 0.08

Valores promedio + error estandar. El numero de nervios empleado fue de 4 por edad y
condicion alimentaria de los animales. Los asteriscos indican los rangos de confidencia para las
diferencias estadisticas entre los procedimientos control y experimentales (pruebas de ANOVA
simple y posteriormente prueba de Tukey: * p<0.05; " p<0.01; *** p<0.001).

La figura R6A y B muestra los registros tipicos del componente A dei PAC
obtenidos en un segmento de nervios control y desnutridos de ratas con 30 y 90

dias de edad postnatal, respectivamente. De igual manera que las observaciones

101




A 30 dias 90 dias

[ 200 pv [ 200 pv
’ 1 m
-N —J\—

control desnutrido control desnutrido
2000 200
g 1s00 150
: 3
g 1000 Z00
~§ - - g
- =
& sgo s0
=g
o L1 L o L1
[~4 D c [+] c =] c =]
30 clas 90 dias 30 dias 90 dias
50 25
-
£ ag e 2
g z
= ac < é 15
X
: g8
= 20 . 58 1
9 [=]
o =] g
o [
& .o ' l o o5
+] o
D c D c D
30 dias 90 cias 30 dias 90 cias

Figura R6. Efectos provocados por la desnutricion sobre las propiedades electrofisiolégicas del
nervio sural de ratas de 30 y 90 dias de edad postnatal (n = 4; las barras verticales representan la
desviacion estandar). Los asteriscos significan los rangos de significancia para lasdiferencias
estadisticas entre los procedimientos control y experimentales (ANOVA simple: * p<0.05; ** p<0.01)
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descritas en parrafos anteriores, el componente A del PAC de los nervios

desnutridos se encuentran notoriamente disminuidos en su amplitud (R6A y B) y

area (Fig. R6C) con respecto a los nervios control, en ambas edades postnatales

(Tabla R4; ANOVA simple y posteriormente Tukey: p>0.01,).

Sin embargo, tanto el umbral

promedio de conduccién del impulso nervioso

de activacion (Fig. R6D), la velocidad

(determinada al pico del

componente A del PAC; Fig. R6E y Tabla R4) y el periodo refractario absoluto

(Fig. R6F) de los nervios desnutridos no mostraban diferencias significativas con

respecto a los mismos parametros pero determinados en nervios control, en las

edades seraladas.

Tabla RS5. Caracteristicas histologicas generales de los nervios surales controles (C) y desnutridos

(D) de ratas con 30 y 90 dias de edad.

[ Caracteristicas i 30 dias 90 dias ]
C C D
Area del nervio 36, 813.8 48,963.7 29485
(nm?) +4362.1 . +4987.4 +5216.5*"
Numero de axones (n) 1103.2 948.0
ST + 34.3 +132.8
- Area del axon - 4.31 1 6.02
(um?)is s o +2.87 +3.67
Diametro del axén' (1m)’ . 222 2.19
et ST 2 0,78 =1.01""
Grosor de lavainade ' " . 770,58 7.08
~iomielina’ (um) - ’ + 0.03 *3.16

Valores promedio + error estandar. EI numero de nervios empleado fue de 4 por edad y por
paradigma alimentario. Los asteriscos indican los rangos de confidencia para las diferencias
estadisticas entre los procedimientos control y experimentales (pruebas de ANOVA simple seguida

de la post-prueba de Tukey: ** p<0.01).

En tanto, los valores promedio de las caracteristicas morfometricas de los

axones contenidos en los segmentos de nervios surales (restantes de los

segmentos analizados electrofisioldgicamente) se ilustran en la figura R7 y en la

TESIS 0on |




30 DIAS 90 DIAS

CONTROL DESNUTRICION CONTROL DESNUTRICION

w
o

_ [} -
-_— ™ et
E ERi
=1 =
] 8 20
5 =8
a 8 15
2 e
5 @ 10
]
3 o
g £ s
-]
E Grosor de la vaina F Grosor de la vaina

de mielina de mielina

~
]

M
°

Frecuencia porcentual
]

Frecuencia porcentual
»

3 400 1500
2 oo "
2 T £ 1000|
& @
£ 200 . 3
L o
< D
L 2 soo
2 100 =2
«
a

o

c D c [=]
30 dias 90 dias 30 dlas 90 alas

Figura R7. Efectos provocados por la desnutricion sobre la morfologia del nervio sural de ratas de
30 y 90 dias de edad postnatal (n = 4; las barras verticales representan el error estandar). Las
flechas vacia y llena representan los valores promedio para los lotes control y desnutrldo
respectivamente. Los asteriscos (**) significan p< 0.01.
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tabla R5. Como se puede apreciar en la figura R7A y B, las secciones
transversailes de los nervios desnutridos de 30 y 90 dias postnatales son
significativamente de menor diametro (Fig. R7G; ANOVA: p< 0.001) y area (Tabla
R5; p>0.01) que los nervios control. Por otra parte, el numero (Fig. R7H; Tabla R5)
asi como el area (Tabla R5) de los axones contenidos en los nervios desnutridos
no difirieron significativamente de los determinados en los nervios control, en
todas las edades analizadas (ANOVA: p>0.05).

En cambio, el diametro de los axones fue significativamente menor que el
de los controles hasta los 90 dias de edad (Fig. R7D y Tabla RS) pero no a los 30
dias postnatales (Fig. R7C y Tabla R5). Por otra parte, el grosor de ia vaina de
mielina en los axones de nervios desnutridos es significativamente inferior que la
de los axones control a la edad de 30 dias (Fig. R7E; Tabla R5) y no a los 90 dias
de edad postnatal (Fig. R7F; Tabla R5).

En términos generales los resultados obtenidos en esta serie de
experimentos permiten establecer que la desnutricion (y posiblemente también la
malnutricion) no afecta el niumero de axones presentes en l0s nervios surales,
pero es capaz de alterar la formacion de la vaina de mielina (cuando menos a los
30 dias postnatales) y el diametro de los axones (a los 90 dias de edad), lo cual
podria alterar la generacion y/o la propagacion del potencial de accién en los

nervios sensoriales.
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DISCUSION

Los resultados experimentales obtenidos en esta segunda parte de nuestro
estudio muestran las alteraciones que producen las deficiencias alimentarias
perinatales en cantidad (desnutricidn) o en calidad (malnutricion) sobre las
caracteristicas electrofisiologicas y morfologicas de nervios sensoriales durante el
desarrollo postnatal de la rata. La observacion mas notable fue que ta amplitud y el
area del componente A del PAC provocado en nervios surales de animales
desnutridos o malnutridos presentaron amplitudes y areas considerablemente
menores que los de nervios control. Para explicar esta observacién se podria
argtuir que fue debida a condiciones inadecuadas o inconsistentes de registro (las
cuales podrian variar de experimento en experimento). Sin embargo, dicha
posibilidad fue parcialmente abolida en nuestro estudio debido a que se determind
sistematicamente la resistencia de acople de los electrodos utilizados para el
registro y la estimulacion de los nervios, la cual fue establecida en valores de 9 = 1
k2 en todas las sesiones de registro. Ademas de la resistencia del electrodo,
también se monitoreo sistematicamente la amplitud maxima y el umbral de
activacion del PAC durante toda la sesion experimental. En adicion y sobre todo,
el hecho de que sodlo el componente A fuese afectado por las deficiencias
alimentarias perinatales y no el componente C, a pesar de que ambos
componentes fueron registrados en los mismos nervios y bajo condiciones
experimentales similares, permiten excluir la posibilidad de que la reduccién de la
amplitud y area del PAC de nervios desnutridos y malnutridos resuiten de la

inconsistencia de las condiciones de registro y estimulacion empleadas en este
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estudio. Por lo tanto, parece razonable considerar que las observaciones
realizadas en los nervios de animaies con alimentacién perinatal restringida son el
resultado de alteraciones que son ajenas a las condiciones de registro y que mas
bien, estan asociadas a los paradigmas de alimentacion experimentales.

La reduccion de la amplitud y del area del componente A en el CAP
registrado en nervios experimentales podria explicarse si se toman en
consideracion las siguientes posibilidades, entre otras:

1). Una reduccidn substancial en el numero de axones aferentes presentes en el
nervio sural de los animales desnutridos o malnutridos. Dado que los resultados
obtenidos en nuestro analisis histolégico indican que los nervios desnutridos y
mainutridos presentan practicamente el mismo numero de fibras que los nervios
control a los 30 y 90 dias postnatales, lo cual concuerda con las observaciones de
Sima (1974a) en el nervio ciatico de la rata, y refuta la hipotesis de que una
reduccién en el numero de fibras aferentes sea la causa de la disminucion de la
amplitud y area del componente A del PAC de nervios experimentales.

2). Una disminucién importante en la excitabilidad de las fibras aferentes. Esta
posibilidad fue evaluada en el presente estudio al determinar el umbral y el valor
reobase de los potenciales generados en los nervios control, desnutridos y
malnutridos. Los resultados obtenidos permiten sefialar que para activar las fibras
aferentes mas excitables del nervio sural de animales experimentales es necesario
emplear una mayor densidad de corriente que la utilizada para activar los axones
de nervios control. Tal situacidn por si misma es indicativa de una notoria
reduccion en la excitabilidad de las fibras nerviosas, por lo que podria

considerarse que resulta de alteraciones en las propiedades de membrana de los




axones, ya sea afectando las conductancias idnicas o la capacidad de las fibras
nerviosas para generar los potenciales de accion (por ejemplo: al reducir el
nimero de canales de sodio por area de membrana axonal; Vabnick y cols.,
1996). Sin embargo, la ausencia de diferencias significativas en el periodo
refractario absoluto del PAC generado en nervios control, desnutridos vy
malnutridos podria sugerir que las fibras aferentes mantienen su conductancia
idnica y su habilidad para regenerar potenciales de accion a lo largo de su
desarrollo postnatal a pesar de la condicion de alimenticion a la que fueron
sometidos perinatalmente los animales. La reduccion en la excitabilidad también
podria explicarse si se considera una disminucion en el diametro de los axones o a
una reduccion en el grosor de la vaina de mielina (Patton, 1965; Aidley, 1989). EI
analisis histolégico realizado en este estudio muestra que a los 30 dias
postnatales el diametro de los axones desnutridos fue relativamente similar que el
de los axones control, lo cual no concuerda con el aumento (aunque no
significativo) del umbral de activacion de las fibras mas excitables (ver Tablas R4 y
RS5). En el mismo sentido, puede apreciarse que a los 90 dias, el diametro de los
axones experimentales fue significativamente inferior que el de los axones control,
a pesar de que ambos nervios no presentaban diferencias en su umbral de
activacion (Tablas R4 y R5). Las aparentes inconsistencias de nuestros resuitados
podrian deberse a que en el estudio histoldgico se contempla la evaluacion del
diametro de todos los axones en los nervios, mientras que la determinacion del

umbral de excitacion solo corresponde a las fibras nerviosas que puden ser

activadas.
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Por otra parte, dado que la velocidad de conduccion del PAC depende en
gran medida de la presencia y de las caracteristicas de la vaina de mielina que
rodea a los axones que constituyen a los nervios, podria suponerse que el
incremento promedio del umbral de activacion asi como el decremento de la
velocidad de conducciéon del PAC en el nervio sural de animales desnutridos y
malnutridos, resultan de un enlentecimiento en el desarrollo de los procesos de
depodsito Yy compactacion de la mielina en los axones del nervio sural. Esta
hipotesis es apoyada por investigaciones previas en las que se ha observado que
los axones que constituyen el nervio ciatico de ratas sometidas a desnutricion
neonatal, presentan una reduccion importante en el grosor de la vaina de mielina
(Clos y Legrand, 1970; Hedley-White y Meuser, 1971) y en el numero de lamelas
gue rodean a las fibras nerviosas (Sima, 1974b), 1o que podria estar asociado a
una deficiencia en la sintesis de los componentes de la mielina (Wysocki y Segal,
1972; Mantzos y cols., 1973).

Nuestros resultados indican que la velocidad de conduccidon va
incrementando paulatinamente de magnitud en funcién de la edad, tanto en el
nervio sural de los animales control como en el de los desnutridos y malnutridos, lo
cual esta de acuerdo con las observaciones realizadas por Fitzgerald (1985), en
animales normales durante su desarrollo. Sin embargo, la tasa de incremento es
menor en los nervios de animales experimentales que en el de animales control,
por lo cual es factible proponer que en los tres lotes de animales se lleva a cabo el
proceso de mielinizacion, pero es en los desnutridos en los que dicho proceso se
efectua con mayor retardo. Probablemente, el enlentecimiento de |a mielinizacion

sea provocado por la carencia parcial de todos los elementos de la dieta, entre
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ellos los lipidos y las proteinas, quienes son esenciales para la formacion de la
vaina de mielina (Wysocki y Segal, 1972; Mantzos y cols., 1973).

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en estudios previos
(Clos y Legrand, 1970; Hedley-White y Meuser, 1971; Sima, 1974b)
en los que se demuestra una inadecuada formacion de la vaina de mielina en
axones de nervios de ratas neonatas y jovenes desnutridas.

En este sentido, debe mencionarse que una disminucidn moderada en la
capa de mielina en los axones induce cambios drasticos en la estructura y
morfologia de los nodos de Ranvier (Bowe y cols., 1994; Ritchie, 1995), lo cuai
atenuaria o bloquearia la propagacion de los potenciales de accion a lo largo de
los axones (ver: Waxman, 1877; Vabnick y cols., 1997). Conviene sefalar que la
ausencia o desaparicion de 2 o mas nodos de Ranvier es suficiente para bloquear
la transmision del impulso nervioso a travées de un axdon aferente (Dyck y cols.,
1984 y cols. 1984). Sin embargo, lo anterior conlieva la posibilidad de que la
poblacion de axones que constituyen el nervio conduzcan los potenciales de
accidon con una gran dispersion de velocidades de conduccion o bien, transmitan
los impulsos nerviosos de manera intermitente, lo que deberia de analizarse en
otro tipo de estudios en donde se utilicen paradigmas de experimentacion,
diferentes a los empleados en este estudio pero enfocados para ese fin.

En resumen, los resultados obtenidos en esta segunda parte de la tesis,
permiten establecer que la desnutricion y la malnutricidon ejercen efectos de
consideracidon sobre los procesos de generacion y de propagacion del impulso
nervioso en los axones mielinizados, pero no en los no-mielinizados, contenidos

en los nervios sensoriales de ratas en desarrolio postnatal.
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CONCLUSIONES
El area del componente A del PAC se reduce significativamente en los
nervios de ratas desnutridas y mainutridas, con edades entre 25 y 90 dias
postnatales.
El umbral eléctrico para la generacion del PAC es significativamente mayor
en el nervio sural de animales desnutridos y mainutridos, que en el mismo
nervio de ratas control, a partir del dia 25 postnatal.
La desnutricion y la malnutricion proteinica no provocaron cambios en el
periodo refractario absoluto de los nervios periféricos.
La velocidad maxima de conduccion del PAC disminuyd significativamente
en el nervio sural de ratas desnutridas y malnutridas, a partir de los 25 dias
de edad postnatal.
El analisis histologico mostré una reduccion significativa en el diametro del
nervio sural de ratas desnutridas de 30 y 90 dias de edad postnatal.
Ei numero de axones contenidos en los nervios desnutridos fue similar al de
los nervios control.
El diametro de los axones que constituyen el nervio sural se redujo
significativamente en ratas desnutridas de 90 dias, pero no en las de 30.
E!l grosor de la vaina de mielina fue menor en los axones de animales de 30

y 90 dias postnatales.




PERSPECTIVAS

Los resulitados obtenidos en esta serie de experimentos permiten establecer
que la desnutricion y la malnutricion proteinica perinatales reducen
significativamente la amplitud y el area del PAC, provocado por un pulso de
corriente de intensidad supra-umbral. Esta reduccién podria deberse a la
incapacidad de las fibras nerviosas de animales desnutridos (50% de alimento) o
malnutridos (caseina 6%) para generar o transmitir potenciales de accion. Ambas
alteraciones pueden asociarse a una mielinizacidon deficiente o incompleta de los
axones que constiruyen el nervio sural. En este trabajo hemos mostrado que el
grosor de la vaina de mielina se reduce, al menos ligeramente, en los axones del
nervio sural de ratas alimentadas con dietas deficientes (fig.R7 y tabla RS5).

Por otra parte, la excitabilidad de las fibras nerviosas depende directamente
de el namero y distribucion de los canales de Na®* y K*, presentes en el nodo de
Ranvier, y la organizacion y concentracién de estos ocurre en la region nodal
ocurre durante las primeras semanas de vida postnatal por lo que probablemente
la alimentacion deficiente en cantidad (desnutricién) o en calidad (malinutricion
proteinica) aitera su distribucidon y densidad. Por tal razén seria conveniente
efectuar cortes longitudinales de nervios surales de ratas control, desnutridas y
malnutridas para determinar si los tratamientos alimentarios aplicados modifican la
longitud de los nodos de Ranvier.

Por otra parte, también podria analizarse si la realimentacion (iniciada a
partir del nacimiento o del destete), es capaz de revertir las alteraciones
provocadas por la desnutricion y malnutricion sobre la generacion y transmision

del potencial de accion.




DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en las dos series de experimentos que
constituyen el presente trabajo de tesis mostraron que la desnutricion (50 % de
alimento) y la malnutricion proteinica (caseina 6%) perinatales, alteran
notablemente el desarrollo de los nervios periféricos y de los musculos de ias
extremidades posteriores de la rata. Sin embargo, las deficiencias alimentarias
modificaron selectivamente el desarrollo de las fibras musculares de sacudida
rapida y de los axones con mielina, ya que las fibras musculares de sacudida lenta
y los axones amielinicos de animales desnutridos y malnutridos presentaron
caracteristicas fisioldgicas similares a las de los animales control.

No es sorprendente que las deficiencias alimentarias afecten especialmente
a las fibras musculares de sacudida rapida y a los axones mielinicos, ya que
ambos sistemas presentan importantes transformaciones postnatales. Asi, las
fibras musculares presentes en el musculo EDL deben transformarse de fibras de
sacudida lenta, presentes en la rata nacida, a fibras de sacudida rapida fatigables,
tipicas del animal adulto; esta transformacion no es simple ya que implica no solo
cambios en el patron contractil, sino tambien transformaciones de naturaleza
bioquimica y/o molecular como los que ocurren con la isoforma de la miosina, que
en los musculos de animales recién nacidos es semejante a la de los musculos
lentos del animal adulto y gradualmente se transforma en la isoforma de miosina
tipica de los musculos de sacudida rapida del animal adulto (Rubinstein y Kelly,
1981; Botinelli y col., 1991). Ademas se debe modificar el metabolismo de las

fibras musculares, de oxidativo a oxidativo-glucolitico o glucolitico-oxidativo hasta
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el metabolismo glucolitico caracteristico de los musculos rapidos adultos
(Schiaffino y Reggiani, 1994; Lefacheur y cols., 1998; McKoy y cols., 1998).

En cuanto a los nervios periféricos, el proceso de mielinizacion de los
axones es también un proceso dinamico en el que se debe sintetizar y
posteriormente compactar la gran cantidad de la membrana que constituira la
vaina de mielina localizada alrededor del axon (Benjamin y Smith, 1984;
Jacobson, 1993). Paralelamente a la formacién de la vaina de mielina se
incrementa la densidad de canales de Na® en la porcion central del nodo de
Ranvier lo cual implica que estos canales, que en las etapas postnatales
tempranas se distribuyen uniformemente sobre toda la superficie del axon, deban
deplazarse hacia el nodo de Ranvier y concentrarse en la regidon antes senalada
(Vabnick y cols., 1996). El mismo proceso debe llevarse a cabo para concentrar
los canales de K en la region del paranodo (Vabnick y Shrage, 1998).

El analisis histologico mostré que el niumero de axones contenidos en el
nervio surai es semejante en los lotes control y desnutrido, pero el area de seccion
transversal es significativamente menor en el nervio sural de animales desnutridos
que en los control. Lo anterior significa que en los nervios de ratas alimentadas
con dietas deficientes se redujo, probablemente por pérdida de liquidos, el espacio
existente entre los axones y por lo tanto se incremento la densidad de fibras
nerviosas por area de seccion transversal. Por otra parte, es muy probable que los
musculos de animales desnutridos y malnutridos también presenten una reduccion
en su contenido de agua. Esto a su vez, provocaria un aumento en la densidad de

proteinas contractiles por area de seccion transversal y justificaria la enorme




fuerza desarrollada por los musculos de animales alimentados con dietas
deficientes.

En resumen nuestros resultados sugieren que los organismos alimentados
con dietas deficientes carecen de los elementos, estructurales, metabdlicos y/o
energéticos, que les permitirian efectuar adecuadamente la serie de
transformaciones morfolégicas, moleculares, metabdlicas y funcionales que
ocurren en los animales alimentados con dietas balanceadas, pero que en ciertos
sistemas como el muscular, estas carencias puedan ser parcialmente

compensadas.
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The aim of this study was to analyze the possible electrophysiological properties of generation and
alterations produced by inadequate perinatal food propagation of the action potential during the
intake, in quantity (undernutrition) or quality P atal develop of the rat.

(malnutrition), on the generation and propagation

of the compound action potential (CAP) evoked in . . 1. 5
sensory sural nerves, during the postnatal develop- 5:':;0;‘,1:”:&":3ior:g‘ei‘ﬂcmhzgnp::zﬂ:‘:;hp::mawl develop-
ment of the rat. Low intensity stimulation (2-3 times " ”

the threshold of the most excitable nerve fibers; x7")

of the sural nerve evoked an early potential (CAP-A

component) which is due to activation of low-

threshold, fast-conducting myelinated group A

afferent fibers. Meanwhile, at higher stimulus

intensity (20—-307) it produced a second, long-lasting

potential (CAP-C component) probably due to INTRODUCTION

activation of high-threshold, slow-conducting

group Ad or C afferent fibers. Compared to control Considerable efforts have been made to charac-
nerves, the CAP-A component, but not the CAP-C terize the possible anatomical, neurochemical
component of undernourished and malnourished R N

nerves showed significant changes in amplitude, and physiological consequences produced by
area, electrical threshold and conduction velocity food deficiencies in quantity and/or quality, on
(except absolute refractory period) at several post- the development of the central nervous system
natal ages. Our resuilts may suggest that a relative CNS:; f L .M 97 992
large number of myelinated group A afferent fibers ( : for review see: organe er al., 1978, 1 fd
in the sural nerve of undernourished and malnour- 1993). In the rat, pre- and post-natal protein
ished animals suffer severe alterations on their deprivations produce remarkable alterations in
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auditory, reaching and startle reflexes (Smart and
Dobbing, 1971; Kawaii er al., 1989) and in painful
and/or_ aversive responses (Frankova and
Barnes, 1968; Levitsky and Barnes, 1970; Lynch,
1976). Some of these observations have been
associated to changes in the propagation of
action potentials through sensory pathways. On
this regard, a significant decrease in conduction
velocity of the compound action potential (CAP)
recorded in the sciatic nerve of malnourished rats
has been observed (Sima and Jankowska, 1976;
Oldfors and Ullman, 1980). This change has been
attributed to inadequate myelination of axons in
the nerve (Krigman and Hogan, 1976; Wiggins,
1982). Similar observations were also obtained
from the cortico-spinal tract (Quirk er al., 1995),
optic nerve (Bronzino er al., 1975), and sensory
and motor nerves (Oldfors and Ullman, 1980;
Cornblath and Brown, 1988).

Despite large amount of evidence concerning
the effect of undernutrition and malnutrition on
large diameter afferent fibers, there is a lack of
information about the possible alterations pro-
duced by inadequate perinatal nourishments on
the electrophysiological properties of thin and
thick afferent fibers.

In this study we have analyzed the possible
consequences of perinatal low-protein (malnour-
ished) and hypo-caloric (undernourished) food
intake, on the generation and propagation of
low- and high-threshold components evoked in
the compound action potential of sensory sural
nerves during the postnatal development of the
rat. Data obtained in this study was partially
published in abstract form elsewhere (Segura
et al., 1996, 1997, 1999).

MATERIALS AND METHODS

Three groups of female Wistar rats were
subjected to different feeding conditions: (A)
Control: One group of female rats and their
offspring had free access to food throughout the
whole experimental period (Lab Diet, Formulab

5008). (B) Undernourished: Rats fed with half of
the food intake of control animals from three to
four weeks before mating and during pregnancy
and lactation periods (Chow and Lee, 1964; Bedi,
1994). The corresponding offsprings were also
undernourished after the weaning period (21
postnatal day). (C) Malnourished: An additional
group of female rats and their offspring was fed
with pellets of low-protein content (6% casein,
Teklad, Madison, WI) during the same pre- and
post-natal periods as the undermourished group.

All animals had free access to water and were
housed under identical environmental con-
ditions of light and dark cycles (12:12h) and
temperature (22-24°C). After parturition, the sex
and number of pups was determined and
adjusted to 8 males per litter and their body
weight was measured every day until the day of
experiment (see Table I). All experiments were
carried out in accordance with the National
Institute of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH Publications No. 8023,
revised 1978).

Surgical Procedures

AtS8, 12,16, 25, 30, 60 and 90 postnatal days, pups
or young rats from control and experimental
groups were anesthetized with chloral hydrate
(400 mg/kg). Both hindlimb sural nerves (see:
Popesko er al., 1990) were carefully dissected out
and placed on a recording chamber, previously
filled with oxygenated Krebs solution: (NaCl,
128 mM; NaH-:PO;, 0.5mM; CaCl,, 1.5mM;
MgSO;, 1.0 mM; NaHCO; 21 mM; glucose,
35mM) and maintained at room temperature
(22-24°C). We decided to use the sural nerve
instead of the sciatic nerve because it is mainly
composed of cutaneous afferent fibers originated
from sensory receptors in the hindlimb skin
(Willis and Cogeshall, 1978; however see: Liguuri
and Trojaborg, 1990; Nakanishi and Forbes,
1970).
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TABLE 1 Electrophysiological characteristics of the A component in the CAP evoked  in sural nerves of control (C),
undernourished (U), and malnourished (M) animals at different postnatal ages. (Average and standard error values are shown.
The number of nerves used per age and food condition are shown in parenthesis and asterisks indicate the confidence ranges for
the statistical differences between control and experimental procedures (single ANOVA and Tukey tests: *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001)) - . . :
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Stimulation and Recording - --across the electrode with the nerve inserted on

it (Stys, 1993; Stys er al, 1991; Stys and Kocsis,
1995). The system was previously calibrated by
passing the same voltage pulse through a
10 M) resistor. Particular effort was made to
have similar electrode resistance (Rp =
8-10 k12), independently of nerve diameter, in
all recording sessions by checking the proper
fitting of electrodes and their Rp.

Both ends of the sural nerve were drawn into’
suction electrodes in order to record and evoke::
the compound action potential. One electrode:
was wrapped around with an isolated wire
and connected to a pulse generator and the
other electrode was connected to a low-noise,
high-gain differential amplifier (band pass

filters 0.3-10kHz). The resistance of the The CAP was evoked in all experiments, by
recording electrode (Rp) was determined by single square current pulses (0.05 ms duration) of
measuring the voltage drop that occurs when a graded intensity. The electrical threshold (1x7T)
constant voltage pulse (1-2V, 5ms) was passed of the CAP was established as the minimal
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current intensity necessary to activate the most
excitable: fibers - in the . nerve.. The :stimulus
strength~duration relationship was obtained by
determining” the current strength needed to
produce ‘a barely discernible response in the
nerve at different stimulus pulse duration (from
0.05 to 1 ms). The rheobase was calculated as the
change . of charge per unit of time (d@/drn),
derived from the strength-duration curves (see:
Noble and. Stein, 1966; Aidley, 1989). The
stimulus ‘current was measured as a voltage
drop across a 1000 (2 resistor placed in the return
path to ground.

The maximal evoked response in the nerve
was obtained by increasing the stimulus strength
at multiples of the electrical threshold (A
component: 2—-3 X%, and C component: 20—-30X;
see Fig. 1). In addition, the absolute refractory
period was determined as the time interval
between two stimulating pulses in which the
second stimuli was unable to evoke any response
in the nerve. The recording and stimulating
conditions were assessed routinely along the
experimental session by monitoring the maximal
amplitude and threshold of the CAP. The whole
observation was discarded when a variation of
10% or greater occurred either in amplitude
and/or threshold of the CAP.

A

A component

2xT
’
somutes | 0.1 mv
arutact 1ms

FIGURE 1

B. SEGURA er al.

Data Processing

The evoked CAPs were digitized, averaged
(n = 16 samples at 1 Hz), integrated and stored
by means of a specially designed computer
program. The maximal conduction velocity was

“calculated as the length of the nerve divided by

=]

somulus
amtect

the time elapsed from the stimulus artifact to the
initial phase of each CAP-component. Raw data
were routinely recorded on videotape and
played back for further processing after the
experiment.

Histology

Sural nerves from control and experimental
30-day-old rats (4 per nutritional paradigm)
were dissected and prepared for histological
examination. Nerve samples (2-3mm  long)
were fixed by using the Karnovsky solution
(paraformaldehyde, 1%; glutaraldehyde, 2.5%
and sodium cacodylate, 0.2M, pH: .7.5; Kar-
novsky, 1965), washed with sodium cacodylate
buffer (pH: 7.4-7.6) and post-fixed in cold
with osmium tetroxide (1%). ‘The samples
were dehydrated through- successive -ethanol
solutions (70, 80, 90, 95, 100%) and embedded in
EPON 812. The samples were transversally

A component

C component

4

30xT

{01 mv
10ms

Components of the compound action potential (CAP) recorded in a control sural nerve of 30-day-old control rat.

A. Low-intensity electrical pulses (2x) evokes a fast component (latency: ~0.6 ms) in the CAP which is associated to activation of

1 (30x) )

a second, long lasting potential’(latency: ~8 ms)

group A-afferent fibers in the nerve. B. High-i

>4
which probably is due to excitation of A or C fibers in the sural nerve. Each trace corresponds to the average of 16 individual

recordings. Note different time scale in B.
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sectioned (1=2 im) and stained with toluidine
blue (0.5% in 4% sodium borate). One selected

nerve section’,

as photographed and amplified

to measure the transversal area and the number

A

a
16

25

30
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of axons

in the nerve. In addition, it was

determined the transversal area, diameter and
myelin thickness of each individual axon in the

nerve.
— « control
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FIGURE 2 Effect of undernutrition or malnutrition on the postnatal development of the CAP-components evoked in sensory
sural nerves. Traces in A and C: Averaged recordings (n = 16 traces) of A and C components in the CAP evoked by low- and high-
intensity stimulation (3% and 30X, respectively) applied to sural nerves of control, undernourished or malnourished rats at
different postnatal ages (as indicated). Note different ime scale in C. B and D: Graphs illustrating the area (expressed as uV ms)
of the CAP A and C components recorded in control and experimental sural nerves at different postnatal ages (as indicated in the

abscissa).

\ D\




480

Statistical Analysis

Differences between control and experimental
data were inferred from single ANOVA and
Tukey tests. The data illustrated in graphs are the
averaged values obtained from 8 to 10 nerves
and bars indicate standard error (SE).

RESULTS

Components of the Compound Action
Potential

Single electrical pulses applied to one end of the
sural nerve evokes the excitation of afferent
fibers and the response can be recorded on the
other nerve end as a CAP. The magnitude and
number of components in the CAP depends on
the number and physiological properties of the
afferent fibers excited by the stimuli applied (i.e.
threshold and /or conduction velocity). Figure 1
illustrates typical recordings of the CAP evoked
in the sural nerve of one control rat (30-day-old)
at two different stimulus strengths. Low inten-
sity stimulation (2 x; Fig. 1A) usually generates
an early CAP-component (onset latency: 0.1 ms)
which is associated to activation of low-
threshold, fast-conducting group A afferents
(component A; see: Patton, 1965; Rogart and
Ritchie, 1977). By increasing the stimulus
strength (up to 30Xx; see Fig. 1B), it is also
possible to evoke a second, long-lasting com-
ponent which seems to be due to excitation of AS
or C afferent fibers (C component; see: Patton,
1965; Rogart and Ritchie, 1977).

Amplitude and Area of the CAP
2

Figure 2 shows the changes in amplitude and
area of the A and C components in the CAP
evoked in sural nerves of control and exper-
imental animals at different postnatal ages with
two intensities of stimulation (2—-3x and 30 x,
respectively). At 8-16 postnatal days, the

"53- 1
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A-component of the CAP evoked in control
nerves with a low-intensity stimulus is practi-
cally similar in amplitude (Fig. 2A) and area
(Fig. 2B) than those obtained in undernourished
or malnourished nerves (see Table I). From 25 to
90 postnatal days the CAP-A component of
control nerves increased exponentially in ampli-
tude and area (Fig. 2A.B), indicating a possible
activation of afferent fibers that became gradu-
ally excitable with age. In contrast, the same
component recorded in undemourished and
malnourished nerves showed no increments in
amplitude or area during the postnatal growth of
animals and it was significantly smaller than the
control CAP A-component (50—300% lower than
control; ANOVA, p < 0.001; see Fig. 2A,B and
Table I).

On the other hand, the high-threshold, slow-
component evoked in the CAP of control nerves
was not significantly different from those
recorded in undermourished and malnourished
nerves and it showed no appreciable increment
in amplitude or area during the postnatal
development of the rat (Fig. 2C,D; see Table I).

Our observations may indicate that the
number of myelinated axons activated in nerves
of perinatal undernourished and malnourished
animals by a relative low-strength stimulus, but
supra-maximal to group A afferent fibers (2—-37),
was minor than the number of axons excited in
control nerves. By contrast, high intensity
stimulation activated an equivalent number of
A8 or probably C axons in both control and
experimental nerves. The latter could imply that
perinatal undernutrition and malnutrition may
induce a notable reduction in the capability of a
subset of group A, but not As or C afferent fibers
to generate action potentials during the postnatal
development of the rat.

Electrical Threshold

In order to explain the small amplitude and
area of the PAC A-component recorded in
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FIGURE3 Effect of perinatal restrictions in food intake on the (A) electrical threshold (12A) and (B) rheobase (pA) of the CAP-A
component evoked in sural nerves of control (closed circles), undernourished (open triangles) and malnourished (open squares)

animals at several postnatal ages (as indicated in the abscissa).

undernourished and malnourished nerves, a

possible reduction in the excitability. of the

afferent fibers was assumed.. This, possibility
was analyzed by determining ' the ‘electrical
threshold and rheobase of the fast co'mponent
in the CAP evoked in control and expenmental
animals.

As it is shown in’ Fig. 3A, the amount of
electrical current needed to activate the most
excitable axons in_ nerves of control and
experimental animals was higher (2—3 times)
at early postnatal ages (until 8 days) than in
subsequent ages (Table I). At 12—-18 days the
electrical threshold of the fibers suddenly
decayed acquiring values that were very similar
to those obtained in nerves of adult animals
(see Fig. 3A and Table I). If we consider a
possible inverse linear relationship between the
diameter of the fibers and their electrical
threshold (i.e. thick fibers-lowest thresholid;
see Patton, 1965; Rogart and Ritchie, 1977), we
can assume that during the postnatal growth
the threshold of the afferent fibers decreased
while its thickness increased.

\53-

" The electrical threshold of the most excitable
fibers in the sural nerve of undemounshed and
malnourished animals was relahvely higher,

‘but not statistically different (ANOVA p > 0.05)

than the current required to excite the same
type of fibers in control nerves at all postnatal
ages (Fig. 3A and Table I). By contrast, the
electrical threshold of the most excitable fibers
producing the slow CAP-C component in
experimental nerves was not statistically differ-
ent from that of control nerves (Table II).

A better estimate of nerve excitability is the
rheobase value (Noble and Stein, 1966; Aidley,
1989). It indicates the minimal electrical charge
per unit of time needed to evoke an action
potential in the nerve. Figure 3B and Table I
showed the averaged rheobase values calculated
from the control and experimental strength—
duration curves. As it can be seen the rheobase
values for the CAP A component evoked in
malnourished and undemourished nerves were
significantly higher than those values obtained
for control nerves at practically all postnatal
ages (except at 12 and 16 days; ANOVA p < 0.01
and p < 0.05, respectively). Our results could

S
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indicate that severe perinatal food restrictions
produced a considerable reduction. in the
‘diameter of group A fibers in the developing
sural nerve, instead of A% or C fibers which
seems to had electrical threshold of similar
magnitude in control and experimental nerves
(see Table II; however see below).

Absolute Refractory Period

In order to characterize the possible effect of
perinatal food restrictions on the capability of
group A fibers to regenerate action potentials, we
decided to analyze the absolute refractory period
of the CAP evoked in the sural nerve of control
and experimental animals. The results show that
practically there are no differences between the
absolute refractory period of the CAP evoked in
control and malnourished or undernourished
nerves at all postnatal ages (Fig. 4A and Table I).
The latter could suggest that the capability to
regenerate action potentials of group A fibers in
the sural nerve is practically the same regardless
of the animal nutritional condition.

Conduction Velocity

Previous studies have shown that malnourish-
ment. induces a significant decrease in conduc-
tion velocity of the compound action potential
recorded ‘in  the sciatic nerve (Sima and
: Jan.kowska, 1976; Oldfors and Ullman, 1980),
‘which :subsequently was associated to an
inadequate. myelination of axons (Wiggins,
. 1982)." In ;order - to analyze such effects, we
determmed in this study the conduction velocity
of :the" fastest- axons producing A and C
components in the PAC during the postnatal
. development of . control and expenmental sural
nerves.. - ::

From 8 to. 16 postnatal days, the maximal
conducnon velocity . of . the CAP-A component
evoked in, control nerves was similar to that of
.undernourished or malnourished nerves (Fig. 4B

\ R

and Table I). Subsequently, from 25 to 60

. postnatal days, the maximal conduction velocity

of the fastest fibers in control nerves, increased
exponentially (from 19.4 = 1.8 to 35.5 = 1.2m/s:
Fig. 4B and Table I). This increase was associated
to activation of fast myelinated afferent fibers
(see Patton, 1965) and it is slightly faster (—~10%)
than the CAP recorded in experimental nerves
(see Fig. 4B; ANOVA p < 0.01). At 90 postnatal
day there was not significant differences between
control and experimental nerves (ANOVA, p >
0.05, Table I). By contrast, the conduction velocity
of the CAP C-component of control nerves was
practically similar to that of undemourished and
malnourished nerves from different postnatal
ages (around 0.5-0.8m/s; Table II). This may
suggest that perinatal food restrictions could
induce a retardation in the propagation of the
action potential through myelinated, but not
unmyelinated afferent fibers of the sural nerve by
reducing or delayving the normal myelination
process of the sensory axons along the postnatal
development of the rat.

Histological Analysis

In order to determine whether the reduction in
amplitude and area of the CAP-A component is
associated with changes in morphology of nerves
and axons, the number and general morphologi-
cal characteristics of myelinated fibers in the
sural nerve of control and experimental 30-day-
old rats were analyzed. As shown in Fig. 5B and
Table III, practically there are no differences in
number, transverse area and diameter of the
axons located in undernourished or malnour-
ished sural nerves, compared with those of
control nerves. However, the mpyelin sheath
thickness of axons (undernourished: 82.7% and
malnourished: 86.29%) and the whole transversal
area of experimental nerves (undermourished:
62.7%% and malnourished: 57.8%) shows signifi-
cant decrements as compared with those of
control nerves (p < 0.01, see Fig. 5A,B and
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' FIGURE 4. Effect of perinatal food restrictions on (A) absolute refractory period (ms) and (B) conduction veloclty (m/s) of the
CAP-A component evoked in control (closed circles), undemourished (open triangles) and mnlnounshed (open squams) sural

nerves ‘at different postnatal ages (as indicated in the abscissa).

Table III). This evidence indicates that perinatal
food deficiencies in quantity and/or quality
induce severe alterations in axon myelin  for-
mation (see also: Clos and Legrand, 1970;
Hedley-White and Meuser, 1971) ‘and ‘strong
structural changes (shrinkage of axons)

peripheral nerves. -

DISCUSSION

The evidence obtained in this study illustrates
the alterations produced by perinatal food
deficiencies in quantity (undernutrition) or
quality (malnutrition), on the generation and
propagation of the CAP evoked in peripheral
sural nerves during the postnatal development
of the rat. Compared to control nerves, the most
striking difference observed was a remarkable
reduction in amplitude and area of the A
component in the CAP recorded in under-
nourished or malnourished nerves. It could be
argued that such a reduction in CAP’s amplitude
or area was associated to inadequate and
inconsistent recording conditions from one

experiment to the next. Thi p0551b|hty was
partiaily cancelled in our.
electrodes with resnstance valu K
10k in all recording sessionsl In addition, the
electrode resistance, 'maximal amplitude | and
threshold of the CAP were systematically
checked during the whole period  of the
experimental sessions. Furthermore, the fact
that only the A component, but not the C
component in the CAPF, recorded in the same
nerves and experimental conditions, was
affected by perinatal food deficiencies is not
compatible with the possibility of inconsistency
of experimental recording conditions. It thus
seems reasonable to establish that the small
amplitude and area of the CAP-A component
observed in undernourished or malnourished
nerves results from factors associated to the
experimental dietary paradigms but not by
inadequate recording conditions.

The reduction in amplitude and area of the A
component in the CAP would be explained if we
considered several possibilities, among others to:
(1) A substantial reduction in number of afferent
axons in the sural nerve of experimental animals.

Vb
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FIGURES Effect of perinatal restriction in food intake on the morphology of 30-day-old sural nerves and axons. A. Photographs
of transversal sections of control, undemourished and malnourished sural nerves. B. Morphological characteristics of control (C),
undermourished (U) and malnourished (M) axons in 30-day-old sural nerves (n = 4).

Our histological data indicated that control,
undernourished, and malnourished nerves of
30-day-old rats had practically the same number
of fibers. This result is in agreement with those
reported by Sima (1971a) in the sciatic nerve and
refutes the thesis that a reduction in the number
of afferent fibers is responsible for the decrement
in area or amplitude of the CAP-A component
evoked in experimental nerves. (2) A remarkable
reduction in afferent fiber excitability. This
possibility was analyzed in the present study
by determining the threshold and rheobase
values of control and experimental nerves. The
data obtained indicates that relatively large
current pulses are needed to activate the most
excitable fibers in undernourished and malnour-
ished nerves than in control nerves. Such a

v

condition is indicative of considerable reduction
in the excitability of group A afferent fibers. It
could be argued that the decrement in afferent
fiber excitability is related to changes in the
axonal membrane, affecting the ionic conduc-
tance of the fibers and their capability to generate
action potentials (i.e. reduction in the number of
sodium channels per area of axon membrane;
Vabnick er al., 1996). The absence of significant
differences in the absolute refractory period of
the CAP-A component evoked in control and
experimental nerves would indicate that the
afferent fibers maintain their membrane con-
ductance and ability to regenerate action poten-
tials regardless of animal’s nutritional condition.

A further explanation for the decreased
excitability of experimental afferent fibers is

RS /U
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TABLE 111

General histological characteristics of sural nerves of 30-day-old control (C), undernotrished (Ui and malnourished

(M) animals. (Average and standard error values are showed. The number of nerves per food condition is 4. Asterisks indicate the
confidence ranges for the statistical differences between control and experimental procedures (smgle ANOVA and Tukey tests:

*p < 0.05; **p << 0.01))

C u M
Nerve area (um™) 36,813.8x4362.1 23090.32:845. 21286.. ""68" 3%
Number of axons () 1103.234.3 1230.2=83.9 i
Axon area (pm®) 4.31=2.87 - 5.02%3.67.
Axon diameter (pm) 2.2+0.78 2.35=0.9
Myelin sheath thickness (am) 0.58=0.03 0.48=0.03* 0.50=0.04*

related to a possible reduction in the axon
diameter or myelin sheath thickness (see Patton,
1965; Aidley, 1989). The histological . analyses
showed that the diameter of the experimental -
axons was similar to that measured in control
axons (Sima, 1974b) but there was a significant
reduction in the myelin sheath thickness 'of
undernourished and malnourished axons. This
could partially explain the decrements observed
in excitability and conduction velocity of the
CAP-A component evoked in experimental
nerves. These results are in agreement with
previous studies indicating the occurrence of an
inadequate formation of the myelin sheath in
axons of neonate and young rats (Clos and
Legrand, 1970; Hedley-White and Meuser, 1971;
Sima, 1974b). In this regard, it should be
mentioned that moderate reduction in the axon
myelin sheath induces drastic changes in the
structure and morphology of Ranvier’s node
(Bowe er al., 1994; Ritchie, 1995), attenuating the
propagation of action potentials through the
afferent fibers (see: Waxman, 1977; Vabnick er al.,
1997). This possibility needs to be further
evaluated by using experimental approaches
other than those implemented in this study.

In summary, our results indicate that severe
perinatal food restrictions, in quantity and/or
quality, produce considerable alterations in the
generation and propagation of action potentials
in myelinated, but. not unmyelinated sensory
afferent fibers of neonates and young animals
and such effects could affect the transmission
of sensory information from peripheral skin

receptors to the spinal cord and central nervous
system in the developing rat.
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INTRODUCCION

La inmensa variedad de Pauias conductuales que manifiestan los
animales adultos es el resuliado de la esirecha selacidn que sostiene ¢l Sigierna

Nervioso Central con os distintos deganos electores, sean estos glindulas
enddcnnas o misculos esqueléticos
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La notable relacién que guarda e Sistema Nervioso con los misculos
esquelétioos es producto de una larga serie de procesos que ocurren tanto
nivel ceniral (por cjemplo: la formacién de circuitos neuronales que generan
palrones molores) como periférico (formacion de uniones aeuromusculares,
maduracibn de fibras musculares y de receplores sensoriakes, etc.) en distintos
estadios del desarvollo de los animales.

El presente capitulo tienc como objetivo ¢l describir someramente
algunas de las etapas del desamollo ontogénico de los musculos esquelétioos y
de los nervios periféricos, poniendo especial énfasis en la manifestacidn de las
propiedades funcionales de ambas estructuras.

DESARROLLO ONTOGENICO DE LAS PROPIEDADES
CONTRACTILES DEL MUSCULO ESQUELETICO

A. Coracleristicas geserales.

En los animales adultos, los misculos esquelétions estda constituidos
por othulss alargadas multioucieadss, llamadas fibrs musculares, cuyo
didemetro varia de 10 a 100 um y su longited tambiéa es variable, esto ¢s,
lienen desde unos cuanios milimetros kasta varios ceatimetros, dependiendo de
ia articulacién que muevan o del amafio corporal del amimal. Las fibras
musculares lienen forma casi ciliadrica y cada una de ellag esth rodeada por
uxa membrany llamada sarcolesa, que las separa del liquido intersticial. Sus
extremos suclen fusionarse cos ¢ iejido, relativamente rigido, que comstituye
los teadones (13; Figura (A).

Los misculos estin mdeados por una cape de kjido conectivo
conocida como epimisio y pueden dividirie en fasciculos que contiesen un
wamero variable de fibras musculares que estin eavueitas por una cape de
ejido comectivo, conocida como perimisio. A % vez, cads fiba muscular s
rodeads por igjido conectivo, desominado endomisio, ¢ cual no debe
confandirse con ¢l sarcolema (Figuna 18).

Cada fibra muacular esth conformada por una seric de subunidades,
denomingdas miofibrillas, las cuales poscen un didmetro aproximado de | um
y ticacn una loagitud similar 2 La de b fibra mwuscular. La forma de las
miofibrillss ¢s eseacialmente cilindrics y cada una de ellas se encuenin
rodeads por un amplio sisiema de membranas, desominado reticulo
sarcoplasmico (RS). Tamto las fibeas musculares como Las miofibrillas
preseatan un patrn de estriacida caracieristico, cos baadas claras (isotrdpicas
0 bandas [) y bandas obscuras (anisotrdpicas o bandas A) que se repiken en
forma alternada a todo lo largo de la oélula muscular (Figura IA).

oo exquelético. Ademds, Las miofibrilas s cacueatran
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Figura |.- A: Organizacibe estructural del misculo esquelético (Adaptado de
$). B: Corte transversal de un musculo esquelético (Tomado de 21).

Coafluyen en ¢l mizsculo uno o dos haces de fibras nerviosas de indole
sensilivo y motor. Entre los axoncs nerviosos seasitivos se incluyen aquellos
que inervan los husos musculares (recepiores sensoriales que detectan los
cambios en {a loagitud del misculo), los que inervan a los degancs de Golgi
(receplores localizados en los lendones que indican los cambios de fensién
muscular) y algunss terminaciones nerviosas libres, asociadas a sensaciones
dolorosas (Figun 2). En los mamiferos adultos, la inervacidn motora de fos
misculos s¢ leva 3 cabo mediante fibras nerviosas provenicntes de
motoneuronss espinales gamma que contactan con las fibras musculares que
estin dentro del huso muscular (intrafusales) y por axones nerviosos de
motoncuronas alfa que inervan fibras musculares extrafusales (Figura 2). Encel
animal adulto, cada una de las motoneuronas alfa inerva un numero variable de
fibras musculares extrafusales, entre 5 y 10 en los musculos extraoculares hasta
¢l orden de miles en los misculos de las extremidades (13). Por lo anto, una
unided motera csth constituida por todas las fibras musculares que son
inervadas por una sola moloneurona espinal y es la unidad funcional
fundamenta! en la relacidn sistema nervioso-musculo esquelético.
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wulas de miosina s desplaza muy kentamente al contactar con la molécula
tina, lo cual mantiene de manera prolongada a la tensién isométrica(l;
mds adelante).

1 fisicas lentas: Son fibras musculares de contraccin lenta, resistentes a
igd y generan escasa fuerza duranie la sacudida simple. Se localizan en
usculos posturales de los mamiferos. Presentan una o muy pocas unioncs
musculares, usualmente de un solo axda motor y son capaces de generar
| ciales de accitn todo o nada. Lo mismo que Las fibras musculares thaicas,
! ibras de contraccion fisica y lents syudan a mastener la postura y
¢ ipan en la ejecucida de movimientos lentos y repetidos. E hecho de que
[ fibras sean pooo fatigables, podria deberse a que posoen en s
| plasma un nimero coesidensble e miloooadris y » quc consunen ATP
oporciones relativamente bajas (8, 17). Estas fibras musculares también se

' terizan por ¢ color rofizo que adquieren por uaa acumulacin
" derable de oxlgeno en la miogiohina.

4 fisicas rigidas ghacoliticas: Estc tipo de fibras musculares s¢ contraca
. {otigan ripidamente. La contraccidn fsica ripids s atribuida
almente al movimiento ripido de La cabeza de las moléculas de miosina.
lo general, los saimales wiilizan esie tipo de fbras para realizar
mientos posturales ripidos (por ejemplo, pars realizar movimiestos). E!
utilizado por esie tipo de fibras musculares ¢s producido mediante la
== \lisis; contienen pocas milocondrias y durante La sacudida simple geacran
} I 1+ 100 veces ayor denidn o fuerza Que Las fibras Cisicas leatas.
|
J-t&-mmmmuemm
) 1 fatigen lentamente. Poscen ua gran simero de mitocondrias y son
s de producit ATP modiante fosforilacida oxidativa. Estas fibeas estin
salizades en realizar movimientos repetitivos pero ripidos. Dunaie la
wilacidn repetitiva, estas fibras desamollan mis fuerza que lag fibeas
s ripidas glucoliticas y que las fsicas lentas.

Tambita sc ka propucsio una clasificacitn de Las fibras musculares de
rdo & Las caracteristicas inmuno-histoquimicas de las moléculas de miosing
oatieaca (29).

a8 lentas del tige 1. Son fibras musculares que contienen exclusivamente
culas de miosing “leata”; esie tipo correspoade o Las Gdras fisicas lentas.

0 vipidas del tipe I1. Las cunles sc mubdividen en: Tige HIA cn las que
omina s miosina “ripida”, pero también poscen miosina lenta (fsicas
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Tomando en cuenta las canacteristicas (empocales de Ia contraccion
nuscular, s¢ ha propuesio que en los animales adulios exisie una clan
fiferenciacidn entre los misculos de sacudida ripida y los misculos de
iacudida lenta. La contraccidn correspondiente a miisculos de sacudida ripida
‘Curva A; Figuna 3) preseods un curso emporal més breve que ¢l obsenido
furantz L contraccide de los misculos lentos (Curva A'; Figuna 3).

Ante estimulos repetitivos, La respuesta mecinica de Jos misculos 5¢
auma, esto ¢s, & durande ¢l periodo de relajacide de una sacudida simple s¢
vuelve 8 estimular al misculo, ésie respoade nuevamenie con otro incremento
e tensida, que o¢ inicia a partiz del valor de lenside que preseatabe ¢l misculo
Al relajarse, producieado s suma de ambes respustas (Curva B de a Figun
3). Al incrementar La Frecueacia de los estimulos, ¢l miaculo desarrolla mucha
mayor lensibn que La producida por uaa sacudida simpie y La separacién de las
sontracciones e reduce, de tal manera que anic una frecuencia determinada las
tespuestas contrictiles s¢ futionan (curvas B’ y C de la Figura 3). En ese
moenenio, ¢ misculo desarrolla la fuerza mixima que es capaz de ejercer y ¢l
registro Que 8¢ obtieas es continuo. Esta respuesta se conoce como Wtanos (1).

D. Outogeala de las flbras mmsculares esqueléticss

Por lo genera), ¢f primordio de Jos miisculos esquelétions de la rata
mwea.mmmmm
=7 miotwbos, Cuyos saroolemas s eacuentran comtctados esire si mediante
uniones comunicanies. Durante I histogéaesis, los misculos presentan dos

V\mam 1a primera se hace evidente a partir del dia 1S de

gestacidn. Poscen uma miosing que responde fuettemente al anticuerpo
especifico para La miosina ripida. A partir del dia 17 de gestacidn s¢ inicia un
cambio gradual en la miosing de los miotubos, la cual empieza a reaccionar
con el anticuerpo especifico para la miosina kenla. Al mismo liempo, susge la
seguada gemeracidn de miotubos que rodea a los de la primera generacidn.
Estos miotubos preseatan carscieristicas inmunohisto-quimicas de fibras
musculares de contraccide ripida y por lo general, mantienen una estrechs
relacida con los miotubos primarios (35).

Los miotubos de la primena y segunda generacién presentan un nicleo
ceniral, una gran acumulacién de glucdgeno y miofibnllas periféricas. Estos
complejos celulares estdn rodeados por una limina basal, en la que se han
observado dos formas de contacto neuromuscular, la primera consiste de una
aposicidn estrecha enire ¢l axdn y 1a membrana plasmdtica del miotubo y la
sequnda, semejanie a la de una placa motora peimitiva, conformada por
pequefios axones tenminales que contienen vesiculas opacas en su interior. Esie
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tipo de union neuromuscular sc observa exclusivamenic en los miotubos
primarios (35).

En los dias previos al nacimiento (19 a 21 dlas embrionarios de la
), los miotubos de la primera gencracidn presentan placas terminakes bien
diferenciadas, micotras que los miotubos de la seguada geseracida, ya
sepanadas de los miotubos primarios, presestan placas terminales primiiivas.
En esta etapa del desarrollo, un porcentaje ako de fibras musculares reaccionan
mdmmpqxlﬁmmhnmnkwymnuu
s¢ originan de la primera generacidn de miotubos. En cambio, Las fideas que
surgen de 13 sepuada generacidn de miotubos continéan reaccionsado con ¢l
andicuerpo especifico para L miosina ripida. Cabe seflalar que e esta ctapa del
mww:mmumamme
u\uwupu, considerindose que en éstas exisie un lipo de miosisa de

En dias posteriores ) nacimiesto, L mayor pare de las fibess
musculares reaccionan (anio con ¢l anlicuerpo especifico para L miosina
ripida como con ¢ de a miosina lenia Solo algunas resccionsa
exclusivamentc con ¢l anticuerpo para la miosina rigida o para el de la leata,
por separado. En las primeras tres o custro semanas de vida post-aatal ocwre
la diferenciacidn de las fibras musculwes, en las que % muanifiests
gradualmenie un solo tipo de miosina, ripida o lesta. Tal difereaciacitn
depende de La localizacién corporal y de La fencida del misculo (1).

Deade ¢l punto de visla meciaico, Lumbics exisien cambics ¢a 1a
actividad contrictl del misculo eaquelétion durante ¢ desarrollo ontogéaico.
Close (1) reporta que duranie ¢ periodo post-aatal iemprano de kos animales,
todos los misculos de as extremidades desarrollan contraccioncs que preseatan
un curso temporal similar y que en Las primeras cuatro semanas de vida ocwre
La diferenciacidn de los misculos de contraccidn ripids o lesta (Figur 4A).

A medida que los emisculos creces, ésios son capaces de desamollar
mayor fensidn duranic (2 sacudida simple (Figum 4A) y gemerar 1tanos con
mayores frecueacias de estimulaciéa (Figura 4B).

Como peede apreciame, existc una clars correlacién eatre lag
abeervaciones efoctuadas a wivel de La actividad contrictil con las realizades
wiilizando tcnicas inmuno-hisioquimicas, ex ¢f seatido de que los misculos de
las extremidades posteriores de animales recién acidos preseatan was mayor
proporcida de fibras de contraccidn leata y que tal progorcide dismineye
durase ¢l desarrollo oslogénico (35). Abora bies, la serie de cambios que
ocurren duranie el desarrollo, tanto en las propiedades contrictiles como en las
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anacleristicas inmuno-histoquimicas de los misculos esqueiétioos, puede verse
mwummathwmrmg
inftuencia tréfica que ejercen los axones nerviosos sobre La actividad contricyl
umﬁmb;b)dimuhm&lsmmom;c)q
incremento 60 a actividad de la ATP-asa delreiculo sarcoplismico, 8)a pol-
mmemmmawmw(@u
mis adelanie); ¢) por ta actividad muscular (“ejercicio”), y ) por acciones
hormonales.

SACUDIDA SIMPLE
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RESPUESTA A FRECUENCIAS
£0L soleo

Figun 4- A: Regisiros de la sacelida cimple de los minculos cxicasor
digiorem longes (EDL, misculo exiensor de ks dodos) y wleo (misculo
exiesaot de Lo rodill) duruste l desarrolio postaatal de la rata. B: Rexpucsta 3
a estimalacidn con frecueacias de kos misculos EDL y sokco de animtales
reciéa nacidos y de 95 dias de edad postaetal (Modificado dc §)

DISARROLLO ONTOGENICO DE LAS PROPIEDADES
FUNCIONALES DE LOS NERVIOS PERIFERICOS

A, Antecedentes geaerales

Los nesvios periéricos estdn contituidos por comjumos o haces de
WA0Nes MeIVIORs Que surgen de receptores seasoriales localizados ea o
mincilos, la piel, Las vitoenss o provienen de neronss motorss ea la médula
espina). Su funcidn principel s La de coaducir La informacie (codificads como
poteaciales de accidn) que s¢ geacra on Jos receplores: sensoriales hacia la
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médula espinal o bicn, transmilir ¢l comando molor generado en HEUTORAS
espinales hacia los musculos.

Las caracteristicas morfoldgicas y fisiokdgicas de os axones nerviosos
periféricos son muy variadas, por lo que se les ha clasificado de acuerdo a
diversos parimetros, tales como: la estructura perifénica que inervan, sus
cancteristicas histoldgicas y/o sus propiedades funcionales.

De acuerdo 2 la estructura periférica que inenvan los nervios
periféricos se han clasificado de la siguiente manera:

8) Nervies cutbnces o seaseriales, presentan axones o fibras aferentes que
surgen de recepiotes situados en la pici o en Las visoeras.

b) Nervies musculares o metores, cstin compuesios por axones aferentes
provesienies de recepiores seagoriales localizados en los muisculos, tales como
los hasos musculares y los drganos ieadinosos de Golgi, y por axoncs o fibas
clerenics que 8¢ OiGiAAN €8 las MOIONCUIoRas capinales.

Por 1a presescia o suseacia de vainas de micling a su alrededor, los
axones nerviosos cuthacos y/o motores, también han sido clasificados como
wicliaioss 0 amiclisloes. Ademds, los axones miclinicos y amiclinicos que
conforman 8 los mervios cutineos y motores presentan didmetros diferenies, lo
que también ha sido wtilizado como crilerio para su clasificacion (Vease la
Tabla 1y la figura SBab).

Erlanger y Gasser (14) propoaen una nomenclatura alfsbética para
denominar a los axoaes de nervios periférioos de origen culdneo o muscular.

En cambio, Lioyd y Chang (28) sugieren una nomenciatura numérica para
identificar solamenic a Las fibras nerviosas motoras (tabla I).

TABLA 1.- Clasificacida de los axones que componen bos nesvios periféricos.

CLASIFIC. | CLASIFIC. | DIAMETRO | VELOC.DE | ESTAUCT
ALFABETICA WA CONDUC. INERVADA
Ao | 13-20um | R-120m/s | misculos
Ap [ 6-12um W mis |piel,  viscens,
musculos
Ab m 1-Sum 6-3m/s | piel,
C \] <lym 05.5mis | piel, misculos
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envuelve a los axones nerviosos, entre Las que se cuentan el grosor de s vaina,
a distancia entre nodos de Ranvier y ¢! grado de compactacion de las vainas de
miclina. (42, 44). Dado que Las fibras de los grupos Aa, AP y AB presestan
vainas de miclin, su velocidad de conduccide e5 considersblementc mayor que
1a de las fibras amielinicas o de! grupo C (tabla I).

B. Caracteristicas de La respuests ebéctrics de los nervies periférices

Al estimular un nervio periférion con pulsos de comienie eléctrica de
inteasidad supraumbral, ¢s possble registrar en €] una respuesta cléctrica que s
denomina Petescial de Accide Compueste (PAC). Estc potcacial resulta de la
sum3 de los poteaciales de accide que se generan en cade wno de los axones del
nervio. Debido a La preseacia de fibras nerviosss con difereme umbral de
ativacida y com distinta velocidad de conduccida, ¢l registro del PAC de ua
2ervio periférico muscular pusde preseatar diversos componeaics: ¢ primero de
clks ¢ dc meacia de apuricida breve (Figua SA2) ¥ €8 producido por la
activacidn de Gbras miclinicas de bejo wmbnal (lipo Az). A medida que s¢
increments La imensided del estimmulo, s¢ preseats un scpuado componenie que
e producido por fibras mielinicas de mayor umbral (ipo AP y en alpumas
ocasiones hasta del tipo AZ). El tercer componeate (Figura SAb) es geacrado por
La excitacida de fibras del tipo C y sbio 8¢ registra cuando ¢l mervio s estimudado
con pulsos de cormiente de gran imtengidad (10 a 50 veces la requerida para
activar lag fibras del primer componeate).

C. Desarvolie ontoginice de los nervies periférices

Las neuronas s0n ctulas altamenie polarizades Walo estructural como
funcionalmentc. La polaridad de las ncuroazs s manifiesia por difereacias
estracturales eatre ¢l axda y las dendritas. Por eiemplo, cierios organelos
celulares como los ribosomas y los clementos de Golg, estin presemies en las
deadritas pero no e ks axones (23). El cilocsqueieso también presenta
polaridad en su organizaciin estructural ya que se ha cbeervado que ¢l extremo
grueso de los micronbulos se eacucatra onieatado hacia la regide de
crecimienio axonal, mieatras que ¢ exiremo mis angoso 5¢ ubica ea ¢l ceatro
del cuerpo celular. Otra mamifestacién de la polandad newromal es b
dintribucida de las expecializaciones pre- y post-sinigicas que determinga la
direocidn del trifico de impalsos nerviosos (12).

Dunate b dikerenciacidn y crecimiealo mewomal, L regidn
correspondienic al axdn sufre un incremento en su loagitud, prolongandose
deade ¢l soma bacia Las oéfulas blanco, en donde estableot contactos sindplicos
(24). El crecimiento de Jos axones hacia sus blancos se inicia por la tendencia
intrinseca de alargamiento del cono axbnico, la cual puede ser modulada por
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Desde ¢l punto de vista funcional, la presencia de vainas de miclina y ¢l grado
de compactacidn de las mismas, permite a los avoncs incrementar
notablemente la velocidad de conduccion del impulso nervioso (20)

Existen en la lileratura muy pocos repories expenmeniakes qu
describan las respuesizs elictricas de nervios peniféricos en desarrollo.
Fitzgerald (15) reportd que ¢l Potenciai de Accion Compuesio del nervio sural
(predominaniemente cutdneo) de ralas recién nacidas, prosenta dos mismos
componenics que se observan en nervios de animales adullos, pero poscen
mayor umbral de activacidn y menor velocidad de conduccion. Conforme fos
animales van creciendo, disminuye ¢l umbral de activacion y aumenta la
velocidad de conduccion del componente Af. En cambio, las caracteristicas
funcionales del componente C permancoen constanies. Estas observaciones
podrian explicarse si se considera que las fibras del (ipo A de los nervios de
Animaks recidn acidos, presentan un didmetro muy pequefo y mo poscen
mielina y que al paso del tiempo, éstas sumentan de grosos  sc les forma la
vaina de mielina a su alrededor. Fitzgerald (15) también abserva que entre los
dias 6 y 10 post-natales, [a forma del PAC del nervio cutimco sural se vuelve
®is compleia, ya que en ella es posible obeervar (res componesies que
presumiblemente resultan de La activacide de fibras gruesas AP, parcialmesic
wielinizadas; de fibras AB, también parcialmente miclinizadas y de fibras C,
%o miclinizadas, respectivamente. En experimentos realizados en muestro
laboratorio (39) hemos observado que el drea del componenie AP del PAC
tegistrado en ¢l nervio sural de ratas en desarollo se incremesta gradualmenie
€ funcide de La edad de los animales, o cual puede explicanse si s¢ considers
Que a medida que los axones en desartollo incrementan de didmetro, s reduce
& umbral de activacidn. Esto s, puesio que los axones merviceos es los
nimales recién nacidos son mwy finos, su umbral de activacion cs muy alto y
" 8o algunos de ellos pucden ser excitados, registrandose un PAC de pequela
mplited (Figura 6A). A medida que los animales crecen, el grosor de las

BeTViOsas ¢ increments lo que irac como consecuencia uaa reduccion en
& umbral de activacitn y es posible, por lo tanto excilar un mayor imero de
Qoras aferenies y registrar un PAC de mayor amplitud (Figura 6A y By,
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D. Formacida de la placa scuremesculer

Los axoncs elerentes de los nervios periféricos swsculares imeractusn
con las fibras musculares ea sitios discresos del sazcolems Usmados placas o
uniones newromusculares. La formacide de L plach ncuromeculyr o5 wa
proceso oalogénico muy compleio, que requicre G vas inteass relacidn
anatdenica y funcional entre lag lerminales nerviosas ¥ Las fibras muscalares e
desarrolio. En la rata, se ha reportado que La formacida de las waiones nervio-
madsculo g inicis ea etapas lemprangs de! desarrollo cabrionario. Pocas horas
despuds de que ks axones ea crecimiesto skcanzas ks primondios de fibras
musculares, durante ¢ periodo de fusida de log michlastos, se eatzblecen log
pritmeros contackos sisdgtions sobre los miotebos eciéa formados (10).

La primers condicide para que s¢ forme la place scuromescular es la
de que ¢l axba ierminal recomozca 8 L futura fidra Aecelar como wag oéiuls
blanco apropisda Se ha propucsto que en e poceso de recomocimiento
celular tieaca un papel preponderante, la liberncida ¢spostimes de soctikooling
de las termingles axcasles (46) y la preseacia de wemeroscs receplores o la
acetikolise (RACH) en toda La superficie de los smichbos (12). Sia embargo,
tambia ¢ ha propeesss la existencia de moidcalas proteinicas relscionades
con ¢l proceso de ideatificacin del clemento posteiedipticn, une de cllas ¢s la

* ghocoproteing lamads N-CAM (“acural cel) adhesien molacule™), localizads

tanto ¢n Lo membrang de los micblasics y de los eiobbos mciéa formados
como ca ¢ soma y ea las ierminales uxonsies de lag MOKATIONS (9) y Que,
como 8y sombee lo indica, facilita 1a widm eatre ¢ 0 de Crecimicnto de los
axoncs motores ¥ los miotubos (36). Tambiéa se he segerido I existencia de
otras moldculas que estarian involucradas e La idestificacidn de Las otlulas
blanco, licgandose incluso & propomer que alguass de cllas participan ea fa
inervacide expecifica de ciertos tipos de méaculos, per? hasta ¢l momenio no ¢
cucata con evideacia experimental que poye ! suposicide.

La formacie del primer contacto axomal cor ¢ miotubo provoca que
en éste, 3¢ facilite la formaciéa de otres uniones acwOmuecalars, de mancta
Que en dias posteriores s¢ preseaten placas sindpticas ¢ 10 1argo d¢ tods s fibea
muscular, legando s presentarse fo que oe denoming 20mo poli-inervacide. EI
grado de poli-inervacida y ¢l tiempo en que éota alcaed2 S Mibxila expresida
varia de ainculo a misculo; por cicmplo, se R reporsdo Que Is mdxima poli-
inervacibn de Jos miculos isieroostales ocure waw O dos diss previos ol
nacimmiento, cusndo cada fibra musculas s incrvada POr ua promedio de 3.5
axoncs molores (10), mientras que on las ratas eecién macides las fibras
musculares del soleo (extensor del tobillc) son inetvades por 6 axomes en
promedio (7) y las del extensor digitorum longus (ED}; extensor de los dedos)
por 3 serminales nerviosas (2).
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La poli-inervacin presente en los animales recién nacidos es
eliminada durante las primeras semanas de vida postratal, para dar paso al
patrdn de inervacidn tipico de los animakes adultos. Se ha reportado que en la
mayoria de los musculos estudiados, ¢l porcentaje de fibras poli-inervadas se
manticne constanic en Jos primeros dias de vida postnatal, disminuyendo
subitamente entre Jos 6 y 16 dias de edad, apioximadamente (2, 7, 16).

Los mecanismos involucrados en la eliminacion de las terminaciones
nesviosas redundanies ain no son bien conocidos, pero se han propuesto dos
hipitesis para explicas ia pérdida de la poli-inervacion: la primera supone una
retraccibn de las fibras nerviosas redundantes (27) y la segunda sugiere una
degeneracién sclectiva de las terminales redundanies (33). La hipbtesis de la
retraccién de las fibas nerviosas redundantes es apoyada por la presencia de
bulbos de retraccidn en neuronas en cultivo y en células obienidas de animales
en desarrollo (31), por lo cual esta hipdtesis es la mis aceptada en la
actualidad.

La retraccion de las términakes nerviosas durante la eliminacion de
sinapsis supernumerarias puede ser regulada por [a inleraccion de Jos axones
con las fibras musculares. Por ejemplo, s¢ ha sugerido que en las fibras
musculares s¢ presenian compuestos que incrementan la supervivencia de las
neuronss en cultivo (41), por lo que se ha propuesto que las fibras musculares
peoducen un factor de crecimiento (denominado “muscular nerve-growth
facwor”, MNGF) que permite la supervivencia del axén (25). Aunque también
s¢ ha sugerido que cuando una fibra muscular es estimulada sindplicamenie,
¢s1a produce enzimas proteoliticas que provocan la retraccion de los axones
nerviosos (31).

La inactividad muscular enlentece la climinacion de las sinapsis
supernumerarias, por 1o cual se supone que los factores de crecimienio de las
moloncuronas y las enzimas proteolilicas relacionadas con la eliminacion de
las sinapsis redundantes son sintetizadas en respuesta a la actividad muscular
5.

E. Comentario fing}

Para que s¢ lieve a cabo 12 manifestacion de una conducta molora ¢n
particular, es imprescindible que los circuitos neuronales, centrales v espinales,
asi como las esiructuras sensitivas y motoras penfénicas esién completamentc
desarrolladas en los animales y ademds, que enire ambos sistemas exisia una
notable relacion funcional. Un ejemplo de lo antenor es la manifestacion dc fa
conducta locomotora en la rata nconata, la cual se hace prescnte cn cdades
post-natales tempranas (enire la 221 3a scmanas post-niatales) (37, 43} a pesar
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RESUMEN
El presente proyecto tuvo como finalidad el determinar
las posibles alteraciones que genera una alimentacién
deficiente, .en cantidad y/o calidad, sobre la mec4nica
contractil de ' los musculos esqueléticos y sobre la
generacién y propagacién del potencial de accién
compuesto (PAC) de nervios periféricos durante el
desarrollo postnatal de la rata. Nuestros resultados
sugieren que la desnutricion y la malnutricién perinatal
enlentecen la transformacion de fibras musculares lentas
a rapidas durante el desarrollo postnatal de los musculos
rapidos, esto es, presentan caractisticas contractiles de
musculos lentos durante periodos de tiempo postnatales
prolongados. Por otra parte, la desnutricion y la
malnutricion alteran considerablemente las propiedades
de generaciéon ¥ conduccion del impulso nervioso en los
axones de nervios perifericos y que tal efecto podria
deberse a diversas razones, entre las que destaca la
inadecuada mielinizacién de los axones aferentes
durante el desarrollo postnatal temprano de las crias; lo
que probablemente generaria alteraciones drasticas y
permanentes en la conformacion de los nodos de
Ranvier o en la distribucién y/o incorporacién de
canales de sodio en la membrana axonal, que a su vez
conduciria a un bloqueo en ia propagacién del potencial
de accidén transmitido a través de los axones nerviosos
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periféricos. Cabe afadir que a partir de nuestras
observaciones es factible establecer que una reduccion
drastica en el contenido proteinico del alimento
proporcionado a las crias en desarrollo es la causa
principal de las alteraciones que se observan en la
mecanica contractil de los musculos esqueleticos y en la
generacion  y propagacion del PAC en nervios
periféricos.

INTRODUCCION

Para conservar la integridad anatomica v
funcional de los organismos es indispensable que éstos
reciban un aporte adecuado y suficiente de nutrientes.
En el caso de que un organismo reciba un aporte
inadecuado de alimentos, en cantidad y/o en calidad.
durante su desarrollo embrionario y/o de lactancia,
presentara importantes alteraciones anatomicas,
funcionales y conductuales durante toda su vida
(Waterlow y Stephen, 1969; Goldspink y Ward, 1979;
Howart, 1972; Lopes et al., 1982; Russell et al,
1984a,b; Morgane et al. 1978, 1993).

Se ha puesto mucho interés en el andlisis de las
posibles alteraciones que desencadena una ingesta de
alimento reducida en diversos tejidos y érganos de los
animales, en los que destacan el sistermna nervioso y el
sistema muscular. A pesar de que en la actualidad se
cuenta con un considerable camulo de evidencias. desde
los puntos de vista morfolégico, electrofisioldgico,
bioquimico y conductual, de los efectos que produce la
desnutricién en el Sistema Nervioso Central (ver
Morgane et al., 1978, 1993), poco se conoce de las
alteraciones que genera una deficiencia alimenticia, en
cantidad y/o calidad, sobre las caracteristicas
funcionales de musculos esqueléticos y de nervios
periféricos de animales en desarrollo.

OBJETIVOS

En este estudio se plantea la realizacion de dos
tipos de protécolos experimentales, los cuales por si
mismos conllevan objetivos generales distintos.
Objetivo A: Determinar los efectos que produce una
alimentacién perinatal inadecuada, en cantidad o
calidad. sobre las propiedades contriactiles de miusculos
esqueléticos de ratas en desarrollo.
Objetivo B: Caracterizar las alteraciones que produce
una alimentacion perinatal inadecuada, en cantidad v/o
calidad. sobre la generacion y conduccién del impulso
nervioso en nervios periféricos de ratas en desarrollo.

MATERIAL Y METODOS:
Métodos de desnutricion y malnutricion: Se utilizaron
crias de ratas de la variedad Wistar, sometidas a
deficiencias alimentarias durante el periodo perinatal.
Para ello un lote de ratas hembras en edad reproductiva




fue dividido al azar en tres grupos: a) Grupo de
animales control. Este grupo de ratas hembras gestantes
tuvo libre acceso al agua y al alimento (Formulab 5008,
LabDiet) durante toda la fase experimental; b) Grupo de
animales desnutridos. Este pgrupo de ratas fue
alimentado con el 50% de la cantidad de alimento que,
en promedio, ingerian las ratas control, desde dos
semanas antes del apareamiento con el macho y durante
los periodos de gestacién y lactancia (Chow y Lee,
1964; Bedi, 1994); las crias a su vez fueron alimentadas
con el mismo regimen alimenticio después del destete
(dia 21 post-natal); y ¢) Grupo de animales malnutridos.
Este grupo de animales fue sometido antes del
apareamiento y durante la gestacién y la lactancia a una
dieta baja en proteinas (pellets de comida con bajo
contenido de caseina, 6%; Morgane et al.,, 1978) asi
como a sus crias, después del destete. A todos los
animales se les proporcioné agua ad libitum. En el dia
del parto (dia cero post-natal), se ajustdo a ocho el
numero de crias por camada y desde ese entonces, todos
los dias se determiné el peso corporal de cada una de las
crias hasta el dia en que se realizé el experimento agudo
(registro de la actividad contractil del musculo
esquelético o del potencial de accién compuesto en el
nervio sural: vease mas adelante).

Protocolo experimental 1: Mécanica contric

El registro de la actividad contrac de los
musculos tibial (rapido) y gastrocnemio (mixto) de ratas
control, desnutridas y malnutridas, se efectio in vivo los
dias 15, 25 y 35 post-natales, los cuales comprenden el
periodo de tiempo en el que se completa el proceso de

diferenciacion de las fibras musculares
(lentas>rapidas>lentas Y lentas>rapidas no
fatigables>rapidas fatigables; Close, 1964). Los

animales fueron anestesiados mediante la aplicacién
intraperitoneal de uretano (1.6 g/kg de peso:
Komisaruk, Adler y Hutchinson, 1972). La exposicion
de los musculos tibial y gastrocnemio se realizé
mediante incisiones longitudinales en la piel de las
extremidades posteriores y los musculos fueron
identificados y disecados siguiendo las indicaciones
anatomicas de Popesko, et al. (1992), teniendo especial
cuidado en mantener intacta la circulacién sanguinea de
la extremidad durante todo el experimento. Para evitar
en lo posible, la generacion de artefactos de indole
mecanica durante el registro, tanto la pelvis como la
parte distal de la tibia de las extremidades posteriores
fueron fijadas firmemente con alfileres de acero
inoxidable a la tabla de diseccion. Asimismo, los
musculos se mantuvieron en un ambiente huimedo
mediante la aplicacion continia de solucion salina
(cloruro de sodio 0.9%) a una temperatura de 37=1°C,
durante la diseccién y el experimento. Debido a la
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disposicion anatémica de los musculos, en primer lugar
se registréd la actividad contractil del musculo tibial y
posteriormente la del misculo gastrocnemio. En su
oportunidad, el tendén localizado en la parte distal de
cada uno de los musculos fue atado con un hilo
resistente e indeformable a un miografo isométrico
(Grass, FT 03B).

Para provocar la sacudida simple y la respuesta
tetanica de los musculos tibial y gastrocnemio de las
ratas control, desnutridas y malnutridas, se utilizé un
par de electrodos de estimulacién colocados sobre la
superficie de los musculos, con los cuales se aplicaron
pulsos eléctricos (de intensidad supramaxima y 0.2 ms
de duracién) o trenes de pulsos (de similar intensidad y
duracién pero con las siguientes frecuencias 5, 10, 20,
30,40, 50 y 100 Hz; durante tres segundos).

La actividad contractil de los musculos tibial y
gastrocnemio fue registrada en papel mediante un
poligrafo Grass, modelo 79 D y se midié la tension
maxima desarrollada por ambos musculos al ser
estimulados con pulsos unicos o con cada una de las
frecuencias de estimulacién seilaladas. En adicion, se
midié el tiempo al pico y el tiempo de relajacién de la
sacudida simple, asi como la frecuencia de estimulacidon
en la que se fusionaba la respuesta mecanica
("frecuencia de fusion™).

Es bien conocido Que para lograr que las
sarcomeras de las fibras musculares puedan desarrollar
tension es necesario que los elementos elasticos en
paralelo que las rodean (tejido conectivo) y los
elementos elasticos en serie que las unen al hueso
(tendones), estén parcial o totalmente estirados (Hill.
1938, Huxley y Niedergerke, 1954). Por ello, en el
presente estudio se determiné la longitud 6ptima en la
que los musculos desarrollan su maxima tension durante
una sacudida simple antes de efectuar el registro de la
actividad contractil.

Con la finalidad de establecer la relacion
tension-longitud para los miusculos tibial ¥
gastrocnemio de ratas normales, desnutridas ¥
malnutridas, éstos fueron estirados a diferentes
{ongitudes iniciales (80, 90, 100, 110, 120 y 130%). con
respecto a la longitud fisiolégica de reposo y fueron
estimulados con pulsos unicos de intensidad
supramaxima y 0.2 ms de duraciéon. Se cuantificéd la
tension de reposo o tension pasiva v la tension activa.
producidas por cada uno de los musculos (n=10) en las
longitudes iniciales antes sefiatadas.

Los datos obtenidos fueron sometidos a la
prueba estadistica de analisis de varianza (ANOVA)
para determinar las posibles diferencias entre grupos y
tratamientos (Zar, 1974).




Protocolo _experimental 2: Potencial de Accién
Compuesto (PAC).

En esta serie de experimentos se utilizé el
nervio sural debido a que este nervio esta conformado
predominantemente por fibras aferentes de origen
cutaneo (provenientes de mecano-receptores localizados
en la piel de la parte anterior de la pata del animal), es
de ficil acceso por diseccién y es relativamente largo,
aun en animales muy jévenes. Los registros se
efectuaron en nervios (n=8-10) de animales de 8, 12,
16, 25, 30, 60 y 90 dias de edad post-natal, de los lotes
control o experimentales. Los animales fueron
anestesiados con hidrato de cloral (400 mg/Kg de peso)
y se disecaron los nervios sural de ambas extremidades.
Cada nervio fue colocado en una camara de registro con
solucion Krebs (NaCl: 128, KCIl: 3, NaH2 PO4: 0.5,
CacCl2: 1.5, MgSO: 4 1, NaHCOZ3: 21, Glucosa: 30 mM)
a temperatura ambiente (18-22°C). Uno de los extremos
del nervio fue introducido en una micropipeta de
succion para estimulacién, la cual estuvo conectada a un
generador Digitimer modelo 3290, con el que se
aplicaron pulsos de corriente de amplitud y duraciéon
controlados. La magnitud de la corriente eléctrica
aplicada fue determinada a partir de la caida de voltaje
registrada a traves de una resistencia eléctrica (1000 Q)
colocada en la via de regreso a tierra del estimulo. La
respuesta del nervio estimuiado. el Potencial de Acciéon
Compuesto (PAC), se registr6 mediante otra
micropipeta de succion (Stys, 1992), conectada a un
amplificador de alta ganancia Grass modelo P711 y este
a su vez a un osciloscopio Textronix, modelo DI13 y a
un sistema de videograbacién Sony. Los registros
obtenidos se almacenaron en cintas de video. para su
posterior andlisis (promediacién y calculo del area)
mediante un programa de computadora, elaborado ex-
profeso para ello en el laboratorio.

Las fibras aferentes mielinicas del grupo A de
los nervios sural de los animales control, desnutridos y
malnutridos, fueron estimuladas con pulsos unicos de
0.05' ms de duracién y de intensidad suficiente para
provocar el PAC de maxima amplitud (2-3xU). Puesto
que se considera al area del potencial de accién
compuesto como un indice del numero de axones
activados por el estimulo (Patton, 1965), se determiné la
amplitud y el area del PAC registradoasi como el

posibles diferencias entre grupos experimentales y
tratamientos (Zar, 1974).

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto de la desnutricién o 1a malnutricién sobre la
mecinica contrictil de mu los esqueléti 4
En esta parte del estudio, observamos que el
peso corporal y el peso hamedo de los miisculos tibial y
gastrocnemio de las ratas desnutridas y malnutridas, es
considerablemente menor que el peso de las ratas v los
mauasculos del grupo control. Estos resultados
concuerdan con estudios previos en donde se emplean
otros procedimientos de desnutricion y/o malnutricion
(Segura, 1993 vease: Morgane, et al. 1978).

1. Fuerza desarrollada durante una contraccién
simple.

Tanto el musculo gastrocnemio (mixto) como
el musculo tibial (predominantemente rapido) de
animales desnutridos y malnutridos desarrollan menor
tension por gramo de tejido humedo, durante una
sacudida simple. que los musculos de animales control
(Fig. 1A y B).
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Fig. 1. Sacudida simple de los musculos tibial (A) »
gastrocnemio (B). Se incluyen las graficas de la fuerza
desarrollada por gramo de tejido en relacién a la edad
P< 1 de 1a cria.

umbral cléctrico de activacion y la relacion i idad-
duracion del estimulo umbral. Asimismo. se cuantificé
la velocidad de conduccidn del componente A del PAC
al dividir la longitud del nervio. entre los electrodos de
registro y de estimulacidn. con la latencia de aparicion
del potencial.

Los datos obtenidos en esta serie de
observaciones fueron sometidos a la prueba estadistica
de andlisis de varianza (ANOVA) para determinar las

Tal reduccién de la fuerza contractil de los
musculos de animales desnutridos y malnutridos es
compatible con la proposicion de que las deficiencias
alimenticias afectan tanto a los elementos contrictiles
de las fibras musculares como al metabolismo de las
mismas (Segura, 1993).




2. Duracién de la contracciéon simple.

Por otra parte, la sacudida simple de los
musculos tibial y gastrocnemio (Fig. 1A) de animales
desnutridos y malnutridos (de 25 y 35 dias de edad
postnatal) presentan una latencia al pico y un tiempo de
relajacion mayores que las de los animales controi (Fig.
2 AyB).
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Fig. 2. Graficas de la latencia al pico y del tiempo de
relajacion de la sacudida simple de los musculos tibial
(A) y gastrocnemio (B), en relacién con la edad
postnatal de los animales control, desnutridos y
. malnutridos.

Nuestros resultados permiten sugerir que los
musculos de animales desnutridos o malnutridos en
desarrollo presentan caracteristicas contractiles
semejantes a las de los musculos de sacudida lenta o
rapidos, resistentes a la fatiga. Esto a su vez permite
proponer que ¢l desarrollo postnatal de las fibras
musculares de contraccion rapida se ve enlentecido por
la deficiencia alimenticia impuesta durante la gestacion
y la lactancia de las crias de los animales.

3.- Frecuencia de estimulacién.

La aplicacion de trenes de estimulos a
frecuencias de 5 y 10 Hz. a los musculos tibial y
gastrocnemio de animales desnutridos y malnutridos
provocan una respuesta contractil de menor o igual
magnitud por gramo de tejido humedo, que la generada
en los musculos de ratas control (Fig. 3). Sin embargo,
cuando se aplican trenes de estimulos s frecuencias de
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20 Hz o mayores, los misculos de los animales
desnutridos y malnutridos generan mayor tension por
gramo de tejido humedo que los musculos de ratas
control (Fig. 3). Asimismo, las respuestas contractiles
de los musculos de animales desnutridos y malnutridos
se fusionan a una frecuencia de estimulacién mayor que
la de los animales control (Fig. 3).
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Fig. 3. Registros de la respuesta contractil provocada
por la estimulacion repetida a frecuencias crecientes de
los musculos tibial (A) ¥ gastrocnemio (B). Note las
diferentes escalas de tensiéon para cada uno de los
registros.

Debido a que las fibras musculares de
contraccidn rapida, pero resistentes a la fatiga, generan
mayor tensién durante la estimulacién tetanica que las
fibras lentas o rapidas fatigables (Burke y cols, 1974),
nuestras observaciones permiten sugerir que los
musculos tibial y gastrocnemio de ratas con deficiencias
alimenticias presentan una mayor proporcién de fibras
radpidas, resistentes a la fatiga que los musculos de
animales control, de las tres edades registradas. Lo
anterior podria evidenciar que la desnutricion o la
malnutricién, provocadas durante la gestacion ¥y la
lactancia de los animales, induce un retraso en el
proceso de diferenciacion de las fibras musculares de
lentas a rapidas fatigables.

4. Relacion tension longitud del musculo.

El andlisis de las curvas de tensién-longitud de
los masculos en reposo (curvas de tension pasiva)
muestran que los musculos tibial y gastrocnemio de los
animales desnutridos y malnutridos, de todas las edades




estudiadas, desarrollan mayor tensién por gramo de
tejido humedo que los musculos de las ratas control. Sin
embargo, la tensién activa que son capaces de
desarrollar los musculos tibial y gastrocnemio de
animales desnutridos y malnutridos de todas las edades,
es menor que la generada por los musculos de ratas
control. Puesto que las curvas de tensién pasiva
permiten establecer el grado de participacién de los
elementos eldsticos (tejido conectivo, tendones, etc.),
presentes en los musculos durante la contraccion,
mientras que las curvas de tension activa reflejan la
participacién de los elementos contrictiles (Hill, 1938),
nuestros resultados podrian sugerir que los musculos
tibial y gastrocnemio de las ratas sometidas a
desnutricién y malnutricion durante la gestacién y la
lactancia, presentan un incremento en la cantidad de
elementos elasticos en serie y una reducciéon de los
elementos contractiles. Esta suposicion es apoyada por
la observacion realizada en un estudio previo (Segura,
1993) de que la desnutricion neonatal reduce
drasticamente la concentracion de proteinas totales del
musculo gastrocnemio-soleo.

Efecto de la desnutricién o la malnutricién sobre la
generacion y propagaciéon del PAC.

1. Area del componente A del PAC.

La estimulacion del nervio sural de los
animales control, desnutridos y mainutridos, con pulsos
de corriente eléctrica, de intensidad 2-3xU, genera un
potencial eléctrico de latencia breve, denominado
componente A del PAC. Entre los 8 y 18 dias de edad
postnatal, la amplitud ni en el arca del PAC de los
nervios experimentales no presenta  diferencias
significativas con el de los nervios control (Fig. 4). Sin
embargo, a partir de los 25 hasta los 90 dias de edad, el
PAC de los nervios de animales desnutridos y
malnutridos es de considerable menor amplitud y area
que el generado en los nervios de animales control, de
las mismas edades (Anova p<0.00S5).

Nuestras observaciones permiten sefialar que
de los 25 hasta los 90 dias de edad post-natal, el namero
de axones activados en el nervio sural de animales
desnutridos y malnutridos, por un estimulo de
intensidad supramaxima (2-3xUJ) es considerablemente
menor que ¢l nimero de axones activados por el mismo
tipo de estimulo pero aplicado a nervios control. Estas
observaciones podrian explicarse si se plantea que la
alimentacién deficiente en calidad y/o calidad es capaz
de producir, ya sea: a) una reduccién en ¢! numero de
fibras en el nervio sural debida a muerte axonal, o b)
una inadecuada mielinizacién de los axones aferentes
durante el desarrollo postnatal de las crias, lo que a su
vez provocaria una malformacion de los nodos de
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Ranvier y a un bloqueo de la conduccion del impulso
nervioso; c) alteraciones en las propiedades eléctricas de
los axones que podrian estar asociadas a cambios en la
morfologia (reduccién del didmetro de los axones) o
bien, iv) una red i6n en la ¢sis y/o incorporacién
de canales de sodio en la membrana axonal.
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Fig. 4. A. Registtos promedio (n=16 muestras) del
componente A del PAC registrado en nervios de
animales control y desnutridos o mainutridos. B.
Grifica de la arca del componente A del PAC con
respecto de la edad postnatal de los animales control y
experimentales.

Recientemente y en colaboracién con el Dr.
Horacio Merchant del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de !la UNAM, hemos analizado algunas de
las posibilidades anteriores mediante un estudio
histolégico de los nervios sural de ratas control y




experimentales de 30 dias de edad. En ese estudio,
determinamos que no existen diferencias significativas
en el numero de axones ni en el didmetro de los mismos
entre los tres grupos de animales estudiados, pero si se
observan diferencias significativas en el grosor de la
vaina de mielina de los axones de los nervios
desnurridos y malnutridos con respecto a los nervios
control (Fig. 5).
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Fig. 5. Parte superior: Secciones transversales de
nervios control, desnutridos y malnutridos,

respectivamente. Parte inferior: Histogramas del
numero, diametro y grosor de la vaina de mielina de
axones, que muestran que los nervios de animales
desnutridos y malnutridos no presentan diferencias
significaticas en el niumero (A) ni en el diametro de los
axones (B). pero tuvieron una reduccién significativa en
el grosor de la vaina de mielina (C).

En base a esta evidencia, resulta factible
proponer que una de las probables causas de la aparente
inexcitabilidad de las fibras aferentes del nervio sural
esta asociada a una inadecuada mielinizacion de los
axones, 10 que a su vez probablemente afectaria la
formacioén de los nodos de Ranvier y la distribucién de
los canales de Na++ en el espacio internodal (Bowe y
cols.,1994), provocando un bloqueo en la conduccién
del potencial de accion.

2. Velocidad de conduccién.

Considerando la latencia de aparicion del
componente A y la longitud de los nervios, se calculé la
velocidad maxima de conduccion de los
axones activados por el estimulo de los nervios control,
desnutridos y malnutridos. Entre los 8 y los 12 dias de
edad, la velocidad maxima de conduccién del PAC de
nervios desnutridos y malnutridos (Fig. 6) no presenta
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diferencias significativas con los grupos control, pero a
partir de los 18 hasta los 90 dias los axones del nervio
sural de las ratas control conducen el impulso nervioso
a una velocidad ligeramente mayor que la de los nervios
experimentales (ANOVA p<0.005).

Nuestros resultados podrian indicar que en
edades post-natales relativamente tempranas (8-16
dias), aun no se ha completado ia mielinizacion de los
axones de! nervio sural en los animales control ¥
experimentales, lo que concuerda con observaciones
previas que sugieren que la mielinizaciéon ocurre
durante las primeras tres semanas de vida post-natal
(Morgane, 1978).

Puesto que la velocidad de conduccién del
PAC depende en gran medida de la presencia y de las
caracteristicas de la vaina de mielina que rodea a ios
axones nerviosos, podria suponerse que el decremento
promedio en la velocidad de conduccién del PAC en el
nervio sural de animales desnutridos desde los 18 hasta
tos 90 dias de edad (Fig. 6) resulta de un
enlentecimiento del desarrollo postnatal de los procesos
de deposito y compactacion de la mielina en los axones.

VELOCIDAD DE CONDUCCION {m/s)
8

L

EDAD (dias)
Fig. 6. Velocidad de conduccién del PAC registrado en
el nervio sural de animales contro! ¥ con deficiencias
alimenticias con respecto a la edad postnatal.

Esta hipétesis es apoyada por investigaciones
previas en las que se ha observado que los axones que
constituyen el nervio cidtico de ratas sometidas a
desnutricion neonatal, presentan una reduccion
importante en el grosor de la vaina de mielina (Clos ¥
Legrand, 1970; Hedley-White y Mecuser, 1971) y en el
nimero de lamelas que rodean a las fibras nerviosas
(Sima, 1974 B), asi como la realizada recientemente por
nuestro grupo de trabajo (vease parrafo anterior).




3. Umbral.

Entre los 8 y 16 dias de edad, la intensidad
minima de corriente electrica necesaria para activar las
fibras nerviosas mas excitables de los nervios sural de
animales desnutridos o malnutridos es considerable-
mente mayor (ANOVA p<0.005) que la necesaria para
excitar el mismo tipo de fibras pero de nervios de ratas
control. En cambio, de los !8 a los 90 dias de edad
posmatal se presenta un ligero incremento (aunque no
significativo) en el umbral de activacién de las fibras
mas excitables en los nervios desnutridos y malnutridos
con respecto a los nervios control (Fig. 7).

200

UNBRAL (iA)

100

30 ) .0

EDAD (dims)

Fig. 7. Umbral de activacién de los axones mas
excitables de los nervios de animales control y
experimentales en distintas edades postnatales.

Nuestros resultados podrian explicarse si se
considera que en edades post-natales tempranas, las
fibras aferentes que constituyen el nervio sural de las
ratas sometidas a desnutricién o malnutricién perinatal y
que si pudieron ser activadas por el estimulo aplicado,
poseen un diametro inferior at de los axones de los
animales control o bien, que la cantidad de canales de
sodio en !la membrana de las fibras nerviosas fuese
insuficiente para generar potenciales de accion (Aidley,
1989).

La observacién de que en cdades tempranas
(entre 8 y 16 dias post-natales). la intensidad de
corriente eléctrica necesaria para activar los axones del
nervio sural de las ratas desnutridas y malnutridas es
mayor que la necesaria para excitar los axones de los
animales control (Fig. 7), podria explicarse si se
considera que en esas edades. los axones desnutridos
presentan una disminucién en su diametro. Esta

posibilidad concuerda con observaciones realizadas por
Sima (1974A), quién reporté una reduccion importante
en el diametro de los axones que conforman el nervio
ciatico de ratas desnutridas de 90 dias de edad. Sin
embargo ello no concuerda con el estudio histologico
realizado recientemente por nosotros en el nervio sural
de animales desnutridos y mainutridos de 30 dias de
edad (veanse parrafos previos). En forma alternativa v
debido a que la excitabilidad de las fibras nerviosas no
solo depende del diametro, sino también del numero de
canales idénicos presentes en la membrana (Rogart v
Ritchie, 1977), podria proponerse que en los animales
desnutridos o malnutridos, el numero de canales de
sodio por unidad de drea de membrana axonal es menor
que en la membrana de los axones de nervios control.
Como conclusion, a partir de los resultados
obtenidos en este estudio podemos establecer que una
alimentacién deficiente en cantidad y/o calidad altera
significativamente las propiedades funcionales de los
mausculos y nervios perifericos en la rata en desarrolio.
Es importante sefialar la conveniencia de estudiar con
mayor profundidad aquellos procesos fisioldgicos
particulares que sean mayormente afectados por la
desnutricién o la mainutricion, por ejemplo, analizar las

‘posibles alteraciones que produzca una alimentacidn

deficiente sobre los campos sensoriales peifericos (en la
piel) y centrales (médula espinal), asi como establecer
los posibles paradigmas a seguir para la restauracidon
parcial o total de las funciones musculares y nerviosas
afectadas por la desnutricion o malnutricién perinatal
durante el desarrollo postnatal de los animales.
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