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PREFACIO

Las alteraciones nutricionales son un problema relevante del area de la salud. Actualmente, estas
alteraciones oscilan entre la sub ingesta, la ingesta no balanceada y la sobre ingesta de nutrientes.
Es un problema que afecta a todos los grupos etarios. Sin embargo, su presencia durante el periodo

gestacional condiciona graves alteraciones en las etapas posteriores de la vida.

En el caso de la desnutricion gestacional, las consecuencias implican incrementos en la
predisposicion para presentar alteraciones del desarrollo neurologico y somatométrico, en la
respuesta inmune, en la funcion respiratoria y hasta en la funcion cardiaca en el caso del infante.
Sin embargo, estas alteraciones tienen alcances en etapas mas avanzadas de la vida, aumentando el
factor de riesgo de padecer enfermedades metabolicas (Obesidad, Diabetes, Dislipidemias),
cardiovasculares (Hipertension, Accidentes cardiovasculares y cerebrovasculares), infecciosas,
oncoldgicas y psiquiatricas.

Desde finales de los afios 70s, multiples grupos han reportado la relacion existente entre las
alteraciones nutricionales en la gestacion, e incluso antes de ésta, con la presentacion de otras

patologias en etapas maduras en organismos murinos, caprinos, vacunos y en los seres humanos.

Mucho se ha adelantado gracias a los avances en la ciencia y la tecnologia en cuanto a la
comprension de la fisiopatologia de los padecimientos antes sefialados. Sin embargo, es necesario
esclarecer los mecanismos que generan la predisposicion o el aumento del factor de riesgo para
presentar dichas entidades, relacion ampliamente descrita en la literatura actual y desde hace 3
décadas. El entendimiento de los origenes gestacionales de las enfermedades de la vida
extrauterina mejorara nuestra aproximacion a las mismas, favoreciendo conductas mas efectivas en

su tratamiento e incluso en su prevencion.
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RESUMEN

El musculo esquelético (ME) constituye mas del 40% del peso corporal en la edad adulta.
Transporta la glucosa de la dieta, principalmente a través del transportador de glucosa dependiente
de insulina (GLUT-4) situado en el sistema de membranal de los tubulos transversos (TT). TT es
una red intrincada de membranas de superficie que se propaga a través del area de la fibra
muscular durante la diferenciacion y el desarrollo que termina poco después del nacimiento. La
membrana TT aloja las proteinas implicadas en el acoplamiento excitacion-contraccion y en la
captacion de glucosa. La regulacion de la glucemia a través del movimiento es una funcion clave
de los musculos esqueléticos completamente desarrollados. En este estudio, se caracteriza el
efecto de la desnutricion gestacional (DG) en ratas sobre la expresion del GLUT-4 y en el
contenido y relacion proteina/lipido en las membranas de los TT. También se examino el efecto de
la DG sobre las propiedades mecénicas del extensor largo de los dedos (EDL) en musculos
aislados como una indicacion de la condicion metabolica del ME en el nacimiento. Se demostro
que la DG en el recién nacido, disminuye ademas del peso corporal, la masa del ME y la
formacion de las membranas TT, en donde las proteinas expresadas estan en una conformacion
que les confiere mayor estabilidad térmica. La expresion membranal del GLUT-4 en los TT en la
DG fue dos veces mayor que en la de los controles. Los musculos EDL aislados de animales con
DG fueron 20% mas fuertes y mas resistente a la fatiga con respecto a los controles. Estos
resultados proporcionan la primera evidencia de los cambios adaptativos del ME en los recién
nacidos expuestos a la severa restriccion alimentaria de la madre durante la gestacion. Los efectos
de la DG sobre en el musculo al nacimiento son el primer paso para la disfunciéon metabodlica del
ME, lo que contribuye inevitablemente a la fisiopatologia de las enfermedades metabolicas en la

edad adulta.



ABSTRACT

Skeletal muscle (SM) constitutes more than 40% of the body weight in adulthood. Transports
dietary glucose mainly through the insulin-dependent glucose transporter (Glut-4) located in the
Transverse tubule membrane system (TT). TT is a convoluted net of surface membranes that
spread across the area of the muscle fibre during differentiation and development, which ends
shortly after birth. The TT membrane hosts the proteins involved in excitation-contraction
coupling and glucose uptake. Glycaemic regulation through movement is a key function of fully
developed skeletal muscle. In this study, we aimed to characterize the effect of gestational
undernourishment (GUN) in rats GLUT-4 expression and on the protein/lipid content of the TT
membranes. We also examined the effect of GUN on the mechanical properties of isolated
Extensor Digitorum Longus (EDL) muscles as an indication of the metabolic condition of the SM
at birth. We demonstrate that GUN in the new-born, decreases body weight, SM mass and
formation of TT membranes, where proteins expressed in a conformation with higher thermal
stability. The TT membrane expression of GLUT-4 in GUN offspring was twice that of controls.
The isolated EDL of GUN offspring was 20% stronger as measured by contractile force and more
resistant to fatigue relative to controls. These results provide the first evidence of adaptive changes
of the SM in new-borns exposed to severe gestational food restriction. The effects of GUN on
muscle at birth are the first step toward detrimental SM metabolic function, contributing to the

physiopathology of metabolic diseases in adulthood.
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1. INTRODUCCION

. .. . 1
El musculo esquelético (ME) es el tejido mas abundante en los organismos vertebrados y
representa entre el 35 y el 45 % del peso corporal total en los mamiferos en edad adulta, y entre el
22 al 25 % en individuos recién nacidos (RN) . En humanos, la diferenciacion celular hacia la

formacion del tejido muscular inicia pocas semanas después del momento de la fecundacion y

concepcion y este proceso de diferenciacion celular continfla pocas semanas después del

nacimiento3 (Figura 1).

Diferenciacion de la célula
muscular.

Miogénesis. Proceso altamente especializado.

Mioblasto Miotubo Fibra Muscular
H | | | / | ' '
i 1 1 1 7/ ' ' :
04 2 12 30 4/0
0 8 16
Semanas/dias

Figura 1. Proceso de diferenciacion de la fibra muscular desde el mioblasto primario hasta la fibra

muscular adulta.
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El ME se divide desde el punto de vista mecanico en dos tipos principales; musculo lento y
rapido, que se originan de diferentes poblaciones de células mesenquimales en el embrion

temprano, las cuales aparecen completamente diferenciadas entre los dias 30 para el musculo lento
y 90 para el musculo rapido en humanos, después del nacimiento . Sin embargo, el ME fetal y del
recién nacido estd compuesto principalmente de fibras musculares intermedias y lentas, con un

metabolismo predominantemente oxidativo y gran resistencia a la fatiga muscular (Figura 2).

— Type I fibre
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Figura 2. Seguimiento de los cambios de tipos de fibras de ME de ratas albinas desde los 6 dias de vida

hasta los 140 dz'as5.

La compleja estructura del ME como un reservorio proteico, con la funcion principal de
convertir la energia quimica en energia mecanica y controlado centralmente por el sistema

nervioso, hacen del ME un gran sistema mecanico-metabdlico tnico en los mamiferos en
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condiciones nutrimentales 6ptimas. Esta caracterizado por una rapida acumulacion de proteinas, lo
. . , . . 6,7 . .,
cual es posible gracias a una alta tasa de sintesis proteica ~ . A medida que avanza la maduracion
hacia la fibra muscular plenamente desarrollada, la tasa de sintesis y acumulacion de proteinas
. 8 . .
decaen de manera conjunta o en paralelo . El ME requiere de glucosa como su principal fuente

quimica de energia para desempeiar sus funciones mecanicas (contraccion-relajacion). El
metabolismo de la glucosa es también la principal fuente de energia usada para la sintesis del

proteoma muscular, el cual contiene las proteinas mas grandes conocidas que estan codificadas en
9 . . . . .
el genoma humano . Experimentos con bajas concentraciones de glucosa en el medio de cultivo de

lineas celulares en mioblastos de raton (células C2C12) han demostrado que se inhibe la fusion de

mioblastos, un proceso crucial en la formaciéon de los miotubos que culmina con la incompleta

. .. 1 .
diferenciacion de las fibras musculares 0 (Figura 3).

A C2C12 cells
25 mM SmM

B

28 5
MHC | ==
caveolin-3| g e

tubulin E

Figura 3. 4) Formacion de miotubos en altas concentraciones de glucosa (25mM) y falta de fusion de

mioblastos en concentraciones bajas de glucosa (SmM) en el medio de cultivo. B) Inmunoblot de tres
proteinas marcadores de fusion mioblastica Cadena Pesada de la Miosina (MHC), Caveolina-3 y Tubulina,

que se encuentran disminuidos en células C2CI12 cuando son cultivadas a bajas concentraciones de

1
Glucosa 0
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La expresion de las diferentes isoformas de transportadores de glucosa (GLUTSs) varian en
el ME y depende de los mecanismos de diferenciacion muscular. El GLUT-1, una isoforma de
transportador no dependiente de la accion de la insulina (In), es expresado principalmente por el
mioblasto en etapas tempranas de la miogénesis y estd presente solo en la sarcolema del ME
adulto, lo que sugiere que los receptores de insulina presentes en la sarcolema no estdn

relacionados con la captura de glucosa sino mas bien estdn relacionados con el proceso de la

B

.o, 1 13 . ., (- . . .
miogénesis 7. Durante la diferenciacion, la membrana plasmatica del miotubo se invagina

dando lugar a la formacion de caveolas que por confluencia de varias de ellas formaran una red

transversal al eje longitudinal de la fibra, de membranas celulares externas que se proyectan de una

forma muy intrincada al interior del miotubo y finalmente de la fibra. Esta red de membranas se

. , 1415 . . . .
conoce como sistema de tubulos transversos (TT) (Figura 4), que se extiende al interior de la

fibra muscular en crecimiento para incrementar el area de superficie en contacto con el ambiente

extracelular.
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Figura 4. Desarrollo de los Tubulos transversos a partir de la invaginacion de la Sarcolema. De a a d,

. ., . . , S e 15
representan varios grados de fusion de membranas internas con la invaginacion inicial de la Sarcolema

Dos eventos estan vinculado con el desarrollo de los TTs: la transmision del potencial de

accion para iniciar el acople excitacion-contraccion y la redistribucion de los GLUTs
. . . . 17 ., , .
dependientes de insulina en la superficie de los TTs . La expresion de proteinas cruciales como el

receptor de dihidropiridina (DHPR), un canal de calcio dependiente de Voltajelg, y del

transportador de glucosa tipo 4 (GLUT-4), una isoforma de GLUT dependiente de Insulina que se
expresa en el ME y en el tejido adiposo, hacen de estas proteinas marcadores especificos de los
TTs en el ME adulto. E1 GLUT-4 es el principal mecanismo del ME para la captura de glucosa en
respuesta a la estimulacion por Insulina y por estimulaciéon mecanica en la vida posnatal. Se ha
demostrado que estos transportadores son 3 veces mas abundantes en los TTs que en la sarcolema

en el ME adulto. En contraste, los receptores de Insulina estan distribuidos en iguales proporciones
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entre las membranas del sarcolema y las de los TTs19 (Figura 5).

Insulin Exercise
o= = Glucose SR . x
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s 5D = - 0E — Contraction
- -Y et """-’ P T‘ - -~
Y E 5 - T | % MAPK/INK/p38
b 4 =X - ‘L \ 2
GLUT4 Vesicles \ Chronic adaptatione?

aLers () GLun
PGLurs © Rabe
¢ Gluccse W Insulin T-tubule

Sarcoplasmic reticulum

Figura 5. Esquema de la traslocacion del GLUT4 en membrana plasmatica y tubulos transversos de

, fye , . .. . .20
células musculares esqueléticas en respuesta a estimulos de ejercicio y de insulina

El desarrollo de la miofibra en modelos murinos comienza el dia 14 de la gestacion, y el

desarrollo de las membranas de los TTs se ha demostrado que inicia el dia 15, terminando poco

) , .. 21 .. ., , .

tiempo después del nacimiento . Aunque la distribucion de los TTs estd casi completa poco
. .. , 22

después del nacimiento, la red completa de los TTs no estd enteramente conectada . En el ME

. 23
adulto, el area de superficie calculada para los TTs es 7 veces mayor que el area de la sarcolema
(Figura 6). Ademas, la formacion de los TTs es dependiente de la expresion de la proteina

. . . 24 25 . .
Caveolina de tipo 3 (Cav3), isoforma especifica del ME ', . La deficiencia o ausencia de Cav3 en

lineas C2C12 genera la falta de formacion de membranas de TTs y por consiguiente, alteraciones

en el desarrollo de la fibra muscular26
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Figura 6. Representacion de la proporcion de membranas de superficie correspondientes a la Sarcolema y

a los Tubulos transversos a partir de una reconstruccion, marcando a las membrans de superficie con

.. 23
ferritina

Aunque se tiene ampliamente caracterizados a muchos de los marcadores de los TTs

aislados de organismos adultos, es poco lo que se ha descrito de estas membranas y sus
. . 2+ 2+
componentes en el ME del recién nacido. En el ME adulto, la ATPasa de Ca /Mg  representa

alrededor del 26% de las proteinas de los TTs y esta proteina tiene la mayor actividad de ATPasa

en esas membranas. Aunque la funcion de esta ATPasa no ha sido bien dilucidada, se le ha

. .. . 27
relacionado con una actividad tipo ecto-ATPasa

2+ . .
La ATPasade Ca  de las membranas de superficie (PMCA), representa aproximadamente

.. 28
el 10% de la actividad ATPasa total de los TTs en adultos . Esta proteina se encuentra sobre

expresada después de la implementacion de protocolos de ejercicios de resistencia en el ME de
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2 . . . .
adultos ? (Figura 7). No obstante, en el ME de recién nacidos se desconoce si la PMCA esta

presente.

>
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ATPase activity

w
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Figura 7. Actividad de la ATPasa de calcio (PMCA) A) Tubulos transversos de musculo esquelético rdpido
sin entrenamiento al ejercicio (simbolos abiertos). B) Tubulos transversos de musculo esquelético rapido

con entrenamiento al ejercicio (simbolos abiertos). C) Reticulo Sarcoplasmico (SERCA) de musculos sin y

, . . . .. ) . , 27
con (simbolos abiertos) entrenamiento al ejercicio (simbolos cerrados y abiertos respactivaente)”".
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En términos de composicion lipidica, las membranas de TTs del ME de adultos normales

estan enriquecidas en colesterol y esfingolipidos, con una proporcion fosfolipidos/colesterol entre

24,30,31

0.5 y 0.9 dependiendo de la especie . Sin embargo, no se tiene informacién de estas

proporciones en los TTs del ME de recién nacidos.
Debido al porcentaje del ME en la masa total de los mamiferos y a su funcion, este tejido es

altamente sensible a la restriccion nutrimental, sobre todo durante las etapas de desarrollo y

. .., 32 . . ., , . .
diferenciacion . Cantidades reducidas de glucosa y aminodcidos generan musculos hipotréficos

. . . 33,34
resistentes a la insulina .

En humanos, factores como la desnutricidon materna pre-gestacional y gestacional ademas
de la corta edad materna tienen un impacto significativo en el desarrollo de bajo peso al

nacimiento, que a su vez esta asociado con incremento del tejido adiposo y obesidad en la vida
35,36 . ., . . .
adulta . El tratamiento en humanos recién nacidos con muy bajo peso al nacimiento (<1,500 g)

con la solucioén de nutricion parenteral isotonica tradicional (Glucosa 300mOsm/L) o con la misma

solucion adicionada con aminoacidos, ha demostrado una ganancia de peso dependiente de la masa
. . 37 . .
grasa, sin aumentar o mejorar la masa muscular o magra . Debido a que en la vida posnatal, la

hipertrofia es el mecanismo que permite al ME seguir creciendo, estimulando ademas el
crecimiento 6seo y el desarrollo y maduracion del sistema nervioso motriz, la desnutricion
gestacional deberia ser considerada una causa potencial de las enfermedades metabolicas de la

edad adulta, principalmente cuando los individuos adultos son expuestos a dietas ricas en

B

carbohidratos
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2. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Determinar el efecto de la desnutricion gestacional sobre las propiedades mecanicas del
musculo esquelético de ratas recién nacidas con desnutricion gestacional, la relacion
lipido/proteina en las membranas de Tubulo transverso y la expresion del GLUT4 en TT de

musculo esquelético al momento del nacimiento.
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3. HIPOTESIS

La desnutricion durante la gestacion altera el desarrollo y composicion de la red de
membranas de los tubulos transversos disminuyéndolos cuantitativamente, y la expresion del
GLUT4 en estas membranas se vera también disminuida junto con la fuerza y las propiedades

mecanicas del ME.
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4. MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos fueron realizados en apego a las guias de “Cuidado y uso de

animales de laboratorio” (Care and Use of Laboratory Animals) del Instituto de Recursos de

Animales de Laboratorio de los Estados Unidos, las guias de la Asociacion de Medicina

Veterinaria de América (AVMA 2013), a la Norma Oficial Mexicana de “Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio” (NOM-062-Z001999)
y con aprobacién del Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

4.1 Animales.

Se usaron ratas Wistar machos de 300 g y hembras de 250 a 300 g, ambos en edad fértil,
proporcionadas por el Bioterio Central de la Facultad de Medicina, UNAM, las cuales fueron
colocadas en cajas con 5 hembras en un ambiente controlado con ciclos de luz/oscuridad de 12 h a
una temperatura de 25°C para lograr la sincronizacion de los ciclos ovaricos. Las fases del ciclo
ovarico de las ratas hembras se determinaron por citologia vaginal registrando los cambios

morfolégicos epiteliales.
4.1.1 Apareamiento.

En jaulas tipo jumbo fueron puestas 3 hembras y 1 macho durante tres dias para que se
aparearan. El apareamiento fue confirmado por la presencia de espermatozoides en el frotis vaginal
ademads de la determinacion de datos clinicos de embarazo (aumento del volumen de las glandulas

mamarias, peso y circunferencia abdominal), estos eventos fueron considerados indicadores del
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primer dia de la gestacion (dia 0). Posteriormente, las ratas hembras prefiadas fueron alojadas en

jaulas individuales en condiciones controladas para iniciar el protocolo de desnutricion.

4.2 Protocolo de desnutricion gestacional.

A partir del dia 0 de gestacion, la dieta de las ratas gestantes se estableci6 en 8 g de alimento
genérico al dia (23% de proteina, 4.5% de grasas, 6% de carbohidratos y 2% de una mezcla de
minerales, Rodent Laboratory Chow, Agribrands Purina, México), con aporte de agua ad libitum

. ., 40 , .. . .
durante los 21 dias de la gestacion . El dia del nacimiento es considerado como el primero de

vida de las crias.

4.3 Obtencion de los productos gestacionalmente desnutridos.

El dia del nacimiento fueron seleccionadas y separadas las crias que nacieron muertas. Las
crias vivas fueron mezcladas y posteriormente divididas aleatoriamente en grupos de 6 animales
para igualar el numero de crias por camada y por grupo (control y NDG). Posteriormente fueron
pesadas individualmente, se tomaron muestras de sangre y fueron sacrificadas por decapitacion. La

Figura 8 muestra las dimensiones de ratas neonatas promedio control y DNG.
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Figura 8. Ratas recién nacidas; control y con desnutricion gestacional

4.4 Diseccion quirurgica y obtencion membranas enriquecidas en Tubulos transversos

(TTs) y Reticulo Sarcoplasmico (RS).

En el dia 1 de vida, se obtuvo el musculo EDL de las extremidades posteriores, escogiendo

animales aleatoriamente y mediante diseccion bajo microscopio de luz en una cdmara de acrilico,

en solucion de Krebs-glucosa (135mM de NaCl, SmM de KCI, ImM de MgCl,, 2.5mM de CaCly,

11mM glucosa, ImM NayHPOy4 , 15mM de NaHCO3) burbujeada con O, al 95% y CO; al 5%

para mantener un pH de 7, para la evaluacion mecanica el mismo dia del nacimiento. También
fueron disecados los musculos dorsales y del resto de las extremidades, congelados con nitrogeno
liquido y almacenados a -70°C para el aislamiento de las vesiculas enriquecidas en membranas

celulares (Figura 9).
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Hembras gestantes (250 gr, citologia)

Restriccion de alimento (8gr al dia)

Adultos Controles
(2, 250gr) RN Controles

G _
RN Desnutridos
(&12)

Peso corporal, sacrificadas, diseccion (4 °C), peso tejido

Obtencion de sangre ) . Homogenizado en Buffer A (4 °C)
Disecciondel EDL para

Histoquimica

(NADH" Tetrazoleum) Centrifugacion diferencial
Cuantificacion sérica
de Albumina, proteinas
totales y proteina Gradientes discontinuos de sacarosa
transportadora de
retinol

Recuperacion de la fraccion
enriquecida en TT y
almacenamiento (-70 °C)

Figura 9. Esquema del diserio experimental.

4.5 Cuantificacion de glucosa sérica.

Se tomo aleatoriamente una gota de sangre para cuantificar los niveles séricos de glucosa, usando

un glucometro Accu Check Active™ (Roche, Lote de tiras reactivas nimero 380).
4.6 Cuantificacion de proteinas séricas totales.

El suero sanguineo se obtuvo por centrifugacion a 10,000 rpm por 10 min a 4°C y
recuperacion del suero sobrenadante. Las proteinas séricas totales se cuantificaron por

Colorimetria usando el método de Comassie plus de Pierce.
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Fraccion enriquecidaen TT

Pruebas de pureza SDS-PAGE 10%

Western blot

Determinacion de la Determinacién de la
actividad de las ATPasas presencia de DHPr Cav(gLyU[;-Si’sRl:gPIirézano
de Mg?*y y B-Distroglicano
PMCA /SERCA 1 por Dot blot

Densitometria

Figura 10. Esquema del diseiio experimental a partir del aislamiento de membranas de Tibulos

tranversos.

4.7 Aislamiento de las membranas de tubulos transversos.

El musculo se obtuvo de grupos de 5 crias (20 g) de ratas recién nacidas controles y con
desnutricion gestacional. El musculo obtenido fue mezclado por grupo de crias y homogenizado
con Polytron a 4,500 rpm en 2 pulsos de 30 segundos con un descanso intermedio de 10 segundos,
en una solucion buffer A que contiene Tris-Malato 20 mM, 100 mM KCI, pH de 7.0 en una
proporcion 4:1. El homogenizado es centrifugado a 7,500 rpm en una centrifuga Sorval, en el rotor
SS34 durante 30 min a 4°C. Se recupera el sobrenadante y se filtra en 8 capas de gasa. El
sobrenadante es sometido a un choque osmoético con 0.5M de KCl y después sometido a dos
lavados con buffer A en una ultracentrifuga Béckman con un rotor 45Ti a 43,00 rpm durante 45
min a 4°C, a continuacion el pellet se resuspende en un buffer B (Tris-Malato 20 mM, 0.3 M de
Sacarosa) y se determina la concentracion de la proteina en la fraccién microsomal para inferir los

rendimientos. La muestra se pone en un gradiente discontinuo de sacarosa (43%, 35%, 27.5% y
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28%) y se centrifuga durante 16 h a 4°C en una ultracentrifuga Béckman con un rotor SW28 a
23,000 rpm. Se recuperan las interfases entre las fracciones 25-27.5%, 27.5-35% y 35-43% vy se
lavan de la Sacarosa y se resuspenden por separado con buffer base (Tris-Malato 20 mM) para ser

guardadas a -20°C.

4.8 Aislamiento de membranas de Reticulo Sarcoplasmico (RS)

Las membranas de RS se obtuvieron de musculos de las extremidades y de la region dorsal
de ratas recién nacidas. El aislamiento se realiz6 mediante centrifugacion diferencial y un
gradiente discontinuo de sacarosa en la ausencia de cualquier agente reductor en el medio tampon.
Gradientes de sacarosa inicial de 25%, 27,5% y 35% w / v se utilizan para separar las membranas
de la superficie. La interfaz 35% se coloco en un segundo gradiente discontinuo que consiste en
27,5%, 30%, 32%, 35% y 45% de sacarosa. La banda obtenida en los 32% y el 35% se identific

como interfaces de RS ligero (RSL), detectada por la maxima actividad ATPasa estimulada por

2+ . , . .- , . .,
Ca . Las concentraciones de proteina se determinaron utilizando el método de cuantificacion de

proteina Coomassie Plus (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) con albumina de suero bovino (BSA)

como estandar (Figura 10).
4.9  Preparacion del musculo para las pruebas mecanicas.

Los musculos EDL aislados fueron pesados (peso humedo) y puestos en una camara de acrilico

equipada con electrodos de platino que corren a lo largo de las paredes internas de la camara. Se usé

solucion de Krebs (mM: Na 135, KC1 5, MgCl» 1, CaClj 2.5, glucosa 11, NapHPO4
1 , NaHCOj3 15) burbujeada con una mezcla de O al 95% y CO; al 5% para alcanzar y mantener

un pH de 7. El tendon distal del EDL es sujetado a un gancho fijo a un extremo de la cdmara y el
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tendon proximal al transductor de fuerza. Los electrodos de platino son conectados a 2 electro-

estimuladores (GrassSD9).

4.10 Contenido de lipidos totales y la determinacion del colesterol

Los lipidos totales en membranas aisladas de TT (100 mg) se determinaron utilizando el
, . . 41 . .
método de cloroformo/metanol descrito previamente . Para medir las concentraciones de

colesterol se us6 un Kit de cuantificacion de colesterol/éster de colesterilo (Biovision, CA,
EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La proteina se precipitd después de la

determinacion del peso.

4.11 Actividad hidrolitica de la ATPasa

La actividad ATPasa total se midi6 por determinacion colorimétrica de Pi usando verde

. . . 42 , , .
malaquita como se ha descrito previamente . Alicuotas de 5 g / ml de proteina fueron incubadas

en una solucion que contiene (en mM): 100 de KCI, 5 MgCl,, 5 de NaN3, 1 ouabaina y 20 Tris-

malato, pH 7. La reaccion se detuvo con una solucidon que contiene lo siguiente: 0.045% de
hidrocloruro de verde malaquita, molibdato de amonio 4.2% en HCl 4 N, 0.8 ml de Triton-X100

por cada 100 ml de solucion, y 0,25 ml de citrato de Na (34%). La absorbancia se leyo a 660 nm.

4.12 Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

La CDB se utiliz6 para medir la temperatura de transicion (Tm) de las proteinas de la
membrana de TT. La Tm se define como la temperatura a la que el exceso de capacidad de calor es
maxima. Las membranas de TT se disolvieron en una solucion tampén que contiene 100 mM de
KCl y 20 mM de Tris-malato (pH 7.0). El exceso de calor (Cp) frente a las exploraciones de
temperatura se obtiene a partir de aproximadamente 0.5 mg de proteina/ml usando un calorimetro

diferencial de barrido de alta sensibilidad VP-CDB (MicroCal Inc., MA EE.UU.). Las muestras y
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las soluciones de referencia fueron cuidadosamente degasificadas bajo vacio durante 5 min antes
de cargar completamente los contenedores del CDB con una capacidad de 0.56 ml. Cuando se
alcanz6 un equilibrio a 10°C, la temperatura se aumentd a 100 °C. Cada analisis se realizd a una
velocidad de 1°C/min. Para evaluar la reversibilidad de desplegamiento de la proteina, la
temperatura se enfrio a 10 © C y vuelve a explorar hasta 100 ° C. La linea de base se corrigio
restando la nueva exploracion de la exploracion inicial. En todos los casos, no hubo evidencia de
reversibilidad. Los perfiles de CDB se analizaron y se us6 el mejor ajuste teodrico calculado,

asumiendo la desnaturalizacion irreversible de las proteinas, como ha sido descrito para el reticulo

. 26,43 _.
sarcoplasmico ~ ~ (Figura 11)
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Figura 11. CDB de Tiibulos transversos aislados de musculo rapido de conejo Nueva Zelanda (26)

4.13 Electroforesis de proteinas e inmunoblot

Una muestra con 25 mg/ml de proteina se desnaturaliz6 a 95°C durante 5 min con el reactivo
de Laémmli y se coloca en geles SDS-PAGE al 10% (120 V, 1h, temperatura ambiente). Después,
las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio Rad) durante 1h (100 V,

4°C). La membrana se incubo durante 1h a temperatura ambiente en TBS-Tween 20 con los
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siguientes anticuerpos: GLUT-4 monoclonal anti-rata (ABCAM, 1:10.000), caveolina-3
monoclonal anti-rata (Santa Cruz Biotechnology, 1:600) y B-Distroglicano monoclonal anti-rata
(Santa Cruz Biotechnology, 1:500). Se us6 un anticuerpo anti-conejo de cabra acoplado con
peroxidasa de rabano (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 1:6.000) se incub6 durante lh a
temperatura ambiente. Se utilizaron reactivos de deteccion de transferencia Western y peliculas
(GE Healthcare). La determinacion semicuantitativa del GLUT-4, CAV-3 y B-Distroglicano se
hizo por densitometria, y los resultados se expresaron en unidades de a-actina usada como control

de carga y normalizados a unidades de densidad (UDN).

La desviacion estdndar de la media (SD) se determind para todos los resultados y la diferencia

entre dos valores medios se determiné utilizando la prueba t de Student.
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5. Resultados

Ratas Wistar normales del bioterio central de la Facultad de Medicina de la UNAM con
alimento y agua ad libitum tienen un consumo promedio de aproximadamente 12 g de alimento
comercial, lo que aumenta en promedio hasta 17g durante el embarazo. Las ratas con alimentacion
restringida fueron alimentadas con sélo 8g de la misma comida durante el embarazo. La Figura 12
A muestra el peso corporal medio de los RN control y desnutridos. El peso corporal de las crias
control en el dia cero fue de 5.8 £ 0.031 g frente a 4.5 = 0.03 g para cachorros desnutridos, lo que
representa una disminucion del 23,04%. La Figura 12 B muestra el peso medio de musculo
esquelético obtenido por diseccion quirtirgica por animal, el peso himedo promedio fue de 0.423 +
0.004 g para cachorros control y 0.268 £+ 0.001 g de cachorros desnutridos, que corresponde a una
disminucion del 37% en los cachorros desnutridos. La Figura 12 C muestra las concentraciones
promedio de proteina de suero, que fueron 12.86 £+ 0.17 mg/ml para los cachorros control y 9.53 +
0.093 mg/ml para los cachorros desnutridos, presentando los desnutridos una disminucion del
25,78%. Figura 12 D muestra las concentraciones medias de glucosa en sangre para crias controles
y desnutridas en el dia cero, las cuales fueron 96,73 + 3,25 mg/dl para los cachorros controles y
83,75 + 2,56 mg/dl para los desnutridos, que corresponde a un nivel de glucosa 13,41% menor en

los desnutridos.

Para evaluar la funcionalidad de los musculos esqueléticos en las crias desnutridas,
estudiamos las propiedades mecanicas de musculos EDL aislados, utilizando la estimulacion

eléctrica.
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Figura 12. Efecto de la desnutricion gestacional en la rata recién nacida. Ratas recién nacidas control
(Ctrl) y con desnutricion gestacional (DG). A) Peso corporal promedio (g); B) Promedio de peso seco (g)
de los musculos aislados; C) Promedio de proteinas séricas (mg/ml); D) Promedio de glucosa sérica

(mg/dl).
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5.1 Efecto de la DG en las propiedades mecanicas del musculo EDL

La Figura 13 muestra la fuerza desarrollada por las crias controles y desnutridas durante un
tren de la estimulacion tetanica. La figura 13 A corresponde a un experimento representativo de un
musculo EDL de crias control y muestra que, después de cada relajacion, la linea de base se
mantiene a un nivel mas alto. Figura 13 B corresponde a un experimento representativo de un
musculo EDL musculo de crias desnutridas y muestra que la fuerza aumenta de 18 a 24 % en el
musculo EDL desnutrido, cuando se comparan el primer y Gltimo estimulo tetdnico (separados por
200s) durante el tren de estimulacion. La figura 13 C muestra la fuerza media (en mN)
seleccionado de diferentes estimulos tetdnicos a lo largo del curso del tren de estimulacion. El
musculo EDL control tuvo una fuerza inicial de 24,9 = 1,9 mN (n = 5), y la fuerza inicial de EDL
de las crias desnutridas fue 30,3 = 2,9 mN (n = 4) (p> 0,05). La fuerza media, 200 ms después del
inicio del tren de estimulacion fue de 16,3 + 1,8 mN para las crias control y 21,2 + 2,4 mN para las
crias desnutridas (p> 0,05). El indice de fatiga fue similar entre los dos grupos, sin embargo, el
tiempo para alcanzar el 30% de la fuerza fue 3,84 + 0,16 min para las crias control y 4,12 + 0,067
min para los desnutridos (p<0,05). Las crias desnutridas requieren 6,86% mas de tiempo para
alcanzar el 30% de fatiga. La figura 14 A presenta tres estimulos tetanicos representativos del tren
de estimulacion - el tétanos inicial, el tétanos a los 90s y el tétanos de 180s - con indices similares
de contraccidn y relajacion, pero la fuerza desarrollada promedio del 60 % mas alto en los EDLs
de las crias desnutridas (linea discontinua). La Figura 14 B muestra la integral de la fuerza
promedio con respecto a la funcion de tiempo, la cual fue superior en el misculo EDL de los

desnutridos (linea discontinua) con respecto al control en un 64%, 70% y 80% respectivamente.
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Los musculos EDL de las crias desnutridas desarrollo mas fuerza y fue mas resistente a la

fatiga que los de las crias control. Debido a que la fuerza de la contraccidon y la fatiga estan
. ., .. ., .. 2+
relacionadas con la regulacion del calcio intracelular, se estudio la actividad de la ATPasa de Ca

del reticulo sarcoplasmico (SERCA) y las propiedades de las membranas TT aislados de controles

y desnutridos.
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Figura 13. Propiedades mecdnicas del misculo EDL aislado de ratas recién nacidas controles (9 ) y
desnutridos en la gestacion () Protocolo de estimulacion para fatiga: 75Hz, 1s, 100V cada 0,3s. A)
Experimento representativo del musculo control; B) Experimento representativo del musculo
desnutrido; C) Promedio de fuerza de tétanos seleccionados de un tren de estimulacion (mN £+ DE,
n=>3)
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Figura 14. Efecto de la desnutricion gestacional en la fuerza de contraccion del musculo EDL. Ratas
recién nacidas controles 5 y desnutridas (-;- A) Tres tétanos del protocolo de estimulacion (75Hz, Is,
100V cada 0,3s): tétanos inicial, tétanos 90s, tétanos 180s. El promedio de fuerza es 60% mayor en los
EDL de desnutridos en el tétanos inicial, 55% a los 90s y 50% a los 180s. B) El promedio de la velocidad

de fuerza maxima (N/s) en los EDL de desnutridos fue 64% mayor en los tétanos iniciales, 70% a los 90s
v 80% a los 180s.
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El aumento de la fuerza y la amplitud del tétanos que se muestran en la Figura 14 indican
una mayor disponibilidad de calcio durante la contraccion en el musculo desnutrido. La Figura 15
muestra la actividad hidrolitica especifica de SERCA respecto a una funcion de tiempo,
determinada en reticulo sarcoplasmico aislado del musculo esquelético de crias controles y
desnutridas. La actividad de SERCA en el musculo de los desnutridos es mas baja durante el

tiempo del ensayo, en concreto un 30% mas bajo después de 2,5 h de reaccion.

15

Actividad de las ATPasade Ca? (umol Pi/mg proteina)

I I
0 50 100 150

Tiempo (min)

Figura 15. Actividad ATPasa de ca’* (SERCA) del reticulo sarcopldsmico. La actividad de SERCA se

determiné hasta por 2,5h de reaccién. Ratas recién nacidas control @ y desnutridas ( O (umol Pi/mg
proteina, £ DE, n=5).
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5.3 Membranas de tabulos transversos.

La fraccion de membrana obtenida en la interfaz 25/27.5% del gradiente de sacarosa tuvo

.. 2+ 2+ . . .
la mayor actividad de la ATPasa de Mg /Ca , como también ha sido descrito en las membranas

+ 2+
de TT adultos 27. La Figura 16 A muestra la actividad hidrolitica de la ATPasa de Mg2 /Cal2 en
las membranas de TT de crias control, que corresponde a 2,67 + 0,14 umol de Pi/mg de proteina

+
en 20 min; la actividad catalitica de la de la ATPasa de Ca2 de la membrana plasmatica (PMCA)

fue 0,07 £ 0,03 pmol de Pi/mg de proteina (n=3) (p>0,05), sin embargo, solo el 2,7% de la

actividad total de la actividad ATPasa de las membranas enriquecidas en TT corresponde a la
. .. 2+
PMCA. La Figura 16 B muestra la actividad de la ATPasa de Mg~ /Ca2+ en las membranas de los

TT de los desnutridos que fue de 2,51 + 0,12 umol de Pi/mg de proteina en 20 min; la actividad
catalitica de la PMCA fue 0,06 + 0,11 pmol/mg de proteina (n=3) (p>0,05). La Figura 16 C
muestra la comparacion de la PMCA de las membranas de TT de controles y desnutridos y aunque
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, la actividad PMCA muestra una

tendencia de mayor actividad en los TT de las crias desnutridas.

Debido a que la composicion protéica de las membranas del TT en los recién nacidos
pueden ser distinta de las de los adultos, se estudio el perfil de desarrollo de proteinas de las
membranas del TT de la crias controles y desnutridas y los comparamos con las membranas TT

aisladas de musculos rapidos de adultos.
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Figura 16. Actividad ATPasa de las membranas de los tubulos transversos (TT). Membranas de TT de
aisladas de musculos de ratas recién nacidas controles y desnutridas fueron usadas para determinar: A)

La actividad de la ATPasa de MgZJr/Ca2+ @ contra la actividad de la ATPasa de ca®t (A en misculos
controles; B) La actividad de la ATPasa de Mg2+/Ca2+Qj ) contra la actividad de la ATPasa de Ca2+46 )

en musculos desnutridos;, C) La actividad de la ATPasa de Mg2+/Ca2+ de miisculos controles (A)
contra la de los desnutridos (1\) (umol Pi/mg proteina, = DE, n=>5).
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5.4 CDB de las proteinas de membrana de los TT

El perfil de desnaturalizacion térmica de las proteinas de membrana de los TT se obtuvo
por CDB a una velocidad de calentamiento de 1° C/min y se muestra en la Figura 17. La
desnaturalizacion térmica de la proteina es un proceso endotérmico que genera el exceso de calor
especifico (Cp). La temperatura de transicion (Tm) de cada componente se determina por la
deconvolucion del perfil. La desnaturalizacion era completamente irreversible después de la

exploracion a 80 © C. Se us6 como referencia el perfil de desnaturalizacion térmico de membranas

. . . . 27
de TT aislados a partir de musculo esquelético rapido de adultos™ . La figura 17 A muestra el

perfil de la desnaturalizacion de las membranas de TT obtenidas de ratas recién nacidas control
(linea continua). Hemos observado tres principales transiciones, a la Tm (1) =45 °C, Tm (2) =52
°Cy Tm (3) = 58 °C. La figura 17 B muestra el perfil de desnaturalizacion de las membranas de
TT aisladas de ratas recién nacidas desnutridas. Aunque las tres transiciones observadas para las
membranas de TT control también estuvieron presentes en los recién nacidos desnutridos, dos de
las tres transiciones aparecieron a temperaturas mas altas - Tm (1) =51 °Cy Tm (2) = 54 °C - que
se diferenciaban por 6 °C y 2 °C, respectivamente, respecto de los recién nacidos controles. La
transicion a la Tm (3) = 58 °C tenia la misma temperatura, pero la transicion era mas rapida que las

tres transiciones controles.
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Figura 17. Perfiles calorimétricos de las proteinas de membrana de los TT. Experimentos
representativos del escaneo con aumento de temperatura a 1°C/min de las membrana de TT aisladas de
musculo esquelético de ratas recién nacidas en una solucion que contiene 10% sacarosa, 100mM de
KCl, 20mM de Tris-malato y ImM de CaCly, pH 6,8. A) Las proteinas de los TT de controles muestran 3
transiciones principales: Tm (1) = 45°C, Tm (2) =52°C y Tm (3) = 58°C y B) Las de los TT de
desnutridos muestran 3 importantes transiciones a Tm (1) = 51°C, Tm (2) = 58°C y Tm (3) = 58°C. Los
picos de transicion 1 y 2 muestran aumento en la Tm en los desnutridos mientras que el pico de
transicion 3 se mantiene sin cambios. Sin embargo, los tres picos de transicion en los TT de desnutridos
pasan por un cambio rapido en la entalpia.
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5.5 Proteina y el contenido de lipidos de las membranas de TT

El analisis de proteinas por electroforesis de SDS -PAGE mostré diferentes patrones de peso
molecular entre las membranas de TT de los recién nacidos control y desnutridos. La figura 18
corresponde al patron electroforético de SDS -PAGE de las membranas de TT aislados de musculo

esquelético de adultos, recién nacidos control y recién nacidos desnutridos. El principal

. 2+ 2+
componente protéico de las membranas de TT adulto es la ATPasa de Mg /Ca (100-110 kDa),
, 26 . 2+
que representa el 26 % del total de las proteinas de los TT =, mientras que la ATPasa de Ca

. 2 . .
(130-140 kDa) representa aproximadamente el 10 % 7. En los recién nacidos, la ATPasa de

2+, 2+ . . . . ., .
Mg /Ca  parece estar presente en niveles muy bajos o estar inactiva. En los recién nacidos

control, el 44 = 2,7 % (n=3) de la proteina total detectada por densitometria corresponde a una
proteina, o grupo de proteinas, en un rango de peso molecular entre 40-60 kDa (Figura 18 A); en
comparacion, 55 £+ 2.3 % de la proteina total cae en el mismo rango de peso molecular en el patron
protéico de los recién nacidos desnutridos (n=3) (Figura 18 B). El contenido total de proteinas y
lipidos totales de las membranas de TT por gramo de tejido para los recién nacidos controles y
desnutridos estan enlistados en la Tabla I. En los recién nacidos desnutridos, la concentracion de
proteina fue 19 % menor por gramo de tejido en comparacion con los recién nacidos controles, y la
concentracion total de lipidos fue 24 % menor por gramo de tejido en comparacion con los recién
nacidos controles. Debido a que el colesterol es uno de los principales componentes de las
membranas TT, también se evalud especificamente la concentracion de este. En los recién nacidos
desnutridos, la concentracion de colesterol fue 18 % menor por gramo de tejido en comparacion
con los recién nacidos controles. Las proporciones de proteina/lipido calculados fueron 0.18 y 0.19
para los recién nacidos control y recién nacidos desnutridos nacidos, respectivamente Las
proporciones de lipidos/colesterol fueron 0.05 y 0.06 para los recién nacidos control y recién

nacidos desnutridos, respectivamente. Aunque hubo una menor cantidad de cada componente
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determinado en las membranas TT aisladas de musculo esquelético de los recién nacidos
desnutridos, las proporciones se conservan entre los grupos. Marcadores protéicos de membranas
de TT que se sabe que son esenciales para el desarrollo muscular, como caveolina3 y el
transportador de glucosa dependiente de insulina GLUT-4, también fueron determinados. Se sabe
que estas proteinas se encuentran casi exclusivamente en las membranas de TT. En contraste, el -

Distroglicano es un marcador protéico del sarcolema, distribuido en un arreglo costamérico

30
cercano a las bocas de los TT ™ .
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Figura 18. Patron electroforético de las proteinas de los TT de musculo esquelético de ratas
recién nacidas. Electroforésis SDS-PAGE y A) andlisis por densitometria del peso de las
proteinas de los TT de ratas recién nacidas controles y B) desnutridos. En los recién nacidos
control el 44% £2.7de la proteina total detectada por densitometria se encuentra dentro del
rango de peso moleculares entre 40-60 kDa, en comparacion con los desnutridos, en los cuales
el 55% £2.3 del total de proteinas se encuentra en el mismo rango de peso molecular. Unidades
de densidad normalizadas (UDN), (+DE, n=3)
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Tabla 1. Componentes de los Tubulos transversos de ratas recién

nacidas (ug/g de tejido)

Membranasde TT Controles Desnutridos
Proteinastotales 12555+ 112 10221+ 11.8
Lipidostotales 686.59 * 66.6 519.31£32.3
Colesterol total 38.94+t6.42 31.51+39
Lipidos+ proteinas 812.14 621 52

+ Desviacion estandar, n=3

5.6 Expresion del GLUT-4y Cav-3 en los TT de ratas neonatas.

La Figura 19 es una imagen de una inmuno-transferencia y del andlisis por densitometria
para el anti-GLUT-4 (Figura 19 A), anti-caveolina-3 (Figura 19 B), anti-B-Distroglicano (Figura
19 C) y anti-a-actina (Figura 19 D), este altimo sirve de control para la carga de proteina. Las
unidades de densitometria normalizadas (UDN) con respecto al control de carga de a-actina
demostraron un aumento significativo de 2.16 veces en las membranas de TT de los recién nacidos
desnutridos (1.64 + 0.31 UDN) en comparacion a las membranas de TT de los recién nacidos
control (0.76 = 0.2 NDU). No hubo diferencias en la expresion membranal de Cav-3 entre los
recién nacidos control y desnutridos. También, se determind la presencia de PB-Distroglicano
porque a pesar de que se sabe que se expresa en el sarcolema, su localizacion coincide con las
aberturas donde inician las invaginaciones de membrana de los TT, lo que dificulta eliminar al -
Distroglicano durante la purificacion de membranas de TT. Sin embargo, la expresion en la

membrana de la B-Distroglicano no present6 diferencias entre los grupos.
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Figura 19. Expresion del GLUT-4 en membranas de TT de ratas recién nacidas control (Ctrl) y
con desnutricion gestacional (Desn). Inmunotransferencia y analisis densitométrico para: A) anti-
GLUT-4, B) anti-Caveolina 3, C) anti-f-Distroglicano y D) anti-a-Actina (control de carga).

Unidades de densidad normalizadas (UDN) y unidades de densidad normalizadas respecto a a-
Actina (UAN)
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6. Discusion

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la desnutricion gestacional, por la
restriccion de alimentos durante el embarazo, sobre el desarrollo del musculo esquelético de las
crias de ratas Wistar. Nuestros resultados muestran un peso corporal 23% menor con las
dimensiones del cuerpo simétrico en la descendencia gestacionalmente desnutrida. La restriccion

simétrica del desarrollo se explica por el hecho de que la desnutricién que afecta a todas las etapas

3, 31, 37

de gestacion afecta la diferenciacion celular y el desarrollo . En el dia cero, los recién

nacidos desnutridos presentan una concentracion reducida de proteinas y glucosa séricas. Las
dietas de restriccion proteico-calorica producen una respuesta metabolica que reduce la
concentracion de proteinas séricas, aumentando el transporte de glucosa sérica al musculo para

favorecer la sintesis de proteinas. Las crias desnutridas con proteinas séricas reducidas responden a

., . . ., 44 . .
la restriccion de nutrientes mejorando la captacion de glucosa basal . Estas condiciones

confirman la restriccion caldrico-proteica adecuada en nuestro modelo experimental. Varias
observaciones en seres humanos y evidencias experimentales de modelos animales demuestran que
la desnutricion desde la etapa fetal hasta la edad adulta produce alteraciones en la tolerancia a la

glucosa e hipoinsulinémia, debido al efecto deletéreo de la desnutricion sobre la funcion de las

, .. 45 . . .
c€lulas-f pancreaticas . La discrepancia en nuestros resultados puede estar relacionada con la

edad de los animales estudiados, ya que realizamos nuestras determinaciones exclusivamente en el
dia cero de vida, mientras que la mayoria de los estudios han mostrado datos en animales varios
dias después de su nacimiento y hasta la edad adulta, lo que introduce muchas variables que no
pueden ser disecadas facilmente. Los efectos de la desnutricion gestacional en el aumento limitado
del peso de los musculos esqueléticos, han sido definidos ampliamente en el pasado, mientras que
la evaluacion de las alteraciones de las propiedades mecanicas se ha enfocado siempre hacia la

determinacion del rendimiento muscular en la edad adulta.
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La importancia de las evaluaciones mecénicas de este estudio radica en que es el primero en
medir las propiedades mecanicas del musculo, incluyendo la fuerza de contraccion y resistencia a
la fatiga, en EDLs aislados de ratas recién nacidas controles y con desnutricion gestacional en el

dia cero de vida.

6.1 Propiedades mecanicas de los musculos EDL

Con estas evaluaciones se muestra que la fuerza muscular en los desnutridos recién nacidos es
17,5% superior a la de los controles y que el tiempo para alcanzar el 70% de fatiga es un 7%
mayor en los musculos EDL de crias desnutridas. Después de un protocolo de fatiga, la
recuperacion de la fuerza fue de 70 % mas rapido los recién nacidos desnutridos. Sin embargo, la

reduccion en la fuerza de contraccion maxima y la fuerza tetanica ha sido demostrada en los
, - ., . . fe , 46
musculos EDL de ratas con desnutricion gestacional hipoprotéica entre los 25 y 90 dias de edad .

El mismo modelo también ha sido utilizado para demostrar que la tension pasiva se incrementa en

los musculos EDL y soleo, lo que indica que la desnutricion prenatal también afecta a los

, . .47 . . . .y
componentes eldsticos pasivos . Consideramos medir el efecto directo de la desnutricion

gestacional al nacer sobre la funcidn musculo esquelético, porque este es un momento de la vida en
el que no se han integrado ain las variables de alimentacion o de adaptacion al ambiente. El
aumento de la fuerza de la contraccion y la duracion de la contraccion tetanica en las crias recién
nacidas desnutridas podria explicarse en parte por un aumento en la disponibilidad de calcio en el

espacio de los miofilamentos que podria resultar de la reduccion de la actividad de la SERCA.
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6.2 Efecto de la DG en la actividad de SERCA-1 y PMCA

La actividad hidrolitica de ATP de SERCA en ratas recién nacidas a los 30 min de reaccion fue
la mitad de la actividad de SERCA reportada en musculo esquelético rapido de animales adultos

A pesar de que las membranas de reticulo sarcoplasmico se obtuvieron de musculos que mas tarde

seran musculos esqueléticos rapidos, en las ratas recién nacidas, estos musculos son
. . . . 5,49 , . .. ,
principalmente fibras de tipo lento/intermedio lo que podria explicar la actividad menor y mas
lenta comparada con sus homologos adultos. La menor actividad de la ATPasa SERCA en los
musculos de crias desnutridas podria estar relacionada con diferentes conformaciones de la misma,

en lugar de tratarse de un mecanismo de inhibicion. La actividad de la ATPasa PMCA de los TT

de musculo de crias recién nacidas control es cuatro veces menor en comparacion con los niveles
.. , " . 27 o

de actividad reportados en los TT del musculo esquelético rapido de adultos . La contribucion de

la actividad de la ATPasa PMCA en las membranas de los TT para la regulacion del calcio

intracelular al nacimiento no parece jugar un papel importante durante la actividad muscular.

La reduccidn en el area de superficie de membrana de los TT por la desnutricion gestacional y
su relacion con la expresion de proteinas membranales en los TT y la funcion de contraccion del

musculo esquelético son aspectos que quedan por investigar.

6.3 Efecto de 1a DG en las membranas de TT.

En este estudio, mostramos la reduccidon en la cantidad de proteina y el contenido de lipidos
por gramo de tejido en las membranas TT de los animales recién nacidos con desnutricion

gestacional en contraste con una sobreexpresion de GLUTA4.

Los niveles mas bajos de componentes de la membrana TT en el musculo esquelético de crias

con desnutricion gestacional se podrian explicar por la disminucion de la fusiéon de mioblastos
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debido a una deficiencia de la glucosa, como ha sido demostrado previamente en cultivos de

. . .10 . . . .. .
mioblastos in vitro , o por hiperinsulinemia similar a lo demostrado en fetos de ovejas

>

., 50, 51 .. , ;
embarazadas desnutridas . Aunque la actividad especifica de la proteina marcadora de las

2+ . ., . .
membranas de TTs (ATPasa de Mg ) tendid a ser mayor en los recién nacidos desnutridos, no se

document6 ninguna diferencia significativa. Sin embargo, la concentracién plasmatica de glucosa
disminuida, junto con el aumento de dos veces en la expresion del GLUT4 en las membranas de

los TTs, encontradas en este estudio, apoya resultados similares que plantean la hipotesis de un

. ., . . . 36,39y
mecanismo de compensacion en los animales con estrés nutrimental durante el desarrollo

52 . .. . , . .
. Sin embargo, es necesario investigar mas a fondo la funcionalidad estructural de GLUT4,

sobre-expresado en las membranas TTs del musculo esquelético de animales recién nacidos

desnutridos. El aumento de la captacion de glucosa ha sido sefialado como responsable de producir
.. . . . . 50
un aumento de tejido adiposo en sujetos adultos que estaban gestacionalmente desnutridos ~ . El

subdesarrollo del musculo esquelético presentado en este trabajo, que resultd de la desnutricion
gestacional, pone de manifiesto la importancia de tejido adiposo en el aumento de la captacion de
glucosa por las vias de la lipogénesis en los individuos adultos. El cambio en el perfil de
desnaturalizacion de proteinas de la membrana TT, principalmente la reduccion en la transicion en
el rango de temperatura, demuestra que las proteinas de la membrana de los TTs de los animales
recién nacidos desnutridos tienen menor estabilidad térmica y por lo tanto son mas vulnerables a

danos estructurales.
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7. CONCLUSIONES

En conclusion, los experimentos descritos en esta tesis presentan la primera evidencia obtenida
en membranas de TTs de musculo esquelético, aisladas de ratas recién nacidas en el dia cero que
apoyan la idea de que los cambios mas importantes que resultan de la desnutricion gestacional en
las crias de ratas son la sobreexpresion de GLUT4, con un efecto en la estabilidad conformacional
de las proteinas integrales de la membrana. La naturaleza precisa de los cambios conformacionales
que se describen en estos resultados sigue siendo desconocida, por lo que actualmente estamos
investigando la naturaleza de estos cambios conformacionales. También describimos por primera
vez en este documento el efecto de la desnutricion gestacional en el incremento de la fuerza y
resistencia a la fatiga en el musculo esquelético EDL aislado de recién nacidos en el dia cero, lo
que se asocia con una disminucion en la actividad de la SERCA vy alteraciones de la regulacion del
calcio intracelular por el reticulo sarcopldsmico. Por ello proponemos, basados en nuestros
resultados, que una estructura SERCA alterada junto con la sobre-expresion del GLUT-4 en los TT
de musculo esquelético de recién nacidos con desnutricion gestacional estan directamente
involucrados en la adaptacion mecéanica de estos animales comparados con sus controles (Figura
13). Se necesitan estudios enfocados en los mecanismos y tiempos especificos que permitan
identificar los mecanismos por los cuales la desnutricion afecta a la composicion de los lipidos de
las membranas de los TTs y la estructura de sus proteinas, para dilucidar los efectos metabolicos
perjudiciales de la desnutricion gestacional en el desarrollo y funcidon del musculo esquelético en el

individuo adulto.
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