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ii.- RESUMEN.

Poco se ha estudiado acerca del efecto que produce un bajo consumo de alimento sobre
el desarrollo de las caracteristicas estructurales y funcionales de los musculos rapidos de
las extremidades posteriores de ratas hembras y machos. Por lo que el objetivo del
presente estudio fue establecer las consecuencias que provoca la privacién crénica y
severa (pre y posnatal) de alimento (~50%) sobre el numero total y la proporcion
relativa de los distintos tipos de fibras rapidas y la respuesta contractil del musculo
Extensor Digitorum Longus (EDL) de ratas hembras y machos en diferentes edades
posnatales (de la lactancia a la etapa adulta). Los resultados obtenidos muestran que los
musculos EDL, tanto de ratas hembras como de machos desnutridos, no presentan
diferencias significativas en cuanto al niimero total de fibras con respecto a los
musculos EDL de los animales controles en etapas tempranas y de adulto joven. Sin
embargo, los musculos EDL de ratas adultas (de 365 dias de edad) desnutridas, de
ambos generos, mostraron una disminucion significativa en el numero total de fibras
respecto a los musculos controles. Por otro lado, los musculos EDL de ratas macho
desnutridos de 20, 30 y 40 dias posnatales, presentaron una mayor proporcion de fibras
tipo IIB que de tipo IIA y desarrollan mayor fuerza contrictil (normalizada con respecto
al peso himedo del musculo) que los musculos de animales macho controles. Sin
embargo, debe sefialarse que la mayor produccion de fuerza que desarrollaron los
musculos EDL de los machos desnutridos durante una sacudida simple ocurre a partir
de los 20 dias de edad y se prolonga hasta los 365 dias de edad. En contraste, las
respuestas contractiles de los musculos EDL de ratas hembras desnutridas no
presentaron diferencias significativas con respecto a las observadas en las ratas
controles, ni en la proporcion de los distintos tipos de fibras, en la mayoria de las edades
analizadas.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que los musculos EDL de los machos
desnutridos son mas susceptibles a los efectos ejercidos por el bajo consumo cronico de
alimento que los musculos EDL de las ratas hembras. Ademas, se sugiere la existencia
de un proceso mas complejo que la simple relacion entre la proporcion de tipos de fibras
rapidas y la fuerza normalizada en los musculos EDL de las ratas macho desnutridos en
la que estarian incluidas otras variables, tales como las caracteristicas morfométricas
(por €j.: longitud de la sacomera) y funcionales (por ej.: cantidad de Ca'" intrafibra

disponible para la contraccion) de las fibras que integran a los musculos EDL de las



ratas macho desnutridas, asi como factores hormonales, en los que posiblemente los
estrogenos pueden tener un papel protector en los musculos EDL de las ratas hembras

desnutridas.

iii.- SUMMARY

Practically there is not information about the influence that undernourishment exerts
on the structural and functional characteristics of skeletal muscles during the postnatal
development of female and male rats. The aim of this study was to analyze the effects of
pre and postnatal low-food consumption (~50%) on the total number and relative
proportion of fiber types and contractile responses of the Extensor Digitorum Longus
(EDL) muscle in female and male rats at different postnatal ages (from infancy to
adulthood). The results obtained indicate that EDL muscles from both male and female
rats, did not present changes in the total number of fibers with respect to controls at
early postnatal ages and in the young adult. However, EDL muscles from
undernourished elderly rats (365 days of age) of both genders showed significant
reductions in the number of fibers than control ones. In addition, EDL muscles from
undernourished male rats with 20, 30 and 40 days of age showed a higher proportion of
type 1IB fibers than type IIA but larger twitch force responses (normalized with respect
to the muscle wet weight) than EDL muscles from control males were observed at
practically all ages (between 20 and 365 postnatal days of age). In contrast, EDL
muscles from control and undernourished female rats showed no significant differences
in the proportion of fiber types and normalized force in most of the postnatal ages
analyzed.

The results obtained in this thesis indicate that EDL muscles of undernourished males
are more susceptible to the effects exerted by a chronic low food income than EDL
muscles from female rats. It is suggested the probable existence of a more complex
process than the simplistic relationship between the proportion of muscle fiber types
and the normalized twitch force of EDL muscles from undernourished male rats. In such
process it could be involved other morphometric (i.e.: sarcomere length) or functional
(i.e.: calcium availability) characteristics in the fibers composing the EDL muscle of
undernourished male rats. It is also suggested that estrogens may have a protective role

on the EDL muscles from rats undernourished females.



ABREVIATURAS:

MC, machos controles; MD machos desnutridos; HC, hembras controles; HD, hembras
desnutridas; EDL, Extensor Digitorum Longus; AT, area transversal total ocupada por
todas las fibras; Al, area transversal del musculo ocupada por fibras Tipo I; AIIA érea
transversal del musculo ocupada por fibras Tipo I1A; AIIB area transversal del musculo
ocupada por fibras Tipo IIB; PN, edad posnatal; MLC, cadena ligera de miosina; MHC,
cadena pesada de miosina; ERO, especies reactivas de oxigeno. TMB, tasa metabolica

basal.



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del musculo esquelético en la economia corporal

Debido a sus propiedades mecénicas y su diversidad, los musculos esqueléticos
(existen aproximadamente 600 musculos individuales en los humanos (Maltin, 2008),
participan en una gran variedad de funciones corporales, entre las que destacan, la
locomocion, la ventilacion pulmonar, el mantenimiento de la postura, la expresion
facial, la copula, etc. Ademas, el musculo esquelético como tejido juega un papel
sobresaliente en la regulacion del metabolismo energético de los organismos ya que
representa el 20% del gasto total de energia, almacéna glucogeno en mayor proporcion
que el higado, es el principal sitio de oxidacion de los 4cidos grasos, es el principal
tejido estimulado por la insulina por lo que esta estrechamente involucrado en la captura
de glucosa sanguinea y ademas destaca como reserva de aminodcidos, entre otras

funciones (Brameld, 2004; Wolfe, 2006).

1.2. Caracteristicas generales de los musculos esqueléticos

Los musculos se clasifican de acuerdo a su morfologia y funcion en musculo liso
y estriado, éste ultmo se subdivide a su vez en cardiaco y esquelético. Genéricamente el
tejido muscular esquelético estd formado por un conjunto de musculos que forman el
tejido mas abundante del organismo, con alrededor del 45% del peso corporal total en
los mamiferos (Mattiazzi, 2000; Bissonnette, et al.1997); pero en algunos casos
representa hasta el 60% del peso corporal (Maltin, 2008).

Cada musculo esquelético, estd constituido por conjuntos de fibras
multinucleadas, cuyo origen ontogenético resulta de la fusion de varias células alargadas
mononucleadas llamadas mioblastos, las cuales se encuentran unidas entre si por tejido
conectivo (Kandel, 1997). Este tipo de musculo se inserta en los huesos del esqueleto
mediante tendones, razon por la cual se les ha denominado esquelético, y cuya principal
caracteristica funcional es la contraccion, mediante la cual genera fuerza o tension y
trabajo mecanico.

El sistema muscular es unico en su arquitectura y complejidad. Cada musculo es
diferente a los demas (Pette y Staron, 1990), dada su posicion anatdmica y porque estan
constituidos por distintos fenotipos de fibras, y su proporcion varia de musculo a

musculo (segun la funcidén que desempefian en las articulaciones u 6érganos).



1.3. Caracteristicas estructurales de las fibras musculares
1.3.1. La fibra muscular

Las caracteristicas fenotipicas de las fibras musculares son resultado de la
expresion de programas enddgenos especificos, particulares a cada una de ellas y que
son modulados por una amplia variedad de influencias exogenas y enddgenas (Bassel-
Duby vy Olson, 2006; Pette, 2006). Las fibras musculares son células alargadas
multinucleadas, mas o menos cilindricas, con un didmetro de entre 10 y 100 um y de
longitud variable, que va desde algunos milimetros hasta varios centimetros, y cuyos
extremos se fusionan con los tendones. Las fibras musculares organizadas en fasciculos,
estan contenidas por una cubierta de tejido conectivo llamada perimisio, mientras que el
musculo completo se encuentra envuelto por una capa de tejido conectivo, denominada
epimisio o fascia (Keynes y Aidley, 1985). Cada fibra muscular presenta en su periferia
una membrana plasmatica individual llamada sarcolema y la matriz extracelular, el
endomisio o ldmina basal (formada por las membranas celular y basal), con una gran
cantidad de pliegues e invaginaciones, los cuales conforman el sistema de tubulos
transversos (TT); de 0,1 um de diametro en promedio). Este sistema de tubulos asegura
que un potencial de accidon, pueda extenderse por todo el interior de la fibra. La
despolarizacion de la membrana plasmatica provoca la liberacion de Ca?* de su
principal reservorio, el reticulo sarcopldsmico (RS), el cual es un conjunto de tubulos
anastomosados entre si, que envuelve a las miofibrillas y que ocupa el 10 % del
volumen de la fibra (Darnell, et al. 1990; Mattiazzi, 2000). La liberacion del Ca?* del
RS incrementa la concentracion de [Ca?*]; intracelular lo que conduce a la contraccion
del musculo (Franzini-Armtrong, 1970; Kandel, 1997).

La membrana basal (20 a 100 nm de grosor) esta conformada por moléculas de
colageno tipo IV, laminina y fibronectina. Esta membrana sirve como sustrato a la
lamina reticular externa la cual esta formada por colageno tipo V, fibronectina y otras
proteinas fibrilares. Estas dos cubiertas constituyen el soporte estructural de las fibras
musculares y contribuyen por sus propiedades elasticas en el ciclo de la contraccion-
relajacion (Mattiazzi, 2000).

Cada una de las fibras del musculo, estd compuesta por una serie de subunidades
arregladas en forma paralela, denominadas miofibrillas, que se encuentran rodeadas por
el citoplasma, en donde se encuentran granulos de glucégeno, mitocondrias y pequefias

células satélite (consideradas mioblastos latentes). Las miofibrillas presentan un
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didmetro aproximado de 1-2 um y una longitud similar a la de la fibra muscular. Cada
miofibrilla estd constituida por unidades repetitivas ubicadas en serie, llamados
sarcomeros, y que representan la unidad morfo-funcional del musculo (Ganong, 1994;

Schiaffino, y Reggiani, 1996).

1.3.2. El sarcomero y su ultraestructura

La fibra muscular como las miofibrillas presentan un patron de estriacion
caracteristico, formado por bandas que se observan a lo largo del eje longitudinal de las
fibras y miofibrillas, que dieron origen al nombre de musculo estriado. Las bandas
obscuras "A" (anisotropicas) estan conformadas por filamentos de las proteinas actina y
miosina (filamentos delgados y gruesos), que presentan un alto indice de refraccion con
respecto a las bandas claras, llamadas bandas "I" (isotropicas). En medio de la banda
anisotropica ("A"), se observa una zona mas clara que la divide, la banda "H" que
contiene solo filamentos gruesos, en cuyo centro se encuentra la linea "M" donde se
concentran enzimas del metabolismo energético como la creatina-cinasa (Randall, et al.
2002; Schiaffino y Reggiani, 2011). En medio de la banda clara ("I") se localiza la linea
o disco "Z", la cual se encuentra a 2 pm de la siguiente linea "Z"; de modo que estas
lineas delimitan al sarcomero (Huerta, et al. 1986). Los sarcomeros pueden ser definidos
como un sistema de filamentos gruesos y delgados, interdigitados y separados entre si

por una distancia aproximada de 26 nm (Figura 1).

La Miofibrilla

Linea Z
Wi = Sy g0
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Figura 1.- Ultraestructura de una miofibrilla y un sarcomero. Se observan los
filamentos delgados y gruesos y los limites del sarcomero representados por las lineas

zeta (Modificado de Bear, et al. 2001).

Ultraestructuralmente, los filamentos gruesos del sarcomero tienen una longitud de 1.55
pum y un didmetro de 15 nm. Estdn compuestos por una proteina contractil llamada
miosina, que al tratarse con la enzima proteolitica tripsina se separa en dos proteinas: la
meromiosina ligera (MLC; por sus siglas en inglés) y la meromiosina pesada (MHC;
por sus siglas en inglés). La miosina es una molécula (PM: ~500 kDa) que funciona
como una ATPasa, es decir, hidroliza enzimaticamente el ATP para formar ADP y
pirofosfato (Pi), esta reaccion es activada por el Ca?* y es inhibida por el Mg?*.
Morfoldgicamente, la miosina es una molécula con forma de bastoncillo, de cuello
flexible y una cabeza globular (de meromiosina pesada) que se proyecta hacia afuera y
una cola (de meromiosina ligera) orientada al centro del filamento (White, et al. 2000).
La cabeza de la molécula con actividad de ATPasa conforma la base molecular del
puente cruzado. Cada molécula de miosina es un hexadmero compuesto de dos cadenas
pesadas (MHC) y cuatro cadenas ligeras (MLC).

Las cadenas pesadas y ligeras estdin ensambladas formando dos cabezas
globulares con una larga cola, cada cabeza globular estd compuesta del sub-fragmento
S1 (cadena pesada de miosina) y dos cadenas ligeras diferentes de miosina (una de 25
kDa llamada esencial y otra de 20 kDa llamada regulatoria) el sub-fragmento S1
contiene un sitio catalitico en donde se une e hidroliza el ATP, asi como un sitio para

unirse a la actina en el filamento delgado (Stevens et al. 2000).

Los filamentos delgados tienen una longitud de 1um y un didmetro de 5-6 nm, se
originan en las lineas "Z" (Aidley, 1978) y se extienden de manera longitudinal hacia el
centro del sarcomero a lo largo de la banda "I" hasta penetrar en la banda "A", donde se
intercalan con los filamentos gruesos. Los filamentos delgados estdn compuestos por la
proteina globular, la G-actina, que se polimeriza en soluciéon salina y forma un
filamento en forma de hélice, llamado F-actina (Pette v Staron, 1990), la cual representa
el 20% de la proteina miofibrilar y el 12% de la proteina total del musculo. Las
moléculas de F-actina se encuentran en el filamento delgado en forma de dos cadenas de
cuentas enrolladas entre si, de manera helicoidal. Las dos hebras se entrecruzan entre si

cada 36,5 nm y estan unidas en uno de sus extremos al disco Z. En los surcos de las
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hélices de F-actina se encuentran moléculas filamentosas de una proteina denominada
Tropomiosina (35 kDa), y aproximadamente a cada 40 nm de distancia, se encuentran
complejos proteicos conformados por 3 proteinas globulares unidas, que en conjunto se
denominan Troponina; la proteina mas pesada de este complejo es la denominada
Troponina T, (PM: 26-31 kDa), mientras que la segunda proteina es la Troponina I
(PM: 21 kDa) y la tercera proteina es la Troponina C (PM: 18 kDa) (Ganong, 1994).
Cabe aclarar que cada tipo de Troponina T, I y C presentan varias isoformas que
desempefian funciones especificas.

Cuando el musculo esta en reposo, el complejo proteico troponina-tropomiosina
mantiene inhibida la interaccion de la actina con la miosina mediante la unién de la
troponina I a la actina, lo que inhibe la actividad de la ATPasa de la miosina. Pero
cuando un potencial de accién provoca un incremento en la concentracion intracelular
de Ca?* en el sarcoplasma de la fibra, entonces tal cation se une a la proteina censora de
Ca®" (la Troponina "C") en los sitios III y IV, que se caracteriza por su gran afinidad al
Ca?* y por su baja especificidad. Durante el reposo, los sitios de la Troponina C se
encuentran ocupados por el i6n Mg?*, al mismo tiempo que los iones Ca®* estan
acoplados a los sitios reguladores de baja afinidad de la troponina C, denominados I y
II. La unién del Ca?* a los sitios mencionados de la proteina censora, después de un
potencial de accién, provoca que el filamento de tropomiosina se mueva de su posicion
de bloqueo a una posicion de no bloqueo (localizado en el surco de la doble hélice de
actina) permitiendo que las cabezas de miosina se acerquen a la actina y se establezcan
uniones, denominadas puentes cruzados, los que produciran la actividad contractil del
musculo mediante ciclos de union-desunion (Gordon, Homsher y Regnier, 2000 ).

En los musculos esqueléticos se presenta una extensa variedad de isoformas de
cadenas pesadas de miosina (MHC), entre las que se conocen al menos 10 isoformas
diferentes en los mamiferos adultos (Tabla 1; Stevens, et al. 2006; d'Albis y Butler-
Browne, 1993). Sin embargo, se han identificado nuevas variantes de la molécula de la
MHC de tipo lento en musculos de la quijada del gato y de fetos de rata, ademas de
otras isoformas de MHC rapidas observadas en el hamster sirio (D Albis y Butler-
Browne, 1993; Schiaffino y Reggiani, 2011). Asociadas con las MHC, se encuentran
diversas isoformas de cadenas ligeras de miosina (MLC) de tipo lento (MLCls,
MLC2s) y de tipo rapido (MLC1f, MLC2f, MLC3f) (Steven, et al. 2006). Ambas
isoformas MHC y MLC determinan la funciéon contractil del musculo esquelético

(Schiaffino y Reggiani, 2011).



Ademas de la variabilidad de las MHC, se ha demostrado la existencia de una
variedad de isoformas de las proteinas del complejo troponinico, tales como, la
troponina "C" lenta (TnCs) y rapida (TnCY), las cuales muestran distinta sensibilidad al
Ca®* (Schiaffino y Reggiani, 1996). En la actualidad también se conocen varias
isoformas de la troponina "I" (Tnls, Tnlf, Tnlc), de la troponina "T" (TnTs, TnTf), de la
tropomiosina y de otras moléculas miofibrilares que posiblemente influyan en el
numero de puentes cruzados formados entre los filamentos gruesos y delgados y por lo
tanto en la magnitud de la fuerza desarrollada y en la velocidad de contraccion de las
fibras musculares.

Tabla 1.- Principales isoformas de cadenas pesadas de miosina (MHC)

identificadas en musculos esqueléticos de diversas especies. (Modificada de D Albis v

Butler-Browne, 1993; Schiaffino y Reggiani, 2011).

ISOFORMAS DE
(MHC)

MUSCULO
(donde fueron sido identificadas)

Un tipo de MHC lenta (Tipo I).
Tres tipos de MHC rapidas
(Tipo HA, HHD/11X, 11B).

Un tipo de MHC embrionaria
MHC-Emb. (E).

Un tipo de MHC Perinatal (P)
Dos tipos de MHC stper rapidas
(1M y EOM)

Un tipo de MHC lenta tonica.
MHC-slow/tonic

Un tipo de MHC cardiaca
(a-cardiaca)

Un tipo MCH B-slow

Musculos de las extremidades y diafragma de
ratas, ratones, humanos (Adultos)

Musculos de las extremidades de ratas, ratones,
conejos, humanos (Adultos)

Identificadas durante el desarrollo embrionario
y primeras semanas de vida, en fibras en
regeneracion y ocasionalmente en musculos
extra oculares y otros como el masetero y el
timpano en ratas, ratones y humanos.

Igual que las fibras embridnicas o embrionarias
Descritas en musculos extra oculares y de la
quijada en gatos y perros.

Comunes en fibras poliinervadas de anfibios y
aves. Raras en musculos lentos extra-oculares
tonicos de ratas y en musculos que cierran la
quijada.

Identificadas en musculos masticatorios de la
quijada en conejo y humano (y corazon)

Se expresa en musculos lentos y en corazoén

Modificada de D" Albis y Butler-Browne, 1993; Schiaffino y Reggiani, 2011



Diversos estudios han establecido que la secuencia de expresion de las isoformas
de las cadenas pesadas de miosina (MHC) durante el desarrollo de los musculos de los
animales, influye de manera predominante en la expresion de las propiedades
contractiles de los musculos esqueléticos (Pette y Staron 2000). Por ejemplo, se sabe
que la expresion de las isoformas de MHC estan asociadas a etapas especificas del
desarrollo de los organismos: Las isoformas MHC-f (lenta ), MHC-2A, MHC-2X y la
MHC-2B son isoformas predominantes en los musculos esqueléticos de mamiferos
adultos. Mientras que las isoformas embrionaria (MHC-Emb) y neonatal (MHC—Neo)
(Figura 3) son predominantes en el musculo esquelético de animales durante estadios

tempranos del desarrollo (Brozanski, et al., 1991).

Ademés de las proteinas contréctiles y reguladoras que conforman los filamentos
delgados y gruesos mencionados, existen en los musculos esqueléticos otras proteinas
asociadas a los sarcomeros, tales como la Titina (denominada inicialmente Conectina) y
la Nebulina. Los filamentos de Titina se unen en el centro del sarcomero a los
filamentos gruesos, luego se extienden dentro de la banda "I" hasta llegar a los discos
"Z" donde se fijan y sirven como ancla de los filamentos gruesos. Desde el punto de
vista funcional, se ha sugerido que las propiedades elésticas de las isoformas de Titina
son en parte responsables de la relacion longitud-tension en reposo del musculo
esquelético, la destruccion de la Titina por radiacion ionizante o digestion por tripsina
ha mostrado decremento de la fuerza isométrica (Bottinelli, 2001). Por otro lado,
estructuralmente los filamentos de la nebulina, se encuentran estrechamente asociados
con los filamentos delgados y se extienden desde su insercion en la linea "Z" hasta el
extremo libre del filamento delgado, determinando la longitud del filamento delgado

(Schiaffino y Reggiani, 1996; Mattiazzi, 2000).

1.3.3. Tipos de fibras musculares

La manera en que se clasifican a los musculos y a las fibras musculares fue
modificandose historicamente de acuerdo a lo que se avanzaba en el conocimiento de la
estructura y funcion de dicho tejido. Una de las primeras formas de clasificar a los
musculos fue por su coloracidn, asi los musculos esqueléticos se dividieron inicialmente
en oscuros (rojos) y palidos (blancos). Pero poco después, cuando se observo la relacion
entre el color y la velocidad para contraerse y relajarse, los musculos fueron clasificados

como rapidos y lentos (Schiaffino v Reggiani, 2011). Al descubrirse que los musculos
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esqueléticos de los vertebrados e invertebrados se encuentran compuestos por diferentes
tipos de fibras (Goldspink, 1999) y tras lograr determinar la forma cémo se contraen,
¢éstas fueron clasificadas en dos grupos principales: a) El grupo de fibras musculares
fasicas o de sacudida y b) El grupo de fibras musculares tonicas.

Cuando se activa o estimula a las fibras de sacudida, éstas son capaces de
desarrollar tension pero cuando su estimulacion cesa, se relajan, por lo que se afirma
que este tipo de fibras se contraen de manera fasica (en respuesta a la activacion
nerviosa o por la estimulacion eléctrica del musculo, Tabla 2). En contraste el grupo de
fibras de los musculos tonicos (presentes en invertebrados que no responden en forma
de todo o nada, (Biewener, 2003) son fibras lentas que pueden mantener su tension por
largos periodos de tiempo, incluso cuando la activacién neural ha terminado. Como
resultado de tal comportamiento, las fibras de los musculos toénicos son adecuadas para
mantener la tension por periodos prolongados de tiempo, con bajos costos energéticos

(por ejemplo: el musculo abductor de los bivalvos (Biewener, 2003).

PROPIEDADES DE LAS FIBRAS FASICAS EN LOS MUSCULOS
ESQUELETICOS DE LOS MAMIFEROS

Propiedad Oxidativa Oxidativa rapida Oxidativa rapida
(Tipo I) (Tipo 11A) (Tipo 11B)
Velocidad de contraccion Lenta Rapida Rapida
(V-max)
Actividad ATPasa de la Baja Alta Alta
miosina
Resistencia a la fatiga Alta Intermedia Baja
Capacidad de fosforilacion Alta Alta Baja
oxidativa
Enzimas para la glucolisis Baja Intermedia Alta
anaerobia
Numero de mitocondrias Abundante Abundante Escaso
Didmetro de la fibra Pequeio Intermedio Grande
Fuerza por 4rea de la Baja Intermedia Alta

seccion transversal
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Tabla 2.- Muestra algunas de las propiedades diferenciales de las fibras fasicas de los

musculos esqueléticos de mamiferos (Modificada de Randall, et al. 2002).

Cuando las técnicas bioquimicas permitieron un mejor conocimiento de la
heterogeneidad metabolica de las fibras musculares de los mamiferos y de otros grupos
taxondmicos, las fibras pudieron ser clasificadas en tres tipos basicos al combinar dos
caracteristicas: 1) El tipo metabolico utilizado para la obtencidén de energia (oxidativo,
glucolitico o mixto) y 2) El tiempo requerido para su contraccidon y relajacion
(Golsdpink, 1980). De acuerdo a lo anterior, las fibras se clasificaron de la siguiente

manera:

1.3.3.1. Fibras lentas oxidativas (FLO). Este tipo de fibras se caracterizan por
contener un gran numero de mitocondrias y por desarrollar fuerza contractil que no
decae al ser estimuladas de manera prolongada, por lo que se consideran "resistentes a
la fatiga" (Close, 1964; Burke, et al. 1974; Golspink, 1978; Squire., 1981), y ademas
porque son capaces de realizar contracciones isotOnicas repetitivas en forma muy
eficiente. Sin embargo, las FLO solo son capaces de desarrollar entre el 1 y el 10% de la
fuerza que producen las fibras rapidas durante una sacudida simple (Philippi y Sillau,

1994),

1.3.3.2. Fibras réapidas glucoliticas (FRG). Este tipo de fibras son reclutadas cuando
un musculo requiere producir movimientos rapidos, o cuando se requiere mucha fuerza.
Se caracterizan porque se fatigan rapidamente cuando se estimulan de manera
prolongada y presentan altas concentraciones intracelulares de miosina-ATPasa

(mATPasa) y de fosforilasas (Kandel, 1997).

1.3.3.3. Fibras con metabolismo mixto (rapidas-oxidativas-glucoliticas (FCMM).
Este grupo de fibras es un subtipo de fibras rapidas que presentan caracteristicas
contréctiles intermedias entre las fibras rapidas FRG y las FLO. Son resistentes a la
fatiga y poseen un metabolismo combinado, oxidativo y glucolitico (Burke, et al. 1974;
Goldspink, 1980).
Como se expone en la Tabla 2, los distintos tipos de fibras musculares presentan
un didmetro diferente entre ellas. Esto es, las fibras FLO, FCMM y FRG presentan

didmetros pequefios, intermedio y grande, respectivamente. En algunos estudios, se ha
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sugerido que el didmetro de las fibras esta estrechamente relacionado con la demanda
metabolica de oxigeno (O2). De esa manera se explica que las fibras (FLO), las cuales
tienen altos requerimientos metabolicos de oxigeno, tienden a ser de menor diametro, lo
cual reduce las limitaciones fisicas para la difusion de ese gas. Mientras que las (FRG),
no dependientes del metabolismo oxidativo, tienden a desarrollar mayor didmetro
debido a que la difusion del oxigeno no es una limitante (Maltin, 2008).

Estos tres tipos de fibras se encuentran presentes en proporciones variables en
todos los musculos, dependiendo de la funcién del musculo, del estadio de desarrollo,

del estado patoldgico, entre otros factores (Huerta, et al. 1986).

1.3.4. Clasificacion histoquimica de las fibras musculares

A pesar de la importancia de la clasificacion sustentada en el tipo de
metabolismo de las fibras, no fue sino hasta mediados del siglo XX cuando se logrd
clasificar a las fibras musculares de acuerdo a la actividad enzimatica de la proteina mas
importante de la maquinaria contractil, la miosina. Fue entonces cuando los métodos
histoquimicos fundamentados en la actividad de la enzima de la cabeza de miosina
llamada ATPasa miofibrilar (mATPasa) se convirtieron en los métodos de tincion
mayormente utilizados para estudiar la estructura de los musculos esqueléticos. Tales
métodos histoquimicos fueron desarrollados inicialmente por Padykula y Herman en
1955 y posteriormente en 1970 por Brooke y Kaiser y Guth y Samaha. Estos métodos
permitieron por primera vez diferenciar los tipos y subtipos de fibras de los musculos
con base a la sensibilidad diferencial de la enzima mATPasa al pH (acido o alcalino) de
los medios de pre-incubacion. Esa caracteristica permitié clasificar a las fibras de los
musculos de acuerdo con el tipo de cadena pesada de miosina (MHC) que presentaban,
ademas de la existencia de tres tipos bdasicos de fibras; un tipo de fibra lenta
(denominadas "B" en la clasificacion de Guth y Samaha y Tipo I en la clasificacion de
Brooke y Kaiser) y dos tipos de fibras rapidas ("o" y "off" en la de Guth y Samaha, y
tipos IIA y IIB en la de Brooke y Kaiser) estos tres tipos de fibras se consideraron
equivalentes durante un tiempo, pero a partir de los afios 80s surgio evidencia de que
ello no era estrictamente cierto (Green, et al. 1982). Posteriormente, la clasificacion de
Guth y Samaha empez6 a caer en desuso, mientras que la clasificacion propuesta por
Brooke y Kaiser se mantuvo vigente, convirtiéndose en la clasificacion mas utilizada en

la literatura actual para distinguir o diferenciar los tipos de fibras de los musculos

13



esqueléticos (Lind y Kernell, 1991; Sjogaard, et al. 1978; Floeter, 1999). Cabe
mencionar que la clasificacion de Brooke y Kaiser propone la existencia de un cuarto
tipo de fibra, de tipo transicional, denominado "IIC" (Sjogaard, et al. 1978; Green, et al.
1982; Harrison, et al. 1996), el cual corresponde a las fibras del tipo "IID" reportada por
Shiaffino y Regianni en 1996. Asi, la técnica de tincion original desarrollada por
Brooke y Kaiser (1970) dio origen a una serie de técnicas modificadas, las cuales han
sido utilizadas extensamente, como la técnica de Lind y Kernell 1991, utilizada en el
presente estudio)

Sin embargo, a pesar de que los métodos histoquimicos de tincion
(relativamente cualitativos) son limitados para la identificacion de la multitud de fibras
“hibridas” (que poseen varias isoformas de MHC) que han sido descubiertas en épocas
mas recientes mediante métodos inmuno-histoquimicos o microquimicos (electroforesis
de fibra unica, RT-PCR, microarreglos), las técnicas cldsicas de histoquimica como la
de la ATPasa miofibrilar continuan siendo utiles por su simpleza y bajo costo (Pette,

2006).

1.4. Desarrollo embrionario del sistema muscular

La mayoria de los musculos esqueléticos en los mamiferos se derivan de células
del mesodermo paraxial, con excepcion de algunos musculos de la cabeza que se
forman a partir de células del mesodermo precordial (Buckingham, 1994). Durante las
primeras etapas del desarrollo embrionario de los mamiferos se establecen en cada una
de las somitas, dos linajes de células que en etapas posteriores dardn origen a un grupo
de células mono-nucleadas llamadas mioblastos. A partir del linaje de células que se
establecen en la region dorso medial de las somitas, se originaran los musculos
paraxiales y a partir de otro linaje de células (establecidas en la region ventromedial de
las somitas), se producirdn olas sucesivas de migracion, dirigidas hacia algunos sitios
especificos del embrion, en donde los mioblastos se diferenciaran y en etapas
posteriores del desarrollo originardn los primordios musculares de los miembros
pélvicos y toracicos (Ordhal y Le-Duarin, 1992).

De manera general, cuando una linea de mioblastos se fusiona para formar una
fibra muscular muchos mioblastos permanecen latentes, recibiendo el nombre de células
satélites (Winick y Noble, 1966; Christ y Brand-Saberi. 2002). Estas células son muy
importantes en el desarrollo y mantenimiento de las fibras musculares, ya que en

algunas condiciones (cuando estan en etapa de proliferacion) pueden asociarse con las
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fibras musculares y contribuir a incrementar el nimero de ntcleos de la fibra, y en otros
casos, las células satélites permanecen como células pluripotenciales entre la membrana
basal y la membrana celular de la fibra, manteniendo su capacidad de proliferacion y
fusion para eventualmente formar nuevas fibras musculares cuando ello fuese requerido
(Schiaffino y Reaggiani, 1996).

A partir de evidencia experimental, se ha establecido que los musculos
esqueléticos de los mamiferos presentan un desarrollo bifasico (Wilson, et al. 1988).
Esto es, durante la primera fase del desarrollo cuando los mioblastos se encuentran ya
establecidos en sus sitios de diferenciacion, entran en una etapa de proliferacion para
después fusionarse entre si conformando un sincicio multinucleado que da origen a
células alargadas, multinucleadas, llamadas miotubos primarios (fibras musculares
inmaduras), las cuales aparecen entre los 14 y 16 dias de la gestacion en la rata (Maltin,
2008; Rubinstein y Kelly, 1981). Posteriormente, la parte medial de los miotubos
primarios recién formados da origen a otras estructuras tubulares llamadas miotubos
secundarios (que proporcionan el volumen principal del musculo), los cuales crecen en
forma longitudinal y rodean a los miotubos primarios que les dieron origen hasta
alcanzar y eventualmente conectarse con los tendones (Wilson, et al. 1988).

Es importante mencionar que los miotubos primarios de la primera generacion
son los que definen la forma, el origen e inserciones de los musculos y en general este
tipo de miotubos forman fibras musculares lentas (Tipo I), mientras que los mioblastos
de migraciones subsecuentes (miotubos secundarios) en general a formar fibras
musculares rapidas (Tipo IIA y IIB) (Vanswearingen y Lance-Jones, 1995; Maltin,

2008). Este proceso se ilustra esquematicamente en la figura 2.

Miogenesis

primaria
/ﬂ%—r el | Eﬂ_i ; ’ Fibras lentas / Tipo |
-~ Embrionica
— .
I\.:,./’I /fE/:‘\ Fibras lentas / tipo | o Fibras
~ o

_ . . rapidas tipo

Miogenesis
— €

- secundaria
'\\

Fetal \‘\\ ;E Tipo Il / fibras rapidas

(tipo IIA = tipo IIB)
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Figura 2.- Diagrama que ilustra la miogénesis primaria y secundaria incluida la

formacion de los tipos de fibras lentas y rapidas (Maltin, 2008).

Diversos autores han mostrado que el nimero de fibras de los musculos de los
mamiferos no se incrementa después de que la diferenciacion embrioldgica de los
tejidos ha terminado (Ruiz, et al, 2013). Otros autores han sefialado que aunado al
incremento de didmetro que manifiestan las fibras musculares durante el crecimiento
posnatal (hipertrofia), también se produce un incremento en la longitud de las mismas.
Algunos autores, sugieren que el crecimiento longitudinal de las fibras resulta de la
adicion de nuevos sarcomeros en las miofibrillas, a lo largo de algunos puntos de su
longitud, mientras que otros afirman que el incremento en la longitud de la fibra se
produce por la agregacion en serie de sarcomeros en la parte final de las miofibrillas
(Goldspink, 1980; Stickland, et al. 1975).

El desarrollo del musculo esquelético de la rata se caracteriza por la
diferenciacion embrioldgica y neonatal de generaciones sucesivas de fibras musculares
(Figura 3). Tal proceso de diferenciacion se representa por diversos patrones de
expresion de las isoformas de las cadenas pesadas de miosina (MHC), las que al parecer
determinan las caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de los musculos esqueléticos.
Por ejemplo, los musculos de las extremidades pélvicas de la rata en el estadio
embrionario, fetal y perinatal temprano estdn conformados basicamente por fibras
lentas, con un patron de isoformas de las cadenas pesadas de miosina del Tipo MHC-
B/lenta-emb y MHC-f/lenta-neo. Sin embargo, durante la tercera y cuarta semana de
vida posnatal ocurre el proceso de transformacion de las isoformas embrionarias y
neonatales a las isoformas P/lenta, tipicas de la primera generacion de miofibras. De
igual manera, las fibras de la segunda generacion, derivadas de las formas embrionarias
neonatales, se transforman gradualmente en las isoformas MHC-f/lenta, I1A, 1IX y IIB
(De-Nardi, et al. 1993; Schiaffino y Reggiani, 1996). Cabe mencionar que las isoformas
ya diferenciadas, tienen la capacidad de reconvertirse a otras isoformas en etapas
posnatales posteriores, en respuesta a estimulos externos (por ejemplo, por efecto de
alguna lesién muscular, actividad/inactividad, Pette, 2006; Stevens, et al. 20006).

El desarrollo normal de un musculo puede ser afectado por diversos factores,
tales como el ejercicio, la denervacion (Redenbach y Bressler, 1988; Harris, et al. 1989)
o por alteraciones hormonales como el hipotiroidismo (Wilson, et al. 1988). La

desnutricidon es otro factor capaz de alterar el desarrollo de los musculos esqueléticos.
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Por ejemplo, se ha reportado que el niimero de miotubos secundarios que originan la
mayoria de las fibras rapidas (Tipo II) se ve significativamente reducido de manera
irreversible por la desnutricion (Wilson, et al. 1988), mientras que el numero de
miotubos primarios que originan a las fibras lentas (Tipo I) permanece sin cambio ante
tal condicion nutricional. Por esta razon, es de esperar que los musculos lentos no sean
afectados de forma significativa por la desnutricion, a diferencia de los musculos
rapidos, constituidos por fibras del Tipo II, originadas tanto de miotubos primarios

como de secundarios (Prakash, et al. 1993).

Generacion Generacion
primaria secundaria

embrionica :
( lenta, neonatal )

FETAL ! L D
embrionica embrionica embrionica
lenta neulnatal neonatal
|
L 1 1 1
MNEOMNATAL
emb/neo, emb/neoc emb/nec emb/neo
lenta =—— 28 +~— 2X =— 2B
POSTNATAL | | | |

lenta lenta < 2A “— 2X <+ 2B

De Nardi, et al. 1993

Figura 3.- Diagrama que ilustra el proceso de diferenciacion de las fibras musculares
durante el desarrollo embrionario y perinatal en el musculo rdpido EDL de la rata

Wistar (De-Nardi, et al. 1993).

El crecimiento de los musculos esqueléticos ocurre a través de dos procesos
acoplados entre si. El primero llamado hiperplasia, resulta de un incremento en el
numero de fibras preexistentes. El segundo y posterior, llamado hipertrofia, ocurre por
un aumento en el tamafio de las fibras musculares. La hiperplasia ocurre durante el
estadio de células precursoras mononucleadas (mioblastos) mientras que la hipertrofia
se produce durante el estadio de célula multinucleada (Brameld, et al. 1998). En
adicion, las fibras musculares pueden incrementar su numero cuando alcanzan un

volumen y tamafio critico, entonces comienzan a dividirse en forma longitudinal, lo que
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permite que sean afadidos nuevos sarcomeros a lo largo de las miofibrillas,

ocasionando un aumento en la masa miofibrilar del musculo (Goldspink, 1977).

1.5. La contraccion muscular

La contraccion de los musculos esqueléticos, usualmente voluntaria, se
encuentra bajo control del sistema nervioso a través de la interaccion entre el axon de
una neurona motora y varias fibras musculares que forman la llamada unidad motora
(Boron y Boulpaep, 2009). En los mamiferos, las vias nerviosas motoras se originan a
partir de las motoneuronas del asta ventral de la médula espinal, representadas por las
motoneuronas "y" asociadas al huso muscular y las motoneuronas "a", que inervan a las
fibras extrafusales. La inervacion sensorial proviene de las fibras intrafusales (dentro de
los husos musculares), las cuales registran los cambios de longitud y de los 6rganos de
Golgi localizados en el tendon, los cuales perciben la fuerza o tension desarrollada por

los musculos durante la contraccion (Aidley, 1978; Keynes y Aidley, 1985; Aidley,
1989).

La contracciéon del musculo esquelético se produce mediante una serie de
eventos, los que en forma colectiva se les denomina acoplamiento excitacion-
contraccion. Este proceso se inicia con la conduccion del potencial de accion a lo largo
del axon de la neurona motora hasta alcanzar las terminales axonicas, causando la
liberacion del neurotransmisor acetilcolina (Ach) de la unidon neuromuscular,
posteriormente la interaccion del neurotransmisor con sus receptores (nicotinicos) en la
membrana de la fibra muscular, provoca un incremento en la conductancia a los iones
sodio y potasio, generando un potencial de placa terminal, el que a su vez si es de
amplitud apropiada, provoca un potencial de accion que se propaga por toda la
membrana sarcolemal, penetrando al interior de la fibra a través de los tibulos
transversos. Cada tibulo se encuentra rodeado por dos estructuras del reticulo
sarcoplasmico (RS) en forma de saco llamadas cisternas terminales, formando una
estructura de tres piezas llamada triada (Figura 4) la cual es considerada una regién
subcelular critica, en donde la despolarizacién de la membrana tubular se transforma en
una liberacion masiva de Ca?* del RS, que eleva la concentracion intracelular de tal

cation, hasta alcanzar valores de entre 10~ a 10 > M (Perry y Dhoot, 1980).
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1.5.1. El papel del calcio en la contraccion muscular

Dos complejos proteinicos en la triada (figura 4) son de particular importancia en el
proceso de acoplamiento excitacion-contraccion: el canal Tipo L, sensible a Ca?",
localizado en la membrana del tabulo T, también denominado receptor de
dihidropiridina (DHPR), y el canal de liberacion de Ca>* que se localiza en la membrana
del RS, llamado receptor RyR. Después de la despolarizacion de la membrana del
Tubulo Transverso (TT), el DHPR sufre un cambio conformacional y comienza a actuar
como un sensor de voltaje. Cuando se activa el DHPR sufre una interaccion mecanica
con el receptor de RyR, lo que provoca la liberacion de Ca?* de la cisterna terminal.

El incremento en la concentracién de Ca®" citosolico, permite su unién a la
troponina "C", formandose el complejo Ca?*-troponina C, el cual es capaz de provocar
un cambio conformacional en el complejo de proteinas contréctiles troponina-
tropomiosina que determina su corrimiento, liberando el bloqueo del sitio activo y
permitiendo la interaccion de la miosina con la actina, de modo que quedan expuestos 7
sitios de receptores por cada molécula de troponina "C" unida a un ién Ca** (Ganong,
1994). En tales sitios se fijan las cabezas de miosina y se forman puentes cruzados o
transversos (Franzzini-Armtrong, 1970; Huerta, et al. 1986; Kandel, 1997), los que
capacitan al sarcomero para producir fuerza al acortarse las fibras del musculo. La
ocurrencia de cambios en alguno o en varios de estos eventos podria conducir a
alteraciones en el proceso del acoplamiento excitacion-contraccion, los que se
reflejarian en la produccion de fuerza de las fibras musculares (Danieli-Betto, et al.
1995). Aunado a lo anterior, se ha demostrado que el incremento de la [Ca?*]; produce
un aumento en la velocidad con que se forman los puentes cruzados durante la
contraccion (Mattiazzi, 2000).

En el musculo esquelético, el receptor de DHPR es un complejo proteico
heteromérico, formado por 5 subunidades: al, a2, B, v, 6 (Figura 5). La subunidad "al"
funciona como canal de Ca?* sensible al voltaje (Schiaffino y Reggiani, 2011), mientras

que las otras subunidades realizan una funcion moduladora.
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Figura 4.- Diagrama que muestra los elementos de una triada (un tabulo T y dos
cisternas terminales) y su relacion estructural con los receptores de Rianodina (RyR) y

Dihidropiridina (DHPR) (Randall, et al. 2002).

La subunidad "al" contiene 4 dominios internos (I, IL, III, IV), con 6 segmentos
transmembranales (S1- S6) y contiene cargas positivas localizadas primariamente en los
aminoacidos arginina y lisina, las cuales son capaces de moverse a la periferia de la
bicapa lipidica en respuesta a cambios en el potencial de membrana. Tal cambio o
movimiento de cargas permite al receptor de DHPR percibir la despolarizacion de la
membrana y provocar un cambio conformacional en dicha proteina, lo que induce al
receptor de RyR a sufrir un cambio en su conformacion, permitiendo la apertura de los
canales de Ca?" (Paine y Delboro, 2006). Una proteina que cominmente interactiia con
la DHPR es la proteina cinasa A (PKA), la cual fosforila las subunidades "al" y "B" de
la DHPR. La fosforilacion del DHPR por la PKA incrementa por lo general la actividad
del canal de Ca®" de manera muy rapida, durante despolarizaciones repetidas (trenes de
pulsos). La rapidez de la fosforilacion y el incremento subsecuente de la actividad del
canal de Ca*" son debidos a que la PKA se ancla en la membrana muy cerca de la
DHPR, lo cual permite mejorar la salida de Ca*>* del RS.

Los receptores RyR se encuentran en la membrana del RS, son complejos
proteicos homotetramericos que funcionan como canales intracelulares de Ca®’
(Rubtsov, 2001; Schiaffino y Reggiani, 2011). El musculo esquelético y cardiaco
expresan distintos tipos de receptores RyR: El tipo RyR1 es el receptor caracteristico del

musculo esquelético y el RyR» lo es para el musculo cardiaco. Un tercer subtipo de
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receptor, denominado RyRs puede expresarse en el musculo esquelético durante el
desarrollo, ademas en otros tejidos. (Payne y Delboro, 2006). EI RyR es una proteina de
>500 KDa, cuyas subunidades estan localizadas predominantemente en el lado
citoplasmico de la membrana del RS (aproximadamente el 90% de las subunidades). Tal
dominio citoplasmatico constituye la region electro-densa denominada "pie" por
Franzini-Armstrong en 1970.

La actividad del RyR es regulada por muchos componentes celulares, en los que
se incluyen Ca?*, Mg?*y ATP. El Ca*" ejerce un efecto bifasico sobre la activacion del
receptor RyRi1, a bajas concentraciones lo activa (micromolares) y en altas
concentraciones lo inhibe (milimolares). El Mg?* a niveles fisioldgicos inhibe la funcion
del RyRi1, mientras que el ATP actia como un activador del RyRi, pero solo en su

forma libre (Rubtsov, 200).

El RyR1 también interactia con otras proteinas como la Calmodulina (CaM), la
cual ejerce un efecto de activacion a bajas concentraciones de Ca®" o de inhibicién a
altas concentraciones de dicho cation (Berchtold, Brinkmeier, Muntener, 2000). Otras
proteinas que también se asocian con el RyRi son la FK506, FKBP-12 y Ila
Calsecuestrina (CSQ). Siendo esta ultima, la principal proteina de amortiguamiento
dentro del lumen del RS. Cada molécula de CSQ es capaz de unirse de manera
reversible a 40-50 iones Ca?" (Paine y Delboro, 2006), ademas la CSQ y otras proteinas
intrinsecas de la membrana como la Triadina y la Juntina forman un complejo
cuaternario (puente de proteina) con el canal de RyRi1, donde la CSQ ayuda a acumular

grandes cantidades de Ca®" en el lado luminal del canal (Schiaffino y Reggiani, 2011).

La cantidad de Ca?* liberada del RS por un potencial de accion es mayor en las
fibras rapidas que en las lentas: 350 pmol/l de Ca*" en fibras rapidas, mientras que es
solo de 120 pmol/l en fibras lentas de los musculos de raton (Schiaffino y Reggiani,
2011). Tal diferencia en la concentracion de calcio liberado del RS podria estar
relacionada con la abundancia de canales RyR, siendo mdas del doble en las fibras
rapidas que en las lentas. La disminuciéon rapida de los transitorios de Ca*' es
determinada por la activacion de mecanismos de remocion, presentes en las membranas
del RS, mitocondrias y sarcolema y por la unién del ion Ca®" a moléculas que lo atrapan

(Parvalbumina, troponina C, Calmodulina). Aunque es necesario resaltar que la
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Parvalbumina solo es expresada en las fibras tipo 2B y 2X pero no en las 2A y en las

Tipo I (Schiaffino y Reggiani, 2011).

contraccién

Figura 5.- Esquema que muestra la arquitectura del Receptor de hidropiridina (DHPR)

y los 5 tipos de subunidades que lo conforman (Catterall, 2011).

1.5.2. Tipos de contraccion muscular

Desde el punto de vista mecanico, durante el desarrollo se producen cambios en
la actividad contractil de los musculos esqueléticos. En etapas posnatales tempranas,
todos los musculos de las extremidades pélvicas de la rata presentan tiempos de
contraccion y relajacion similares (Close, 1964; Close y Rhot, 1972; Pette y Vrbova,
1985). Sin embargo, tales parametros de la contraccion se modifican después de las
primeras tres o cuatro semanas de vida posnatal (Navarrete y Vrbova, 1985), tiempo en
el que ocurre el proceso de diferenciacion y/o maduracion de una proporcion de las
fibras musculares. A través de ese proceso las fibras se transforman de lentas a rapidas
(de tipo adulto), lo que involucra la ocurrencia de una secuencia dindmica y compleja de
eventos, que comprenden cambios histoldgicos, bioquimicos, metabolicos, estructurales
y funcionales en los musculos (Eppenberger, et al. 1964; Close, 1964; Kelly y Zaks,
1969; Morris, et al. 1976; Rubistein y Kelly, 1981; Botinelli, et al. 1991; Hall y De
Luca, 1975; Morris, et al. 1976).

La respuesta de un musculo a un solo estimulo eléctrico es la sacudida simple

(Figura 16) y su registro es de tipo isométrico de modo que muestra una fase de
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contraccion inicial (incremento de tension) seguida de una fase de relajacion (caida de
la tension), tras la cual se restablece la tension basal (Keynes y Aidley, 1985). En etapas
tempranas del desarrollo de los mamiferos, la mayoria de sus musculos esqueléticos
presentan una sacudida simple débil (poca fuerza) y tiempos de contraccion y relajacion
prolongados, correspondientes a musculos lentos y a medida que van madurando
pueden generar mayor fuerza en menores tiempos de contraccion y relajacion (Close,
1964). Se ha sugerido que tales diferencias en la temporalidad de la sacudida simple y
en la fuerza, incluyen cambios en el “estado activo de Hill” (ver mas adelante) que se
reflejan en la magnitud de fuerza que desarrollan los elementos contractiles del
sarcomero (Close, 1964).

La respuesta mecanica del musculo a la estimulacion repetitiva se caracteriza por
la suma de las sacudidas simples, es decir, si se estimula el musculo durante la fase de
relajacion de una respuesta contractil, antes de que alcance la tension basal, el musculo
responde desarrollando tension nuevamente, de modo que se produce otra respuesta
antes de concluir la anterior, fusionandose las respuestas. Esto es, mientras mas alta sea
la frecuencia de estimulacion, menor serd el tiempo de separacion entre las
contracciones y el musculo desarrollard mayor tension, produciendo una contraccion
tétanica. A frecuencias superiores a 100 Hz, el musculo desarrolla la fuerza maxima que
es capaz de producir (Aidley, 1978).

Es probable que la velocidad de contraccion de un musculo completo refleje en
forma indirecta el nimero y la proporcion relativa del tipo de fibras que contiene. Por
ejemplo, el musculo Extensor Digitorum Longus (EDL) de la extremidad posterior de la
rata tiene una mayor proporcion de fibras del tipo II y por lo tanto se contrae y relaja
rapidamente, mientras que el musculo Soleo también de la extremidad posterior es mas
lento para contraerse y relajarse debido a que contiene una mayor proporcion de fibras

tipo I (Wareham, et al. 1982).

1.5.3. Teoria del deslizamiento de los filamentos y ciclo de los puentes cruzados
Para explicar la tensidn que genera un musculo durante la contraccion, los
investigadores  Huxley, Niedergerke y Hanson, propusieron en 1954, que el
acortamiento de las fibras musculares provoca el desplazamiento de los filamentos finos
sobre los filamentos gruesos hacia el centro del sarcomero, por lo cual el musculo se
acorta sin que la longitud de los filamentos individuales se modifique, esta propuesta se

conoce como la teoria del deslizamiento de los filamentos (Huxley, 1974; Schutt y
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Lindberg, 1993). El deslizamiento de los filamentos delgados se ilustra en la Figura 6.
La teoria del deslizamiento de los filamentos, propone que durante el proceso de la
contraccion muscular los puentes cruzados (formados por las cabezas de miosina) que
sobresalen transversalmente de los filamentos gruesos, se unen al filamento fino a través
de un sitio activo localizado en la actina, en una posicion de 90° grados, y cuando el
musculo desarrolla tensidn, estos puentes giran sobre su eje, a una posicion de 45°
grados, de modo que desarrollan tension sobre el filamento fino, el cual se desliza sobre
el filamento grueso hacia la zona media del sarcomero. Esta teoria predice que la fuerza
contractil es linealmente proporcional al numero de puentes transversos que se
establecen (Huerta, et al. 1986; Kandel, 1997).

Posteriormente el puente cruzado se separa del filamento fino para volver a
unirse a otro punto del filamento. Los puentes cruzados de las mitades opuestas giran en
direccion contraria y de esa manera, acercan a cada mitad del sarcomero hacia el centro.
Un ciclo tnico de union-rotacion-des-union, produce un movimiento relativo de los dos
filamentos de aproximadamente 100 °A. Si todos los puentes cruzados de un musculo
cumplieran un solo ciclo, el musculo se acortaria 1% de su longitud. Sin embargo, los
puentes cruzados cumplen en realidad varios ciclos durante la contraccién lo que
explica que el musculo pueda acortarse mas del 50% de su longitud en reposo
(Mattiazzi, 2000).

En términos generales, cuando una molécula de ATP se encuentra unida al sitio
receptor de la cabeza de miosina, la unidon de ésta con el filamento de actina se inhibe
hasta que la miosina, por su actividad ATPasica, desdobla el ATP. Sin embargo, los
productos del desdoblamiento del ATP no se disocian inmediatamente de la cabeza de
miosina, por lo que se forma un complejo temporal intermedio de miosina, ADP y
pirofosfato (Pi) y la subsecuente disociacion del ADP y el Pi de la cabeza de miosina.
En condiciones de reposo, cada puente cruzado mantiene unida a una molécula de ATP

o0 los productos del desdoblamiento del ATP.
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Modelo de los filamentos deslizantes

LineaZ

Filamento
delgado =

Peso .

Figura 6.- Muestra el acortamiento de las fibras musculares debido al deslizamiento de

los filamentos delgados hacia el centro del sarcomero (Bear, et al. 2001).

La siguiente fase de la secuencia es la union del complejo miosina-ADP-Pi con
la actina, lo que da lugar a la formacion del denominado complejo activo (actina-
miosina-ADP-Pi). La unién de la miosina y la actina es una unidon débil (“Weak-
Binding”) en la que no hay produccion de fuerza, pero activa a la enzima mATPasa,
promoviendo asi la liberacion de un fosfato de alta energia del ATP. La liberacion del Pi
determina una union fuerte de la miosina a la actina ("Strong-Binding") que se
acompaiia de un cambio en la posicion del puente cruzado, provocando el deslizamiento
del filamento fino sobre el grueso. De acuerdo con Boron y Boulpaep (2009), las etapas
del ciclo pueden resumirse en 5 fases o pasos que en conjunto reciben el nombre de

ciclo de los puentes cruzados (Vease Figura 7).

FASES DEL CICLO DE LOS PUENTES CRUZADOS

Paso 1. La union del ATP: ElI ATP se une a la cabeza de la cadena pesada de

miosina (MHC), lo que disminuye la afinidad de la miosina por la actina y se produce la
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liberacion de la cabeza de miosina del filamento de actina (este paso no ocurre en todos

los puentes cruzados, lo que evita la completa relajacion del musculo).

Paso 2. La hidrolisis de la molécula de ATP sobre la cabeza de miosina da
como resultado que la cabeza gire en la region de la bisagra a una posicion de gatillo
(angulo de 90° respecto a los filamentos grueso y delgado), dicha rotacion causa la
inclinacion de la cabeza, que se mueve (~11nm) a lo largo de dos mondémeros del

filamento de actina.

Paso 3. Formacion del puente cruzado. En este paso, la cabeza de miosina
colocada en la posicion de gatillo se une a una nueva posicion sobre el filamento de
actina, formando un puente cruzado, esta union refleja el incremento de la afinidad del

complejo miosina-ADP-Pi hacia la actina.

Paso 4. Liberacion del Pi de la miosina. La disociacion del Pi de la cabeza de
miosina provoca un cambio conformacional en la region de la bisagra que permite que
la cabeza de miosina se flexione ~45° y jale el filamento de actina ~11nm hacia la cola
de la molécula de miosina, este cambio causa que el filamento de actina sea desplazado

a lo largo del filamento de miosina, generando fuerza o cambio de longitud.

Paso 5. Liberacion de ADP. La disociacion del ADP de la miosina completa el
ciclo y el complejo actina-miosina alcanza un estado de rigidez, debido a que las
cabezas de miosina permanecen en la posicion de 45°, el complejo de miosina-ADP
permanece unido a la actina hasta que otra molécula de ATP se una a la cabeza de

miosina (Paso 1) y se inicie un nuevo ciclo.
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Figura 7.- Muestra esquematicamente las fases del ciclo de los puentes cruzados en el

musculo esquelético. (Geeves, et al. 2005; Fitts, 2008).

1.5.4. Modelo mecanico del musculo esquelético

Las propiedades mecanicas del muasculo han sido explicadas a través del modelo
visco-elastico de Hill (1938). Este modelo considera que el musculo esquelético se
comporta de acuerdo a la ley de Hooke, donde la longitud de un objeto con una
elasticidad ideal aumenta en proporcion a la fuerza aplicada. De acuerdo a este modelo,
el musculo esquelético estd conformado por dos componentes. El primero es el
elemento contractil, que produce fuerza durante el periodo de actividad muscular, pero
durante el reposo es libremente extensible y por lo tanto no ofrece resistencia alguna al
estiramiento. Estructuralmente, el elemento contréctil estd constituido por las proteinas
contractiles que conforman los filamentos finos y gruesos de los musculos. Este
componente se estudia mediante la cuantificacion de pardmetros como la tension o
fuerza desarrollada durante la sacudida simple y/o tetanica y de otros parametros como
el tiempo al pico, el tiempo medio de relajacion y su relacion con la concentracion de
Ca?* en el citoplasma.

El segundo componente del muisculo en este modelo es el elemento eldstico
constituido en general por los tendones y el tejido conjuntivo que rodea a las fibras
musculares. El elemento elastico se subdivide en dos tipos, el componente elastico en

serie y el componente elastico en paralelo (Figura 8).
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La parte pasiva del elemento elastico en serie es el tejido conectivo, el cual se
encuentra externo al musculo y reside en las estructuras tendinosas que unen a las fibras
del musculo con las articulaciones. También se podrian incluir como elementos
elésticos en serie a los discos "Z" del sarcomero (Randall, et al. 2002). Mientras que el
resto del elemento eléstico en serie (la parte activa) se encuentra ubicada en las células
musculares mismas, y en los elementos productores de fuerza, los puentes cruzados

(Mattiazzi, 2000; Guyton y Hall, 2000).

Componente

Componente
elastico en serie

Componente
elastico en paralelo

Figura 8.- Modelo de los componentes contractil y elastico del musculo esquelético

(Randall, et al. 2002).

Por otro lado, el elemento elastico en paralelo se encuentra dispuesto en forma
paralela al elemento contréctil y al elemento eléstico en serie (Figura 8). En el modelo
visco-elastico de Hill, el elemento eldstico en paralelo representa las propiedades
elasticas de la membrana plasmatica de las fibras musculares y del tejido conectivo que
se encuentra en paralelo con las fibras. Sin embargo, es probable que otros componentes
de la célula muscular, tales como los filamentos de Titina y otras proteinas como la
Nebulina también influyan en las propiedades elasticas de las fibras (Aidley, 1978;
Schiaffino y Reggiani, 1996).

De acuerdo con este modelo fisico, para que los muisculos puedan ejercer tension
sobre una articulacion es imprescindible que los elementos contractiles produzcan en
primera instancia, una tension equivalente a la fuerza necesaria para vencer la
resistencia impuesta por el elemento eldstico (tensidn pasiva) y subsecuentemente,

tengan la capacidad de ejercer tension sobre la articulacidn (tension activa). Por lo tanto,
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la manifestacion de la tension muscular durante una sacudida simple depende en gran
medida de las caracteristicas de los dos tipos de elementos, esto es, mientras mayor sea
el elemento eldstico mayor tension tendria que desarrollar el elemento contractil
(Aidley, 1978).

El componente elastico en serie debe ser estirado antes de que pueda transmitirse
la tension desarrollada por el componente contréctil, cuando la tension desarrollada en
los componentes elasticos en serie iguala el peso de la carga, el musculo comienza a
acortarse desarrollando una contraccion isotonica (el misculo cambia de longitud), esto
es lo que produce el cambio de posicion de la articulacion. Ahora bien, esa accion es
dindmica y puede dividirse en concéntrica y excéntrica. En la primera, cuando el
musculo se acorta la articulacion se mueve y se desarrolla tension, mientras que en la
segunda, la resistencia excede la fuerza que desarrolla el musculo y éste desarrolla
tension cuando se encuentra estirado (Virgen Ortiz, 2002). Por otro lado, si la carga es
pesada como para que el musculo no pueda acortarse (no cambia la longitud) se tendria
una contraccion isométrica (Randall, et al. 2002). Estas son, en términos generales, las
dos formas en que los musculos pueden contraerse. Por ello, la contraccion isométrica
es caracteristica de musculos encargados de mantener la posicién corporal constante,
mientras que la contraccidon isotdnica es tipica de los musculos cuya funcién es

desplazar articulaciones (Aidley, 1978).

1.5.5. Curvas de tensién-longitud y estado activo

Durante la contracciéon muscular, los sarcomeros se acortan debido a que los
filamentos de actina se deslizan hacia el centro de la sarcomera jalados por los puentes
cruzados (o transversos) y como los filamentos delgados estan anclados en los discos Z,
los sarcomeros se acortan. Una de las pruebas que apoya la teoria de los filamentos
deslizantes es la relacion longitud vs tension. La curva longitud-tension relaciona el
grado de sobreposicion de los filamentos gruesos y delgados y la tension desarrollada.
Los puentes cruzados del filamento grueso se activan y se adhieren a los filamentos
delgados de actina antes de que estos inicien el deslizamiento de uno sobre el otro. Mas
aun, antes del deslizamiento de los filamentos éstos deben compensar la laxitud de los
componentes elasticos en serie antes de desarrollar completamente la tension. El estado
de los puentes cruzados puede determinarse por medio de la aplicacion de tirones
rapidos después de la activacion (pero deben ser aplicados antes de que el musculo haya

desarrollado por completo su tension Randall, et al. 2002). La razén para la aplicacion
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de los tirones rapidos es provocar la extension de los componentes elasticos en serie,
eliminando el tiempo que se requiere para que el elemento contréctil los estire. La
tension registrada representa entonces la fuerza de las uniones entre los filamentos
gruesos y delgados, la cual se relaciona con la fuerza de adhesion de los puentes
cruzados en el momento del tiron rapido, si la fuerza durante el tiron rapido es mayor a
la fuerza de adhesion de los puentes cruzados, estos se separan del filamento delgado.
Siendo tal fuerza igual a la capacidad de carga del musculo en el momento del
estiramiento y serd proporcional al promedio del nimero de puentes cruzados activos
del sarcomero. Por lo tanto, el término estado activo es referido a la tension del musculo
medida durante experimentos de estiramiento rapido, después de una breve estimulacion
y corresponde a la adhesion de los puentes cruzados de miosina a los filamentos
delgados de actina y al pequefio acortamiento interno que se produce (Randall, et al.
2002). Se considera que esta secuencia temporal ocurre en paralelo a los cambios en la
concentracion de Ca?* sarcoplasmico libre. La prolongacion del estado activo por un
tren de potenciales de accion de alta frecuencia se denomina tetania. La produccion de
fuerza por el aparato contractil resulta de la interaccion de los puentes cruzados de
miosina-actina. De manera simplificada, la regulacion de la fuerza a nivel de los puentes
cruzados puede ser descrita como un modelo de dos estados. El cual incluye: a) Grupos
de puentes con union débil (“Weak-Binding”; WB) o estados donde no se genera fuerza
y b) Grupos de puentes en union fuerte (“Strong-Binding”; SB) o estados de produccion
de fuerza. Cuando el Ca®" libre se incrementa arriba de un nivel umbral, los puentes
cruzados ciclan continuamente entre esos estados. La transicion entre los dos estados se
caracteriza por un indice o proporcion constante de transicion del estado WB al SB
(fapp) y del SB al WB (gapp). La fraccion de puentes cruzados en estado SB (Fs)
pueden ser definidos como: Fs = (fapp) / (fapp) + (gapp) (Ward, et al. 2004).

1.5.6. Factores que pueden afectar la respuesta contractil de los musculos

El musculo esquelético sufre cambios profundos en la composicion de sus
sistemas contractiles, regulatorios y de produccion de energia durante el crecimiento,
particularmente poco antes del nacimiento y durante la vida posnatal temprana
(Goldspink v Ward, 1979). Por ejemplo, ocurren cambios en el curso temporal del
estado activo (Close, 1964), en las caracteristicas de los elementos elasticos, en la
actividad enzimatica (de la mATPasa), en los patrones de inervacion (de polineural a

mononeural), ademas de la diferenciacion y maduracion del sistema de tubulos
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transversos y membranas del reticulo sarcopldsmico (RS). Goldspink y Ward, 1979;
Pereon, et al. 1993; Takekura et al. 1994) y otros factores que regulan la concentracion

del [Ca?*]i (Pette y Staron, 1990).

Gran numero de factores internos y externos, son capaces de modificar la
respuesta contractil de los musculos esqueléticos, algunos de ellos se muestran en la

tabla 3.

FACTORES QUE MODIFICAN LA MAGNITUD DE FUERZA
QUE PRODUCEN LOS MUSCULOS ESQUELETICOS

1.- El numero de fibras que contienen (Bedi, et al. 1982).
2.- Las proporciones de tipos de fibras que presentan (Toscano, et al. 2008).

3.- El pH sarcoplasmico, [lactato], [HCO3], (Hansen, et al. 2005; Cristensen, et
al. 2005).

4.- El Status hormonal, (hormonas tiroideas TSH, T3, T4 (Everts, 1996;
Harrison, et al. 1996).

5.- La concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Power, et al.
2008; Oba, et al. 1996).

6.- La rigidéz y/o elasticidad de los componentes elésticos (Toscano, et al. 2008)
7.- Angulo de pinnacién y longitud de la fibra (Narici y Maganaris, 2006;
Biewener, 2003).

8.-Temperatura (Broch-Lips, et al. 2007; Ranatunga, Wilye, 1983,
Ranatunga, 1982)

9.- Fraccion de puentes cruzados en estado de union fuerte "Strong-Binding"
SB. (Ward, et al. 2004).

10.- Desnutricion (Wareham, et al. 1982; Ramirez Oseguera, et al. 2013).

11.- Cantidad de proteina contractil (Moran, et al. 2006).
12.- Proporciodn de fibras hibridas (Peuker y Pette, 1997; Stephenson, 2001).

Tabla 3.- Se muestran algunos factores intrinsecos y extrinsecos que son capaces de

modificar la fuerza de contraccion en los musculos esqueléticos.
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2. ANTECEDENTES

La desnutricion es un estado de deficiencia en el consumo de energia y/o
nutrimentos o en la biodisponibilidad de ellos, provocada por diversas causas
(Rodriguez, 2011).

Actualmente la caracterizacion de los efectos de la desnutricion sobre los
procesos bioldgicos, 6rganos y tejidos de los seres vivos, es una prioridad para la
investigacion cientifica debido a la incidencia, la prevalencia y la distribucion de esta
patologia en el mundo. (Existen mas de 1000 millones de personas desnutridas,
Blakburn, 2001; 178 millones de ellos, son nifios menores de 5 afios los cuales sufren
desnutricion cronica (talla baja para la edad) ENSANUT, 2012,

La prevalencia de la desnutricion cronica en nifios menores de 5 afios en México
es de 1.5 millones (Encuesta Nacional de Salud y Nutricion ENSANUT, 2012).

En la literatura existe un cumulo de evidencia morfoldgica, fisiologica,
bioquimica y conductual sobre los efectos que genera la desnutricién crénica sobre
diversos organos y tejidos (Morgane, et al. 1992, 1993), en muchos de ellos destaca que
el musculo esquelético es el tejido més afectado por la privacion cronica de alimento en
los organismos (Smart y Bedi, 1982; Brozanski, et al. 1993; Harrison, et al. 1996;
Desali, et al. 1996;).

Existe una gran variedad de musculos esqueléticos en los vertebrados, su
variabilidad se deriva de su localizacion corporal, de la funcion que desempefian y de la
composicion de los distintos elementos musculares que los conforman (por ejemplo: la
proporcion de tipos de fibras) (Pette, Peuker y Staron, 1999). Tal heterogeneidad
(ningiin musculo es igual a otro), ya sea en forma o funcidn, plantea un reto para la
comprension de las propiedades funcionales de los musculos. Por lo anterior, la
investigacion sobre la expresion fenotipica de los musculos esqueléticos completos o de
fibras musculares aisladas, durante el desarrollo, la vida adulta y la vejez y/o bajo
condiciones patologicas (desnutriciéon) o de normalidad resulta ser de gran relevancia
biologica (Pette y Staron, 1990; Cornachione, et al. 2011).

Durante periodos de estrés nutricional prolongados, el musculo esquelético es
uno de los tejidos mas vulnerables debido a la poca prioridad que le da el organismo en
la reparticion de nutrientes, comparado con otros érganos del cuerpo (pancreas, cerebro,

corazdn), y su vulnerabilidad se incrementa cuando este fenomeno ocurre durante el
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estadio prenatal y/o posnatal temprano (Zhu, et al. 2006). Sin embargo, alin no se
conoce cudl es el o los mecanismo (s) especifico(s) involucrado(s), ni cuéles son los
efectos estructurales o funcionales que se provocan en el tejido muscular, ello
posiblemente debido al reducido nimero de estudios

En la literatura se encuentra evidencia experimental reciente (Brameld, 2004;
Zambrano, et al. 2006) que indican que el fenotipo de las fibras musculares juega un
papel importante en la génesis y desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas en la
vida adulta de varias especies animales. Por ejemplo, los resultados de diversos estudios
donde se han aplicado diferentes protocolos de ingesta de nutrientes, durante el
desarrollo pre- y posnatal, indican que los cambios observados en las proporciones de
los tipos de fibras musculares causados por estrés nutricional se relacionan con
alteraciones metabdlicas no solo en los musculos sino en toda la economia de los
animales afectados. Por ejemplo, el incremento en la proporcion de fibras del Tipo IIB y
el decremento de fibras IIA en los musculos esqueléticos, ha sido relacionado
positivamente con obesidad, resistencia a la insulina, hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia. Cabe mencionar que, las crias de las ratas (Wistar) sometidas a
tales condiciones nutricionales presentan una predisposicion transgeneracional (hasta 12
generaciones) a padecer tales alteraciones metabdlicas (Zambrano, et al. 2005).

Otros investigadores, han reportado que la presencia de estrés nutricional en el
estadio perinatal en humanos, ratas y ovejas es capaz de provocar cambios en las
proporciones de los tipos de fibras de los musculos esqueléticos. Se ha establecido una
relacion positiva entre resistencia a la insulina y bajas proporciones de fibras Tipo I y
ITA (Harding, 2001). Asimismo, se ha determinado en humanos y ratas una relacion
positiva entre el aumento de fibras IIB y obesidad exdgena, la cual ocurre
concomitantemente con una reduccion de la actividad de la carnitin-palmitoil-
transferasa (enzima clave en la oxidacion de los acidos grasos, Brameld, 2004; Maltin,
2008). Observaciones como las anteriores han llevado a algunos investigadores a
plantear la posible existencia de un fenotipo obesogénico de origen prenatal provocado
por la desnutricion (probablemente relacionado con el "fenotipo ahorrador" de la
hipotesis de Baker).

Por otro lado, es importante destacar que en la actualidad el namero de estudios
en donde se evaluan los efectos de la desnutricion crénica sobre las propiedades
funcionales de los musculos esqueléticos es relativamente escaso (Krishnamurthy, et al.

1992; Prezant, et al. 1994; Bissonnette y Jeejeebhoy) y que en la mayoria de tales
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estudios, se han empleado animales macho adultos, a pesar de que el mayor efecto de la
restriccion de nutrientes (aguda o crénica) ocurre durante el desarrollo pre y posnatal de
los organismos (Warcham, et al. 1982; Prakash, et al. 1993). Los resultados obtenidos
en los estudios mencionados indican que los musculos esqueléticos de animales
desnutridos presentan una pérdida notoria de peso y volumen corporal, asi como
algunas alteraciones en la respuesta contractil (por ejemplo, incremento en el tiempo de
contraccion y en la resistencia a la fatiga; Prezant, et al. 1994). Sin embargo, como se
menciond previamente, resulta notable que no existan estudios que analicen las
alteraciones provocadas por una desnutricion crénica sobre las caracteristicas
estructurales y funcionales de musculos esqueléticos de ambos géneros, machos y
hembras, durante las diversas etapas del desarrollo posnatal. También es conveniente
seflalar que un nimero importante de estudios sobre el efecto de la desnutricion en
musculos han sido abordados desde los puntos de vista histologico 6 bioquimico por
separado de las caracteristicas funcionales (Rowe y Goldspink, 1969; Themelandu,
1985; Ward y Stickland, 1993; Bissonette y Jeejeebhoy, 1998).

Los musculos esqueléticos de los mamiferos machos y hembras difieren en
muchos aspectos, por ejemplo: presentan distintos porcentajes de tipos de fibras, en el
tipo de metabolismo energético, en la velocidad de contraccion, en la resistencia a la
fatiga, en la fuerza que desarrollan y en la magnitud del dafio provocado por
contracciones excéntricas repetidas. Los musculos de los machos son més glucoliticos,
generan mas fuerza, se fatigan mas rapido, se recuperan mas lento y ademas presentan
mas cambios histopatologicos después de contracciones excéntricas repetidas
(Glenmark, et al., 2004).

Tambien se han determinado diferencias relacionadas con el género en el
metabolismo de los lipidos, por ejemplo, en el contenido intramuscular de triacilglicerol
y de los niveles de la proteina translocasa de acidos grasos (FAT/CD36) los cuales son
mayores en hembras que en machos, ademas los musculos de las hembras usan mas
lipidos durante el ejercicio que los machos. Los factores responsables de esas
diferencias de género en el metabolismo muscular aun no son conocidas (Schiaffino y
Reggiani, 2011).

A pesar de la existencia de estudios donde se ha determinado que el estrés
oxidativo es capaz de modificar la fuerza de los musculos esqueléticos (Andrade, et
al.1998, 2001; Tupling, et al. 2007; Ramirez-Oseguera et al, 2013) no se evaluado de

forma definitiva los efectos del estrés oxidativo provocado por la restriccion pre y
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posnatal de alimento sobre las propiedades contractiles de los musculos esqueléticos y
practicamente no existen estudios donde se evalué¢ su posible relacion con la
diferenciacion y maduracién de los tipos de fibras durante el desarrollo en ambos
geéneros.

Asimismo, los niveles de transcritos de las cadenas pesadas de miosina (MHC)
presentes en fibras musculares de contraccion lenta (MHC-lenta) en las hembras
(humanas) son mas bajos, pero el nivel de transcritos de las cadenas pesadas de miosina
en las fibras musculares intermedias (MHC-2A y 2X) son mas altos, los mecanismos
que explican o subyacen a estas diferencias no son conocidos, pero se han relacionado
con el tipo de hormona sexual predominante en cada género.

Es ampliamente conocido que algunas hormonas sexuales, tales como la
testosterona (el androgeno circulante mas importante), provocan un aumento de la masa
y el volumen de los musculos esqueléticos "efectos androgénicos", mediante la
induccién del incremento de la sintesis de proteinas, probablemente mediada por el
factor de crecimiento Tipo I, ligado a la insulina “IGF-I insuline like growth factor I”.
Sin embargo, en términos de la composicion de tipos de fibras del musculo, algunos
autores concluyen que los esteroides androgénicos no juegan un papel importante en la
regulacion de la composicion de las isoformas de las cadenas pesadas de miosina
(MHC) en la mayoria de los musculos esqueléticos de la rata y tampoco parecen tener
influencia en la distribucion de relativa de los tipos de fibras en humanos (d'Albis y
Butler-Browne, 1993; Harridge, 2006). Sin embargo, en contraposicion, otros autores
sugieren que la testosterona si tiene una influencia profunda en la composicion de los
tipos de fibras de algunos musculos de ciertas especies que presentan fuerte dimorfismo
sexual como por ejemplo: El misculo temporalis, el misculo masetero de los cerdos de
Guinea y del conejo, los musculos laringeos de los sapos y el musculo elevador del ano
en la rata (Pette y Staron, 2000), incluso este ultimo sufre una completa involucion y
desaparece después del nacimiento en ratas hembras a menos que al animal le sea
administrada testosterona.

El musculo temporalis de los cerdos macho de Guinea, es un musculo rapido
(blanco) mientras que en la hembra es un musculo lento (rojo). Sin embargo, en ambos
géneros la histoquimica y el fenotipo de las proteinas contractiles puede revertirse por la
castracion (en el macho) o por la adminstracion de testosterona en la hembra (Schiaffino

y Reggiani, 2011).
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A pesar de que en la mayoria de los estudios no se han reportado diferencias de
género en los musculos esqueléticos de las extremidades de las ratas, existen estudios
que indican que la testosterona induce una reduccion del porcentaje de fibras del Tipo I
en musculos como el extensor largo de los dedos (EDL), el gastrocnemio y el soleo de
ratas hembras (Isayama, et al. 20006).

Otras hormonas sexuales como los estrogenos es probable que también
provoquen cambios en las funciones del musculo esquelético, si bien atn no han sido
apropiadamente definidas, debido en parte a que existen pocos estudios en los que se
haya evaluado el efecto de estas hormonas en musculos de los dos géneros y ademas
porque en la literatura existen reportes contradictorios. Por ejemplo, estudios llevados a
cabo en mujeres a la mitad del ciclo menstrual (fase folicular), cuando los niveles de
estrogenos son altos, indican que durante esta fase se provoca un incremento en la
fuerza de algunos musculos voluntarios como el extensor de la rodilla y el musculo
adductor pollicis (Sarwar, et al. 1996; Phillips, et al. 1996). Sin embargo, estudios
realizados en otros musculos indican que no se presentan cambios en la magnitud de la
fuerza contractil de musculos durante las fases del ciclo menstrual en donde se
incrementan naturalmente los niveles de estrégenos.

Por otro lado, estudios realizados en musculos EDL de ratones silvestres (Wild-
type) y en ratones que carecen del receptor beta de estrogenos (mutantes ERB7),
mostraron que la magnitud de la fuerza contréctil desarrollada durante la sacudida
simple y la contraccion tetanica, euya—agnttad no presenta diferencias significativas
entre los dos grupos de ratones. En esos estudios, también se determin6d que la
deficiencia de receptores beta (B) de estrogenos en los ratones mutantes ERB” no afecta
significativamente a otros parametros de la contraccion del musculo EDL, tales como:
el tiempo de contraccion, el tiempo medio de relajacion o la relacion fuerza-frecuencia.
Los autores, concluyen que la deficiencia de receptores B de estrogenos (ERP) no
produce cambios en las propiedades contractiles bésicas, pero sugieren la posible
existencia de otro(s) factor(es) en las diferencias que subyacen entre los musculos de
machos y hembras (Glenmark, et al. 2004).

Estudios realizados en fibras Unicas de musculos de ratas hembra juveniles y
viejas, han sugerido la existencia de un mecanismo de accion directo de los estrogenos
sobre los puentes cruzados de los musculos esqueleticos. En esos estudios, se observd
que la disminucion de la fuerza en los musculos de las ratas con bajos niveles de

estrogenos (ratas viejas) estaba asociada a un escaso porcentaje de puentes cruzados en
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estado de fuerza méxima (“Binding-Strong configuration”) mas que a cambios en el
numero de puentes cruzados (Lowe, et al. 2002).

Asimismo, otros estudios realizados en fibras de musculos de sapo en los que se
utiliza la difraccion de rayos X, sugieren que la disminucion de la fuerza en los
musculos estd asociada a diferencias en el grado de inclinacién axial de las cabezas de
miosina, en temperaturas altas o bajas (Harridge, 2006).

La influencia de otras hormonas, diferentes a la testosterona y los estrégenos
sobre los musculos esqueléticos han sido ampliamente demostrada, por ejemplo, se sabe
que la desnutriciéon provocada por restriccion severa de nutrientes en las ratas y otros
mamiferos provoca la deficiencia de hormonas tiroideas (hipotiroidismo) la cual es
capaz de modificar las propiedades contractiles de los musculos esqueléticos y el
fenotipo de las fibras, convirtiéndolos de musculos rapidos a lentos (Pette y Staron,
2000).

En un estudio realizado en 1982 por Warcham, y colaboradores, se reporto
incremento en la fuerza normalizada (por unidad de peso himedo) durante la sacudida
simple (twitch) y en la respuesta tetdnica del musculo EDL de ratas macho adultas
desnutridas durante la gestacion y la lactancia. Estos autores fueron los primeros en
reportar un incremento de la fuerza normalizada en los musculos de animales
desnutridos. Sin embargo, afios después, Brozanski y colaboradores (1993) al analizar la
respuesta contractil del musculo EDL en ratas desnutridas durante la gestacion y la
lactancia observaron que la magnitud de la fuerza normalizada del musculo no diferia
de la de los musculos de los animales control. Incluso, en el mismo afio, otros autores
(Prakash, et al. (1993), reportaron resultados contrarios en el musculo diafragma de
ratas macho desnutridas durante la gestacion, el cual presentaba una disminucion en la
fuerza relativa producida.

Con respecto a las caracteristicas histologicas de los musculos esqueléticos de
animales sometidos a restriccion aguda o cronica, pre y/o posnatal, de alimentos existen
estudios que han publicado resultados contradictorios. Por ejemplo, Bedi, et al. 1982 vy
Ruiz, et al. 2013 reportan que la desnutricion provoca un incremento tanto en el
porcentaje de fibras lentas (Tipo 1) como de fibras intermedias (Tipo IIA),
concomitantemente a este proceso se produce una disminucién compensatoria del
porcentaje de fibras rapidas (Tipo IIB) en el muasculo EDL de ratas macho Wistar
(adultas y juveniles). De manera contradictoria, otros estudios han reportado que la

desnutricién durante la gestacion y lactancia aumenta la proporcion de fibras rapidas
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(Tipo 1IB) y disminuye la proporciéon de fibras Tipo IIA en musculos como el
longissimo dorsal (Zhu, et al. 2006) y el extensor largo de los dedos (EDL) de ratas
Wistar macho adultas (Daniel, et al. 2007; Toscano, et al. 2008; Maltin, 2008). Asi
mismo, existen estudios histoquimicos en musculos como el EDL y soleo de ratas
macho adultas con restriccion de alimento (40%) durante el embarazo y la lactancia que
no mostraron cambios en la proporcion de tipos de fibras (Howells, et al. 1979).

En un estudio previo, realizado en nuestro laboratorio (Segura, 1993) con ratas
Wistar macho de cuatro edades diferentes (21, 23, 25 y 27 dias de edad) sometidas a
desnutricion neonatal (mediante hacinamiento de 14 crias por camada), se determin6
que la respuesta mecéanica provocada por estimulos unicos y/ o trenes de pulsos
eléctricos aplicados directamente al musculo mixto Gastrocnemio-Soleo se produce un
incremento significativo en los tiempos de contraccion y de relajacion durante la
contraccion simple, ademds de presentar una fusion de la respuesta contractil ante
frecuencias bajas de estimulos, con respecto a los animales control (8 crias por camada).
En ese mismo estudio, se observd que la fuerza por gramo de tejido humedo
desarrollada por el musculo G-S durante la sacudida tetanica, era mayor en los animales
desnutridos que en los control. De los resultados obtenidos, se concluyd que los
musculos G-S de animales desnutridos presentan probablemente una mayor proporcion
de fibras de sacudida lenta que el de las ratas controles y que la mayor respuesta
provocada durante el tétano, podria deberse a cambios en el metabolismo energético
muscular. Esto ultimo fue corroborado en el mismo estudio (Segura, 1993) al observar
un incremento significativo en la actividad de la enzima Creatina-Cinasa (CK), la cual
forma parte importante del metabolismo anaerdbico para la produccion de ATP
(Walliman, et al. 1992). Sin embargo, debido a que en ese estudio no se realizd un
analisis histologico del musculo G-S no fue posible determinar el tipo de fibra muscular
que fue mayormente afectada por la alimentacion deficiente.

Por otro lado, Ramirez-Oseguera y colaboradores (2013) evaluaron el efecto de
la desnutricion gestacional sobre el musculo EDL de ratas macho recién nacidas (dia
cero posnatal). Estos investigadores mostraron que la desnutricion durante la gestacion
induce una reduccion de la masa del mtsculo, un decremento de la actividad de la Ca%*
ATPasa (SERCA) y un incremento en la fuerza de la sacudida simple (twitch)
provocada en musculos EDL de ratas desnutridas, lo cual fue atribuido a un probable
incremento del Ca®* disponible en el mioplasma, provocado por la baja actividad de la

Ca*" ATPasa (SERCA). Ademés, en el mismo estudio se determind la sobreexpresion
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del transportador de glucosa GLUT-4 en las membranas de los tiibulos transversos del
musculo EDL. Sin embargo, dado que los musculos esqueléticos de las extremidades de
las ratas y ratones recién nacidos se encuentran conformados basicamente por fibras
lentas de tipo embrionario y neonatal, estos resultados solo aportan informacion sobre
los efectos de la desnutricion gestacional sobre el tipo de fibras inmaduras. Por lo
anterior, resulta necesario realizar otro tipo de estudios para analizar las consecuencias
de la desnutricion cronica sobre el sistema muscular durante el desarrollo posnatal
temprano y durante la vida del adulto, ya que el musculo esquelético sufre procesos de
diferenciacion y maduracion importantes en las etapas posteriores al nacimiento.

Por otra parte, Zambrano y colaboradores (2005) han sefialado que la severidad
de algunas patologias metabolicas, asociadas a la desnutricion, presenta diferencias de
género, siendo las ratas machos mayormente afectadas que las ratas hembras, sin que
hasta el momento se haya determinado con precision la razén de ello. Sin embargo,
resulta notable que existan muy pocos estudios en los que se analicen los efectos de la
desnutricion cronica sobre las caracteristicas estructurales y funcionales de los musculos
de hembras y los machos.

Uno de los estudios que han mostrado diferencias en el funcionamiento de los
musculos esqueléticos entre ratas machos y hembras fue el realizado por Celichowski y
Drzymala (2006). Estos investigadores estudiaron las diferencias de género en las
propiedades contractiles y la proporcion de unidades motoras en el musculo
gastrognemio medial de ratas de la raza Wistar adultas. En ese estudio, los autores
observaron diferencias en la proporcion de las unidades motoras rdpidas resistentes a la
fatiga (mayor en los musculos de ratas hembras) pero no en la proporcion de unidades
lentas no fatigables y de unidades rapidas fatigables. Los autores sugieren que tales
diferencias influyen en el incremento del tiempo de contraccidon, del tiempo de
relajacion y en el mayor desarrollo de fuerza a frecuencias bajas de estimulacion de la
sacudida simple (twitch) y el tétano de los musculos de ratas machos, ademas de
presentar mayor resistencia a la fatiga en los musculos de las hembras, comparados con
los machos. Como conclusion, los autores sefialan que la diferencia en la proporcion de
unidades motoras entre los dos géneros puede atribuirse a la influencia de las hormonas
sexuales, particularmente a la de la testosterona.

Otras investigaciones han evaluado la existencia de posibles diferencias entre los
musculos esqueléticos de machos y hembras en su respuesta al ejercicio, en este sentido

se ha demostrado que los estrogenos desarrollan una potente capacidad antioxidante, la
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cual juega un papel protector en el musculo cardiaco (Kendall y Storn, 2002), aunque tal
capacidad antioxidante no ha sido evaluada en la proteccion del musculo esquelético
contra el dafio inducido por ejercicio.

En estudios realizados en modelos animales y en musculos esqueléticos de
mujeres, se ha mostrado que el musculo (vastus lateralis) presenta baja actividad de la
enzima Creatina-Cinasa (CK) después del ejercicio excéntrico y/o el ejercicio
prolongado en comparacion con los musculos de los machos (Stupka, et al. 2000;
Kendall y Storn, 2002).). Dado que la CK, es usada como un marcador indirecto de
dafio muscular, se ha sugerido que el musculo esquelético de las hembras sufre menos
dafio que el musculo de los machos durante este tipo de ejercicio. Los investigadores
seflalan que es probable que los resultados observados sean indicativos de un efecto
estabilizante de las membranas de las células musculares provocado por los estrogenos
(17-B estradiol), ya que tales moléculas esteroidales son capaces de inhibir diversos
procesos que ocurren durante la respuesta inflamatoria asociada a los ciclos de dafio y
reparacion de los musculos. Esta posibilidad es apoyada por los resultados de protocolos
experimentales de dafio por ejercicio en donde no se han reportado diferencias
histologicas entre los musculos de machos y hembras (Stupka, et al. 2000; Kendall y
Storn, 2002).

Sin embargo, existen estudios realizados en musculos esqueléticos de mujeres
durante el climaterio en los cuales se utilizo "terapia de reemplazo hormonal"
estableciéndose que los estrogenos evitan el decaimiento notorio de la fuerza
(especifica) en los musculos, aunque el mecanismo para explicar este efecto es aun
desconocido (Phillips, et al. 1993).

De acuerdo a la revision de la literatura y a los antecedentes mostrados, resulta
notable el sefialar que practicamente no existen estudios de indole funcional e
histoldégico orientados al andlisis de los efectos que ejerce la desnutricion cronica (pre- y
posnatal) sobre las propiedades contractiles y la proporcion de tipos de fibras presentes
en musculos esqueléticos de ratas, de ambos géneros, durante el desarrollo posnatal (que
abarquen desde etapas tempranas hasta la etapa adulta de los individuos).

Por lo anterior, podria considerarse que hasta el momento se desconoce si la
desnutricién pre- y posnatal afecta en forma diferencial las proporciones de tipos de
fibras y las caracteristicas contractiles de los musculos (rdpidos) de ratas hembra y

macho. Y tampoco se cuenta con informacién sobre los efectos de la desnutricion
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cronica en los musculos esqueléticos durante distintos estadios de la vida (etapas de

lactancia, juvenil y adulto) en ratas macho y hembra.

3. JUSTIFICACION

Dado que el musculo esquelético representa aproximadamente el 45% de la
masa corporal de los organismos, la determinacién de los efectos que ejerce la
desnutricidon crénica sobre este tejido es de gran relevancia debido a las repercusiones
que pueden sufrir cualquiera de las variadas funciones que dependen de los musculos
esqueleticos, (como por ejemplo: La locomocion, la ventilacion pulmonar, la
termogénesis, el metabolismo energético general, etc.)

Por otro lado, la interaccidon entre género y estrés nutricional resulta de gran
interés bioldgico, debido a la vulnerabilidad metabolica, funcional y estructural que
presentan diversos organos y tejidos corporales (pancreas, cerebro, cerebelo) de
individuos macho de diversas especies animales (ratas, ratones, ovejas, cerdos y
humanos) comparado con los mismos organos y tejidos de las hembras de la misma
especie (Smart, 1973; Howells, et al. 1979; Lucas, et al. 1996; Desay, et al. 1996;
Zambrano, et al. 2006; Sathishkumar, et al. 2008).

La mayoria de los estudios que analizan los efectos de la desnutricion han sido
realizados primariamente en animales macho y pocos en hembras (Celichowski y
Drzymala, 2006) y menos aun, se han comparado entre géneros. Posiblemente, la razon
de tal asimetria en cantidad de estudios se encuentre relacionada con las variaciones
hormonales ciclicas que ocurren en las hembras, lo cual podrian introducir otras
variables a los estudios.

De igual manera, en la literatura practicamente no existen estudios donde se
establezcan los efectos de la restriccion cronica de nutrientes sobre procesos bioldgicos
basicos como la maduraciéon y la diferenciacion de los tipos de fibras y la mecénica
contractil de los musculos esqueléticos, que abarquen desde edades posnatales
tempranas del desarrollo hasta la vida adulta en ambos géneros. La carencia y/o
reducida cantidad de estudios experimentales comparativos entre los dos géneros es
probable que sea la causa de conclusiones que llevaron inicialmente a pensar que la
desnutricion afecta de igual manera a los musculos esqueléticos de los machos y de las
hembras (Yoshioca, et al. 2007; Chan y Head, 2010). Sin embargo, para aceptar tales
conclusiones es imprescindible contar con evidencias experimentales adecuadas que las

soporten.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta el momento se desconoce si la desnutricion pre y posnatal afecta las distintas
proporciones de tipos de fibras y las caracteristicas contractiles de los musculos
esqueléticos (rapidos) de ratas hembras y machos, debido a la carencia de estudios en
donde se compare la influencia de la restriccion cronica severa de nutrientes sobre los
dos géneros. Aunque, existen estudios que sugieren que los cambios en las proporciones
de los tipos de fibras de los musculos esqueléticos podrian provocar cambios
metabolicos que afectan toda la economia de los animales que sufren restricciones
nutricionales, favoreciendo la posibilidad de desarrollar enfermedades crénico-
degenerativas en la vida adulta. Probablemente, la expresion de tales alteraciones estaria
sujeta a diferencias de género atin no exploradas.

También es importante destacar, que la mayoria de los estudios realizados para
conocer los efectos de la desnutricion crénica severa sobre la mecanica contractil y su
relacion con las proporciones de los distintos tipos de fibras han sido realizados en
musculos de animales macho adultos, y los resultados obtenidos en diversas ocasiones
resultan ser contradictorios entre si. Asimismo, resulta notable que no existen estudios
sobre la mecanica contractil y las proporciones de fibras en las distintas etapas del
desarrollo posnatal (lactancia, estadio juvenil, adulto), a pesar de que el musculo
esquelético en los dos géneros manifiesta procesos acentuados de maduracion y/o
diferenciacion durante las primeras etapas del desarrollo, los cuales son determinantes
para el desempefio adecuado de los musculos en la vida adulta. Por lo tanto, resulta de
gran interés el realizar estudios experimentales en los que se determine el grado de
afectacion provocado por la restriccion cronica severa de nutrientes sobre la funcion y la
estructura de los musculos esqueléticos de ratas macho y hembra durante las distintas
etapas del desarrollo.

El musculo EDL fue elegido para la realizacion del presente estudio debido a
que es un musculo rapido representativo, frecuentemente utlizado en investigacion (las
caracteristicas anatomicas del EDL se presentan en el anexo 2) debido a que la mayoria
de las fibras que lo componen no solo maduran durante el desarrollo, sino que también
se diferencian de fibras de sacudida lenta a fibras de sacudida répida (Perecon, et al.
1993) y ademas, porque de acuerdo a la literatura, los mtsculos con predominancia de

fibras rapidas como el EDL son mas susceptibles a los efectos de la desnutricion.
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5. HIPOTESIS

La desnutricion crénica severa incrementard la proporcion de los tipos de fibras
rapidas y la respuesta contractil del musculo Extensor Digitorum longus (EDL) de ratas

hembras y machos de manera diferencial durante el desarrollo posnatal.

6. OBJETIVO GENERAL

El presente estudio esta enfocado a evaluar de manera transversal los efectos que
provoca una restriccion nutricional crénica severa sobre la proporcion de los distintos
tipos de fibras rapidas y sobre la respuesta contractil del misculo EDL de ratas Wistar
hembras y machos, en distintos estadios del desarrollo postnatal (desde la lactancia
hasta la vida adulta). Este estudio también pretende aportar informacion acerca de
posibles diferencias de género en los efectos provocados por la desnutricién cronica
severa sobre la diferenciacion y/o maduracion de los tipos fibras y su repercusion sobre

la funcion contractil de los musculos rapidos de la rata.

6.1. Objetivos Particulares
Caracterizar las alteraciones que produce la restriccion nutricional crénica

severa en el musculo EDL de ratas hembra y macho con distintas edades posnatales

PN10, PN20, PN30, PN40, PN60 y PN365 dias de edad:

« Determinar el peso corporal y el peso del musculo EDL.

X/

¢ Determinar el niimero total y el tipo de fibras que constituyen el musculo EDL

¢ Establecer las alteraciones sobre la fuerza (normalizada por gramo de tejido
himedo) generada durante la contraccion isométrica simple y el tétano del
musculo EDL.

¢ Determinar los efectos de la desnutricion sobre el curso temporal de la sacudida

simple (tiempo al pico, tiempo medio de relajacion) del misculo EDL.

¢ Comprobar si la desnutricion créonica modifica de manera diferencial las

proporciones de los distintos tipos de fibras rapidas del musculo EDL.

43



7. MATERIAL Y METODOS
7.1. Animales

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo a las recomendaciones
contenidas en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los
Institutos Nacionales de la Salud de los Estados Unidos de Norteamérica (National
Research Council, 2010, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; Animal
Welfare Assurance #A5036-01) y por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0O-
1999, SAGARPA. El protocolo de desnutricion de los animales fue aprobado por el
Comit¢ Institucional de Bioética para el Cuidado y Manejo de Animales de Laboratorio
(UPEAL-Protocolo 013-02, CINVESTAV).

Dos grupos de ratas Wistar hembras (peso corporal medio: 257.4 = 16.3 g)
fueron sujetas a las siguientes condiciones de alimentacion: Grupo control (C), ratas
hembras adultas (n=16) y sus crias tuvieron libre acceso a alimento comercial
(Formulab 5008, Lab diet Co. Framingham, MA. USA (composicion quimica del
alimento en la tabla 8 en el anexo 3). Grupo de ratas cronicamente desnutridas (D), ratas
hembras adultas (n=18) fueron alimentadas con aproximadamente la mitad de la ingesta
promedio de alimento consumido por los animales control, iniciando con este régimen
dietético desde 2 semanas antes del apareamiento y continuando con el durante el
embarazo y la lactancia (Quiroz-Gonzalez, et al. 2013). Al segundo dia postparto, se
determind el género (utilizando como criterio la distancia ano-genital) y el nimero de
crias por camada (tamafio de la camada: Control 14.3 + 1.5 crias, [media 5.5 + 2.4
machos y 8.8 £ 2.7 hembras]; tamafio de la camada desnutridas 13.3 = 1.1 crias, [6.6
1.5 machos y 6.6 + 2.0 hembras], ajustando a 9 crias por camada (5 machos y 4 hembras
lo anterior debido a que la mortalidad en machos es mayor) y ademas se determino el
peso corporal de las crias (machos control: 6.4 + 0.1 g, machos desnutridos: 6.2 + 0.3 g;
hembras control: 6.1 + 0.3 g; hembras desnutridas: 5.7 = 0.3 g). En el caso que ocurriese
la muerte de crias al nacimiento (un individuo en una camada desnutrida) o canibalismo
(dos camadas, una control y una desnutrida) las camadas fueron descartadas. Cada
madre y sus crias fueron colocadas en cajas de acrilico individuales (32x47x20 cm) y el
grupo de madres desnutridas continuo con la dieta al 50% del alimento consumido por
el grupo de madres control hasta el destete (dia posnatal 21), del destete al dia de la
sesion experimental las ratas crias fueron colocadas por género (5 machos o 4 hembras
por caja) en cajas grandes de acrilico (43x53x20 cm) y el dia de la sesidon experimental

(PN10, PN20, PN30, PN40, PN60, y PN365 dias) las ratas macho y hembras control y
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desnutridas fueron seleccionadas al azar y pesadas (PC). Los grupos de animales
remanentes fueron mantenidos como reserva en caso de una falla en la cirugia o una
aplicacion inadecuada de la metodologia experimental. Todos los animales tuvieron
libre acceso al agua y fueron mantenidos bajo condiciones idénticas de luz, obscuridad
(ciclos (12 h — 12 h) y temperatura (22-24 °C) y no se suministraron suplementos de
vitaminas, minerales y/o elementos traza al alimento de los animales desnutridos.

La ingesta de alimento consumido por las ratas madre fue determinado cada
tercer dia durante el periodo de gestacion y lactancia.

El consumo de alimento de las ratas crias después del destete, fue estimado del
alimento total consumido por los animales en cada caja, dividido por el numero
correspondiente de animales por caja y determinado después del destete hasta el dia de
la sesion experimental. Subsecuentemente, los valores de aporte energético de las ratas
control y desnutridas fue calculado a partir de los datos del valor promedio de peso
corporal y del consumo estimado de alimento por los animales (datos de la composicion
quimica del alimento Formulab 5008, Framingham, MA. USA proporcionados por Lab
diet Co; véase tabla 8 del anexo 3).

Los requerimientos de energia de mantenimiento (maintenance energy
requirements) de los animales fueron estimados de la siguiente ecuacion: 112 kca Peso
corporal PCkg 0799 (Clarke, et al. 1977; Keenan, et al. 1996: National Rescarch
Council, 1995, Tabla 4-A y 4-B) y el indice metabdlico basal (the basal metabolic rate)
fue determinado usando la ecuacion: Hkeal = 72 Peso corporal PCug %7 (National
Research Council, Subcommittee of Laboratory Animal Nutrition, 1995).

El valor del combustible fisioldgico del alimento (physiological fuel value), fue
determinado de la suma de las fracciones decimales de proteinas, grasas y carbohidratos
(como extracto libre de nitrogeno) multiplicados por 4, 9 y 4 Kcal por gramo,

respectivamente.

7.2. Analisis histoenzimatico del musculo

En los dias PN10, PN20, PN30, PN40, PN60, y PN365, las ratas fueron
anestesiadas con uretano (1.6 g/kg de peso corporal, i.p.; Komisaruk, et al. 1972) y
fijadas firmemente a una tabla de diseccion con cubierta de corcho. El misculo EDL de
la pata izquierda fue expuesto siguiendo las indicaciones anatomicas de Popesko, et al.

(1992), rapidamente separado de la extremidad, pesado y sumergido en 2-metil butano,

45



previamente enfriado hasta el congelamiento con nitrégeno liquido (se utilizaron 9
musculos EDL de ratas hembras y 12 musculos de ratas macho por edad). La parte
medial del musculo fue montada en un molde de Tissue-Tek y secciones transversales
del musculo de 10-um de grosor fueron obtenidas (cortadas) en un micrétomo a -20 °C
(Leica Microsystems, Mod. CM-1100, Nussloch, Germany). Los cortes fueron
montados en portaobjetos de vidrio para su tincion mediante la técnica histoquimica de
la ATPasa, utilizando cortes consecutivos. La actividad de la ATPasa miofibrilar fue
expuesta en los cortes mediante una técnica modificada de ATPasa (pH 4.7), reportada
por Lind y Kernnell (1991). Brevemente: Cortes no fijados fueron pre-incubados a
temperatura ambiente (21-23 °C) en buffer de acetato de sodio (100 mM) con cloruro de
potasio (KCI 100 mM), con el pH ajustado a 4.7 con 4cido acético (50%). Los cortes
fueron procesados de la siguiente forma: a) 30-seg de lavado en un buffer de glicina (20
mM) conteniendo CaCL2 (20mM), ajustado a pH 9.4 con NaOH (IN); b) 25-min de
incubacion a temperatura ambiente en un amortiguador de glicina (40 mM),
conteniendo CaCl; (20mM) y sal disodica de ATP (2.5 mM), ajustado a pH 9.4; c) tres
lavados consecutivos por 30-seg en una solucion CaClz (1%) seguidos por la inmersion
en CaCL2 (2%) por 3 min y tres lavados por 30-seg en agua destilada; d) 3-min de
inmersion en una solucion al 2% de CoCl2 (Baker), seguido por 15 lavados en agua
destilada; y €) 30-seg de inmersion en sulfuro de amonio amarillo (1%) seguido por un
lavado minimo de 30-seg en agua destilada. Los cortes fueron montados en portaobjetos
embebidos en gelatina de glicerol. Se tomaron fotomicrografias de cada corte de los
musculos mediante una camara digital (Leica, Mod. DFC 320, Germany), montada en
un microscopio optico (Leica, Mod. DNLS, Germany). Con la técnica de ATPasa 4cida
(pH 4.7) se identificaron a las fibras obscuras, grises y claras en los cortes como Tipo I,
Tipo 1IB, y Tipo IIA (Figura 9), respectivamente, siguiendo la nomenclatura usada por

Brooke y Kaiser (1970) y Lind y Kernell (1991).
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Figura 9.- Fotomicrografia representativa de un corte transversal del musculo EDL de
una rata macho control de 365 dias de edad, tefiidda mediante la técnica mATPasa acida
(pH: 4.7). Las fibras fueron identificadas como Tipo I (obscuras), Tipo IIA (claras) y
Tipo IIB (grises) de acuerdo con la nomenclatura de Brooke y Kaiser (1970). Barra de

calibracion = 50 um.

Debido a que los tipos de fibras en el musculo EDL no se encuentran
distribuidas homogéneamente (Kernell, 1998; Wang y Kernell, 2001), el nimero total
de cada tipo de fibras fue determinado independientemente por 3 observadores y la
proporcioén de cada tipo de fibra fue expresado como porcentaje del numero total de
fibras y se determino la proporcion de fibras Tipo IIB vs Tipo IIA (Rusma) en los
musculos EDL de ratas de ambos géneros (machos y hembras) control y desnutridos. El
area de seccion transversal (A) de 20 fibras Tipo I y 50 fibras Tipos IIA y IIB fueron
medidas de cortes de 5 diferentes musculos EDL por edad y condicion alimenticia con
el programa Sigma Scan Pro (Systat Software Inc.). El area transversal de las fibras fue
expresada en micras cuadradas (um?). Subsecuentemente, se calculd el area transversal
total del musculo ocupada por todas las fibras (Ar) a partir de la suma de las areas
transversales de los tipos de fibras (At = A1+ Ana + Aus) y expresada en milimetros

cuadrados (mm?) véase figura 15 y tabla 6.

7.3. Andlisis de la sacudida simple y tetanica del musculo
El musculo EDL de la pierna derecha de los animales, controles y desnutridos
(por cada edad se utilizaron 9 musculos de ratas hembras y 12 musculos EDL de ratas

machos) fue expuesto y preparado para su estimulacion y registro in situ, asegurandose
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de mantener intacto el suplemento sanguineo de la extremidad posterior de los animales.
Para evitar que el tejido se secara, el musculo fue continuamente humidificado con
solucion salina (una gota por segundo), mantenida a temperatura ambiente (21-23 °C).
El tendon distal del musculo fue atado firmemente con hilo quirtrgico a un gancho de
acero inoxidable conectado a un transductor de fuerza (Grass, Modelo FTO03B,
Warwick, RI, USA), cuidando de mantener la orientacion anatomica normal del
musculo, con respecto a la extremidad (orientacion horizontal).

Se provocaron sacudidas simples o respuestas tetanicas isométricas del musculo
EDL mediante la aplicacion de pulsos tnicos de voltaje (0.5 ms de duracion, cada 10 s)
para las sacudidas simples y o trenes de pulsos con distintas frecuencias (1, 5, 10, 15,
20, 30, 40, 50, y 100 Hz), respectivamente, mediante un par de electrodos de plata finos
insertado en cada extremo, distal y proximal, de los musculos (entre el limite del tendon
y el tejido muscular). Los electrodos fueron conectados a una unidad de aislamiento del
estimulo (Device type 2533) y a un generador de pulsos (Digitimer devices, Model
3290). Posteriormente se determinod el umbral de estimulacion (T) al incrementar
gradualmente la intensidad del estimulo desde cero hasta que se observara una respuesta
contractil, apenas discernible por parte del musculo (la cual fue considerada como la
intensidad umbral del estimulo). Subsecuentemente la intensidad del estimulo se
incrementaba de manera gradual hasta observar que la mayoria de las fibras en el
musculo fuesen activadas (intensidad maxima), la cual usualmente era de 3 veces
umbral (3 x T). Posteriormente, el musculo fue estirado gradualmente para determinar la
longitud optima (Lo) y la fuerza neta de la sacudida simple. La respuesta contractil del
musculo fue registrada con un preamplificador de DC (Grass Mod. 7DAF), conectado
en serie a un osciloscopio (Tektronix, mod. 460A) y una computadora personal. La
respuesta del musculo fue digitalizada, almacenada y subsecuentemente analizada con
un programa de computo comercial (WaveStar'™, Version 1, Tektronix). Al final del
experimento, el musculo EDL fue extraido y pesado (MW), y el animal fue sacrificado
con una sobredosis de anestésico (Uretano). Subsecuentemente, el sistema de medida
fue calibrado usando una serie de barras de metal de peso conocido (1-200 g). Después
del experimento, la amplitud del pico de la respuesta contractil fue medida con un par
de cursores (incluidos en el programa de computo Webstar), uno localizado en la base y
otro en el pico de la respuesta contractil, y expresada en Newtons (N) y normalizada con
respecto al peso himedo del musculo (gramos de tejido humedo; N/g.w.t.; Toscano, et

al. 2008). El tiempo al pico y el tiempo medio de relajacion de la sacudida simple
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fueron medidos también con los mismos cursores y los resultados expresados en

milisegundos (ms).

7.4. Analisis del porcentaje de peso corporal y musculos EDL

El porcentaje de ganancia de peso corporal y de los musculos EDL de las ratas
control y desnutridos fue calculado de la pendiente de la fase exponencial de las curvas
de ganancia de peso (entre los dias PN20 y PN60; (véase Figuras. 10 y 11, tablas 4-A y
4-B). Se reportan los valores promedio £ DE. Las diferencias entre las diversas
condiciones de alimentacion, género y grupos de edad fueron evaluadas mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias y con la prueba post-hoc False Discovery
Rate FDR; (Benjamini y Hochberg, 2000). P <0.001 a P < 0.05 indican las diferencias
significativas entre grupos. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el

programa Graph Pad Prism® (version 6.0; 2007; San Diego, CA, USA).

8. RESULTADOS
8.1. Peso corporal y peso del musculo EDL

El peso corporal (PC) de las ratas macho controles (MC) y las hembras controles
(HC) muestran diferencias significativas (ANOVA de dos vias y la prueba post hoc
False Discovery Rate FDR, P < 0.00) lo que indica que existen diferencias de género en
este pardmetro entre los dias PN20 al PN365. Sin embargo, el peso corporal de los
machos desnutridos (MD) y de las hembras desnutridas (HD), en todas las edades
analizadas, no muestran diferencias significativas entre si (Figura 10-A y B). Ademas,
las ratas MD y HD tuvieron significativamente menos peso corporal que los animales
control de ambos géneros (FDR post hoc test, P < 0.001 y P < 0.001, respectivamente
(véase figura 10 y tablas 4-A y 4-B).
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Figura 10.- Peso corporal de ratas hembras (H) y machos (M) control (C) y
desnutridos (D) a diferentes edades posnatales. Valores media = DE. (nueve musculos
de ratas hembra y doce de machos fueron usadas por edad y condicion alimenticia) Los
asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos control y desnutridos

(ANOVA de dos vias con post prueba FDR post hoc test; *** P <0.001).

Todos los grupos de animales mostraron una ganancia de peso de manera
exponencial entre el PN20 y el PN60, teniendo las ratas macho y hembras control
mayor tasa de ganancia de peso por dia (MC: 3.8 g PC/dia y HC: 3.4 g PC/dia);
mientras que las ratas desnutridas mostraron menor ganancia de peso corporal por dia
(MD: 1.79 g y HD: 1.8 g PC/d).

De manera concomitante al peso corporal, el peso del musculo EDL y el
porcentaje de ganancia de peso del musculo fue significativamente menor en las ratas
MD y HD (MC: 2.2 vs MD: 1.2; HC: 1.9 vs HD: 1.1 mg de peso del musculo/dia;
("PM/dia") que la presentada por los musculos EDL de ratas controles (FDR post hoc
test, P < 0.001; Figura 11). Sin embargo, resulta notable que la reduccion del peso del
musculo EDL de las ratas MD y HD no fue acompafiada por una disminucién en el
numero total de fibras en todas las edades posnatales. De acuerdo con los resultados
obtenidos en relacion al peso corporal y del musculo EDL, puede considerarse que los

animales utilizados en este estudio manifestaron un grado de desnutricion severa.
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Figura 11.- Peso del musculo EDL de ratas hembras (H) y machos (M) control (C) y
desnutridos (D) a diferentes edades posnatales. Valores media = SD. (Nueve musculos
de ratas hembra y doce de machos fueron usadas por edad y condicion alimenticia) Los
asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos control y desnutridos

(ANOVA de dos vias con post prueba FDR post hoc test; *** P <(.001).

8.2. Requerimientos de energia

En todas las edades posnatales analizadas, las ratas MD y HD presentaron una
reduccion significativa en los requerimientos de energia de mantenimiento
(Maintenance Energy, Kcal/dia) y de la tasa metabolica basal (Metabolic Basal Rate, H
Kcal) en comparacion de las ratas controles (FDR post hoc test, P<0.001 (Véase figuras
12y 13 y Tablas 4-A y 4-B).

Asi mismo, en edades tempranas (PN20 a PN30 dias) las ratas MD y HD, a
pesar de haber recibido el 50% de alimento consumido por los controles, presentan un
consumo de energia (respecto al peso corporal) mayor que los controles (Energy
Intake/BW Kcal/g BW; Tablas 4-A y 4-B). En el resto de las edades estudiadas el
consumo de energia por gramo de peso corporal de las ratas desnutridas de ambos
géneros fue semejante al de los grupos controles.

Es importante destacar que el aporte de energia indispensable para mantener la
vida (Energia de mantenimiento; Kcal/dia) y la tasa metabdlica basal (H Kcal; definida
ésta como la proporcion del metabolismo en la que el cuerpo en reposo utiliza la energia
para mantener las funciones vitales), tanto de ratas MD como de HD es menor que las
de las ratas controles, en todas las edades estudiadas. Estos resultados son congruentes

si se considera que el calculo de la energia de mantenimiento y de la tasa metabolica
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basal se encuentra relacionadas con el peso corporal (véase tablas 4-A, 4-B y

ecuaciones de Keenan, et al. 1996 y National Research Council, 1995).
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Figura 12.- Energia de mantenimiento de ratas hembras (H) y machos (M) control (C)
y desnutridos (D) a diferentes edades posnatales. Valores: Media £ DE. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre los grupos control y desnutridos (ANOVA de

dos vias con post prueba FDR post hoc test; *** P <0.001).
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Figura 13.- Tasa metabolica basal de ratas hembras (H) y machos (M) control (C) y
desnutridos (D) a diferentes edades posnatales. Valores: Media = DE. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre los grupos control y desnutridos (ANOVA de

dos vias con post prueba FDR post hoc test; *** P <0.001).
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8.3. Composicidn de tipos de fibras de los masculos EDL de machos y hembras

El niimero total de fibras contenidas en los musculos EDL de las ratas HD y
MD no fue significativamente diferente que el de los musculos EDL de las ratas HC y
MC, en la mayoria de las edades posnatales analizadas (FDR post hoc test, P < 0.01 y
P < 0.05 respectivamente), con excepcion del dia PN365, cuando se presenta una
reduccion en el nimero de fibras en los musculos de las ratas HD y MD (tablas 5-A 'y
5-B).

Con la tinciéon de la mATPasa (pH 4.7), observamos que el porcentaje de fibras
tipo I (lentas) en los musculos EDL de las ratas HD fue similar al determinado en los
animales hembra controles, en la mayoria de las edades estudiadas, con la excepcion del
dia 365PN, cuando el porcentaje fue mayor en los musculos de los animales desnutridos
(tablas 5-A y 5-B). En contraste, entre los dias PN40, PN60 y PN365 se determind una
reduccion significativa en el porcentaje de fibras tipo I en los misculos EDL de las ratas
MD (50-60% reduccion; FDR post hoc test, P <0.05 y P <0.01; Tablas 5-A y 5-B).

Por otro lado, la proporcion de fibras tipo IIA y I1IB en los musculos EDL de las
ratas HD no fue diferente al de los controles (tablas 5-A y 5-B). En contraste, una
reduccién en el porcentaje de fibras Tipo IIA en los musculos EDL de ratas MD fue
observado en todas las edades estudiadas (disminucion significativa de 6-12%; FDR
post hoc test, P <0.01 y P <0.001; Tablas 5-A y 5-B), lo cual fue acompanado por un
incremento proporcional en el porcentaje de fibras tipo IIB (6-18% de incremento). Los
valores calculados de la relacion Riusma para los musculos EDL de los MD fueron
mayores que el de los musculos controles en todas las edades posnatales,
estableciéndose el mayor valor en el dia PN40 (ver figura 14-A). En contraste, no se
observaron diferencias en los valores de Rup/ma entre musculos de HC y HD excepto
en el dia PN40, cuando ocurre un incremento importante en la proporcion de fibras 1IB

respecto a las ITA (FDR post hoc test, P < 0.01; figura 14-B).
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Figura 14.- Proporcion relativa de tipos de fibras en los musculos. Las graficas ilustran
el valor medio (= DE) de la proporcion relativa de las fibras tipo IIB y tipo IIA (Rupma)
en los musculos EDL de ratas machos (A) y hembras (B) control y desnutridos a
diferentes edades posnatales (nueve musculos EDL de la pierna izquierda de hembras y
doce de machos fueron usados por edad y condicion alimenticia). Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los musculos de las ratas control y desnutridas (FDR

post-hoc test; *** P <(.001).
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Tabla 4-A: Peso corporal e ingreso de energia en ratas hembra controles y desnutridas de varias edades posnatales.

Edad Peso corporal Consumo de  Consumo Consumo de Combustible Energia Energia de Tasa Metabolica
(dias) (2) comida de energia energia/PC Fisiolégico Metabolizable Mantenimiento Basal
(g/dia) (kcal/dia) (kcal/g PC) (kcal/dia) (kcal/dia) (kcal/dia) (H kcal)
Hembras
Control (HC)
10 24.6+3
20 35.7+4 4.8 19.9 0.55 16.8 15.8 9.1£0.8 5.9+0.5
30 93.243 12.1 50.2 0.53 423 40.0 18.8+0.4 12.1+0.3
40 112.9+12 16.2 67.2 0.59 56.7 53.6 21.6+1.8 14.0+1.1
60 188.1+3 17.3 71.7 0.38 60.5 57.2 31.940.3 20.6+0.2
365 321.1+13 20.3 84.2 0.26 71.0 67.1 47.7+1.4 30.7+0.9
Hembras
Desnutridas (HD)
10 11.4£]%%*
20 13.3£0%%* 2.4 9.9 0.74 8.4 7.9 4,340, ] %%* 2,840, 1 ##*
30 PR EY Aot 6.0 24.9 1.07 21.0 19.8 6.6+0.8*** 4.34£0.4%%*
40 58.3%] [ H** 8.1 33.6 0.57 28.3 26.8 13.24] ,9%** 8.6].2%**
60 05,3484k 8.6 35.6 0.37 30.1 28.4 19.24] . 8%%* 12.34] 2%%*
365 2107431 %%* 10. 41.9 0.19 353 334 34,744 .0%** 22442 SHkk

Requerimiento de energia de mantenimiento = 112 kcal PC kg %7 / dia (Keenan, et al. 1996); Tasa metabolica basal: H kcaty = 72 PC g 7°
(National Research Council 1995). C: controles, D: desnutridos, PC: peso corporal. Cada punto representa los valores promedio = DE

de nueve ratas hembras (H) por edad y condicion alimenticia. FDR post hoc test, *** P< 0.0001.
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Tabla 4-B: Peso corporal e ingreso de energia de ratas macho controles y desnutridas de varias edades posnatales.

Edad
(dias)

Machos
Control (MC)

10

20

30

40

60

365

Machos
Desnutridos (MD)
10
20
30
40
60
365

Peso corporal

(2

22.9+1.8
63.3£1.6
102.5+1.9
133.5+£3.4
217.0+£13.6
556.4+37.7

15.4+£1.6%**
13.7+0.8%**
26.8+£4 3%**
52.6+7.4%**
99.6+7.3%***
265.746.0%**

Consumo de

comida
(g/dia)

4.6

12.1
16.6
23.0
29.2

23
6.0
8.3
11.5
14.6

Consumo
de energia
(kcal/dia)

19.0
49.6
68.8
943
121.1

9.5
24.9
34.4
47.7
60.5

Consumo de

energia/PC
(kcal/g PC)

0.30
0.48
0.51
0.43
0.21

0.69
0.92
0.65
0.47
0.22

Combustible

Fisiolégico
(kcal/dia)

16.1
413
58.1
80.5
102.2

8.0
21.0
29.0
40.2
51.1

Energia
Metabolizable
(kcal/dia)

15.2
40.0
54.9
76.1
96.6

7.6
19.8
27.4
38.0
48.3

Energia de

Mantenimiento

(kcal/dia)

14.0+0.2
20.2+0.3
24.6+0.4
35.6x1.6
72.1£3.6

4.4+0.1%**
7.440.8%**
12.3+].4%**
19.8+1.0%***
41.3£0.7%**

Tasa Metabolica

Basal
(H kcal)

9.1£0.1
13.0+0.2
15.9+0.2
22.9+1.0
46.442.3

2.9+0.1***
4.8+0.5%**
7.940.8%**
12.8+0.6%***
24 .4+] 4Hxx*

Requerimiento de energia de mantenimiento = 112 kcal PC Kg 0.75 / dia (Keenan, et al. 1996); Tasa metabolica basal: H (kcal) = 72 PC kg %7

(National Research Council 1995). C: controles, D: desnutridos, PC: peso corporal. Cada punto representa los valores promedio £ DE de nueve

ratas machos (M) por edad y condicion alimenticia. FDR post hoc test, *** P< (0.0001.
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Tabla 5-A: NUumero y porcentaje de tipos de fibras en el masculo EDL de ratas hembra controles y desnutridos en varias edades posnatales.

Numero de fibras Fibras Tipo I Fibras Tipo 1A Fibras Tipo 11B
Hembras
Edades C D C D C D C D
(dias) (N) (N) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
20 4416.4 £ 672.9 4276.4 £ 567.0 54+0.3 5.1+£0.7 13.7+£2.6 99+14 81.6 £3.8 84.3+3.5
30 3546.8 + 488.9 3695.3 +£ 386.8 48+1.1 50+£0.8 124+£2.8 139+1.9 82.3+5.0 81.2+4.2
40 4012.8 £384.4 3425.8 +408.3 43+0.9 33£0.6 189+7.3 82+2.1 77.1 £8.3 86.9+4.2
60 3328 +£530.5 3561.1 £284.3 35+£0.7 2.7+0.6 17.8 £ 3.1 157+1.8 78.8+3.0 81.8+1.7
365 3107.6 +£176.4 2521.0 £ 134.9%* 2.1+£02 3.8 £0.4%* 232+6.3 285+33 70.7+1.6 68 +4.2

Cada punto representa los valores promedio = DE. C: controles y D: Desnutridos. Datos obtenidos de nueve y doce musculos EDL de la
pierna izquierda de ratas hembras respectivamente, por edad y condicion alimenticia. FDR post-hoc test, **P < 0.01; N: Numero de fibras.

%: Porcentaje de fibras.
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Tabla 5-B: Numero y porcentaje de tipos de fibras en el musculo EDL de ratas macho controles y desnutridos en varias edades posnatales.

Numero de fibras Fibras Tipo | Fibras Tipo 1A Fibras Tipo 11B
Machos
Edades C D C D C D C D
(dias) (N) (N) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
20 4127.1 £725.7 3988.0 + 576.0 49+0.7 54+1.2 14.5+2.5 8.1 £1.9%* 81.7+4.0 883+ 1.7*
30 4007.2 £331.5 4308.0 £ 928.6 39+0.7 45+0.1 149+0.2 8.0+ 1.8** 804 +1.1 88.9 £ 2.5%*
40 3981.8 +281.2 4005.3 £710.7 4.0+0.2 1.6 £ 0.2%* 145+1.8 5.9+ (0.3%** 78.6+9.3 90 + 1.8*
60 3611.0+414.0 3629.2 +£296.1 3.0+£0.3 22+0.7* 204+2.0 14.5 £ 3.2%* 74.4+2.5 85.4 £ 5.7**
365 2966.6 £237.3 3629.2 £ 165.2* 6.2+0.9 1.6 £0.2%* 27.0+4.7 14.4 £2.2%* 653157 83.2 £3.3*%

Cada punto representa los valores promedio + DE. C: controles y D: Desnutridos. Datos obtenidos de nueve y doce musculos EDL de la
pierna izquierda de ratas macho respectivamente, por edad y condicion alimenticia. FDR post-hoc test, * P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

N: Numero de fibras. %: Porcentaje de fibras.
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En todas las edades posnatales analizadas, los tres tipos de fibras identificados
por su actividad ATPasa en los musculos EDL de las ratas hembra y macho desnutridas
mostraron una reduccion significativa en su area de seccion transversal (figura 15) y en
el area transversal total del musculo, ocupada por las fibras (Ar), comparada con los

musculos EDL de las ratas controles (FDR post hoc test, P <0.01; Tabla 6).
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Figura 15. Area de seccion transversal de los tipos de fibras de los mésculos EDL. Las
graficas muestran el valor medio (x DE) de las areas de seccion transversal de los tipos
de fibras en los musculos EDL de ratas controles y desnutridas hembras (B, D y F) y
machos (A, C y E) a diferentes edades posnatales (datos obtenidos de nueve musculos
EDL de la pata izquierda de ratas hembras y doce de ratas machos, por edad y condicion
alimenticia). Los asteriscos indican diferencias significativas entre los musculos de las
ratas controles y desnutridas (FDR post-hoc test; *** P < 0.001). HC: hembras

controles; HD: hembras desnutridas; MC: machos controles; MD: machos desnutridos.

Estos resultados muestran que la desnutricion inducida por la dieta empleada en
este estudio provoco que las fibras contenidas en el misculo EDL de las ratas machos y
hembras desnutridas presentaran menor darea transversal, sin que ocurriera una
reduccion significativa en el nimero total de fibras con respecto a los musculos EDL de
animales controles (Tablas 5-A y 5-B).

Por otro lado, nuestros datos también indican que la desnutricion cronica severa
afecta principalmente a los porcentajes de fibras rapidas (IIB y IIA), se observd un
incremento en el nimero de las primeras y una disminucion en las segundas, en los
musculos EDL de las ratas macho pero no en los de las hembras.

Asi, estos resultados apoyan observaciones previas que indican que la técnica de
m-ATPasa es incapaz de diferenciar claramente el tipo de fibras en edades tempranas

(por ejemplo en el dia PN10) del desarrollo de las ratas (Ho, et al. 1983).
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AREA DE SECCION TRANSVERSAL TOTAL OCUPADA POR LAS FIBRAS EN LOS
MUSCULOS EDL DE RATAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS

EDAD HEMBRAS MACHOS

Dias Controles Desnutridas Controles Desnutridos
20 2.0+0.1 0.8+£0.1* 1.8+£0.2 0.8+0.1%
30 2.6+1.3 0.9 £0.1** 25+0.1 1.1 £0.07 **
40 44403 1.7 £0.2%* 42+0.6 1.1 £0.1 **
60 6.6+1.0 3.3 £0.2%* 54+1.0 0.9+£0.1 **
365 9.2+0.1 5.8+£0.1*%* 13.1+1.5 8.6 £ 0.5 ***

Tabla 6.- Area de seccion transversal total (At) en milimetros cuadrados (mm?).
Ocupada por las fibras en musculos EDL de ratas hembras y machos controles y
desnutridas en varias edades posnatales. Valores de la media = DE. Nueve y doce
musculos EDL de la pierna izquierda de hembras y machos respectivamente fueron
usados por edad y condicion alimenticia. FDR, post-hoc test, * P<0.05; ** P<0.01; ***
P <0.001.

8.4. Respuesta contractil del musculo EDL de ratas machos y hembras

A partir de diversas observaciones experimentales, se ha propuesto que la
composicion relativa de los distintos tipos de fibras presentes en los musculos influye de
manera directa sobre la fuerza contractil de los mismos (Brozanski, et al. 1993; Pette y
Staron, 2000) y que las fibras del Tipo IIB generan mas fuerza contractil que los otros
tipos de fibras (Bottinelli, 2001). En base a lo anterior, seria de esperar que una mayor
proporcion de fibras del Tipo 1IB, como el descrito en la seccion anterior provocara un
incremento proporcional en la fuerza contractil producida por el musculo EDL de los
animales desnutridos. La propuesta anterior fue explorada en la presente serie de
observaciones. La Figura 16 ilustra los registros obtenidos de las respuestas generadas
por estimulos eléctricos Unicos (1 Hz) aplicados al musculo EDL de ratas hembras y
macho controles y desnutridos, cuya magnitud fue normalizada de acuerdo al peso del

musculo.
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Figura 16.- Respuesta contractil de musculos controles y desnutridos. Registo de
una sacudida simple provocada por un estimulo eléctrico (1 pulso por segundo, de 0.5
ms de duracién 3xT) aplicado al musculo EDL de ratas controles (A y B) y desnutridas
(C y D) hembras (HC y HD) y machos (MC y MD) de 40 dias de edad. Fuerza

normalizada y barras de tiempo de calibracion aplicadas durante todo el registro.

En las tablas 7-A y 7-B se muestran los valores promedio + DE de la fuerza
normalizada generada durante sacudidas simples (“twitch”) de los musculos EDL de
ratas, hembras y machos respectivamente, con distintas edades posnatales. Es
importante destacar, que los musculos EDL de las ratas macho desnutridas generan
mayor fuerza normalizada que los controles, particularmente entre los dias PN20 al
PN365 (FDR, post hoc test, P <0.001; Figura 17 y tablas 7-A y 7-B).

De manera similar, las respuestas tetdnicas provocadas por trenes de estimulos
(100 Hz) aplicadas a los musculos EDL de machos desnutridos generaron mayor fuerza
normalizada que la de los animales controles, desde el dia PN30 al PN365 (FDR, post
hoc test, p <0.001; Tabla 7-B). Sin embargo, la fuerza contractil normalizada durante la
sacudida simple y la contraccion tetdnica de los musculos EDL de las hembras
desnutridas y de las controles no presentaron diferencias significativas entre si, en la
mayoria de las edades posnatales analizadas, con excepcion de los dias PN30 y PN365,

cuando se observa que los musculos desnutridos desarrollan mayor fuerza normalizada
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en la sacudida simple que los controles (FDR post hoc test, p < 0.01; (figura 17 y tabla
7-A y 7-B).

El tiempo al pico y el tiempo medio de relajaciéon de la sacudida simple
provocada en los musculos EDL de las ratas hembras y machos desnutridos fue similar
en la mayoria de las edades estudiadas, con excepcion de la edades pre-destete PN10 y
PN20, cuando las respuestas contractiles de los musculos de animales desnutridos de
ambos géneros, presentaron valores promedio de tiempo al pico y de relajacion mayores
que los controles (FDR post hoc test, P < 0.05; ver tabla 7-A y 7-B)

Para establecer una posible relacion entre la proporcion relativa de las fibras
Tipo IIB y la fuerza normalizada de la sacudida simple de los musculos EDL de las
ratas hembras y machos controles y desnutridas se calculé el coeficiente de correlacion

entre ambas variables.

1 *kk

Fuerza sacudida simple (N/g p.h)
Fuerza sacudida simple (N/g p.h)

N N

Edades posnatales (dias) Edades posnatales (dias)

Figura 17.- Fuerza normalizada de los musculos EDL controles y desnutridos. Las
graficas ilustran los valores de la media (£ DE) de la fuerza normalizada en la sacudida
simple por los musculos EDL de ratas machos (A) y hembras (B) control (C) y
desnutridos (D) a diferentes edades posnatales. (Nueve musculos EDL de la pierna
derecha de hembras y doce de musculos de machos fueron usados por edad y condicion
alimenticia). Los asteriscos indican diferencias significativas entre las respuestas en los
musculos de los animales control y desnutridos (FDR post-hoc test; * P < 0.05,

**Ek P <0.001).
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Tabla 7-A.- Caracteristicas contractiles del musculo EDL de ratas hembra, controles y desnutridos en varias edades posnatales.

Fuerza normalizada Fuerza tetanica normalizada (T) Tiempo-al-pico Tiempo de relajacion
Sacudida simple (t) (N/g.p.h.) (mseg) (mseg)
(N/g.p.h.)
Hembras
Edades C D C D C D C D
(dias)
10 1.24+0.2 1.1+£0.3 50415 55+1.2 39.8+4.0 53.1+64* 44.5+3.3 544 +8.8
20 1.2+0.2 0.7+0.1 89+14 10.6 £1.9 33.0£2.7 41.8+£3.1* 35.0+2.5 427 £3.1%%*
30 0.5+0.1 1.1+£02* 7.4+0.6 94+£12* 309+1.9 325+2.0 351+32 37.0+3.6
40 0.8+0.1 0.8+0.2 8.1+0.5 99+£06* 304+22 32.8+2.9 329422 35.0+2.8
60 0.7+0.2 1.1+£0.2 93+1.6 9.6+1.3 29.8+2.9 339+45 28.5+1.9 25.6+3.1
365 0.3+0.0 0.5+ 0.0%* 42+0.6 5.1+£08 27.6+2.9 323+1.5 27.0+5.9 29.8+2.2

Valores de la media = DE. C: Ratas controles y D: Desnutridas. Nueve musculos de la pierna derecha de hembra y doce mtsculos de machos

fueron usados por edad y condicion alimenticia. FDR post-hoc test, *P <0.05, ** P <0.01). N/g.p.h. Newtons/gramo. Peso himedo



Tabla 7-B.- Caracteristicas contractiles del musculo EDL de ratas macho, controles y desnutridos en varias edades posnatales.

Fuerza normalizada Fuerza tetdnica normalizada (T)
Sacudida simple (t) (N/g.p.h.)
(N/g.p.h.)
Machos
Edades C D C D
(dias)
10 1.1+£0.2 1.2+0.0 11.9+1.9 10.2+2.1
20 0.6 +0.1 2.1 £0.4 *** 8+£1.3 9.1+1.2
30 0.6 +0.1 1.6 £ 0.4 *** 7.1£0.8 12.5+£ 1.2 ***
40 04+0.1 1.2+£0.2 *** 6.6 +0.8 10.3 £0.6 ***
60 0.6+0.1 1.0+ 0.2 *** 83+0.7 10.3 £0.6 **
365 04+0.1 1.1 +£0.1 *** 5£09 10.3 £0.6 ***

Tiempo-al-pico

C

41.7+4.5
26.6 £4.8
252 +3.1
23.8+4.1
19.9+1.9
26.2+4.1

(mseg)

D

499+9.1
36.6 £3.0 **
30.1£53
28.1+4.9
24.0+3.7
259+6.6

Tiempo de relajacion

C

40.8 £2.7
29.6+2.6
285+2.6
273+34
243+1.9
282 +£5.8

(mseg)

D

48.0 £ 2.9 **
347+34
30.5+3.2
298+24
25.6+3.1
239+34

Valores de la media £ DE. C: Ratas controles y D: Desnutridas. Nueve musculos de la pierna derecha de hembra y doce musculos de

¥ P <0.01; ***P <0.001). N/g.p.h. Newtons/gramo.

machos fueron usados por edad y condicidon alimenticia. FDR post-hoc test,

peso huimedo
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Con los resultados obtenidos comprobamos la hipotesis de que la restriccion
alimenticia cronica afecta la proporcion de tipos de fibras rapidas y la mecénica
contractil del muasculo Extensor Digitorum longus (EDL), tanto de ratas macho como de
hembras, valorados desde el importante decremento en el peso corporal y en el peso del
musculo EDL de las ratas desnutridas en comparacion con los animales control de
ambos géneros. Ademads, concuerdan con los estudios de diversos investigadores,
quienes han propuesto que una considerable pérdida de peso corporal (~40% a 50%) es
representativo de desnutricion severa (Cortés-Barberena, et al. 2008; Keenan, et al,
1996; Sousa-Melo, et al. 2013). De acuerdo con lo anterior, proponemos que el régimen
dietético utilizado en este estudio es una restriccion cronica, no solo de energia sino
también de nutrientes esenciales que inducen una desnutricion severa en los animales
experimentales. Propuestas similares han sido reportadas en otros estudios (Rowe,
1968; Ruiz-Rosado, et al. 2013), en donde se sugiere una estrecha relacion entre bajo
ingreso de alimento y una reduccion del peso corporal y del peso del musculo de las
crias.

Cuando la desnutricion ocurre en estadios tempranos afecta negativamente el
crecimiento y la maduracion de los tejidos y de las cé€lulas, alterando la organizaciéon y
funcion de los 6rganos y/o sistemas de los organismos (lhemelandu, 1985; Zhu, et al.
2006). La evidencia obtenida en el presente estudio estd de acuerdo con tal propuesta,
ya que se observd una marcada reduccion en el porcentaje de ganancia de peso corporal
y de peso de los musculos EDL en las ratas machos y hembras desnutridas. Aunado a lo
anterior, se estableci6 una mayor pérdida de peso corporal en los machos que en las
hembras, de tal manera que se podria proponer que las ratas machos son mas
susceptibles que las ratas hembras a la restriccion nutricional crénica severa (pre y
posnatal).

La reduccion en la energia de mantenimiento y en la tasa metabdlica basal
observada en las ratas MD y HD puede explicarse si se considera que las ecuaciones
empleadas para su célculo (Keenan, et al. 1996 y National Research Council 1995)
estan directamente relacionadas con la magnitud del peso corporal de los animales.
Estos resultados, sugieren que la reduccion del peso corporal que presentan los animales

sometidos a una restriccion cronica severa de alimento pudiera ser vista como una
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respuesta fisiologica adaptativa, que permitiria a los animales por un lado remediar o
subsanar el bajo aporte de energia de la dieta y por el otro, provocar una disminucion en
la tasa metabolica basal del organismo en reposo (cantidad de energia necesaria para
mantener las funciones vitales del cuerpo en reposo) permitiendo una mejor utilizacion
de la energia. Esta respuesta fisiologica dual (menor energia de mantenimiento y
disminucion del gasto de energia para mantener las funciones vitales) resulta ser de
mayor magnitud y ocurre durante mayor tiempo en los machos desnutridos que en las
hembras desnutridas comparado con sus controles (Tablas 4-A y 4-B, figuras 12 y 13).

De acuerdo con nuestros resultados, es factible que las ratas macho desnutridas
utilicen la respuesta metabdlica de ahorro de energia de manera mas eficiente y/o
diferente que las ratas hembras desnutridas. Posiblemente, lo anterior sea debido a que
los machos, a diferencia de las hembras e independientemente del régimen alimenticio
en que estén sometidos, tienen mayores requerimientos energéticos (para la sintesis de
tejido muscular esquelético y para la ejecucion de una mayor actividad fisica,
competencia, etc.).

Se ha propuesto que la reduccién del peso de los musculos de los animales
desnutridos se encuentra asociada a la pérdida de proteinas y/o al decremento de la
aérea y volumen de las fibras (“hipotrofia”), asi como a una disminucién en el nimero
total de fibras (“hipoplasia”) (Hegarty y Kim, 1980; Layman, et al. 1981). Algunos
estudios han mostrado que la desnutricion prenatal disminuye el nimero total de fibras
en los musculos lumbrical y soleo de ratas recién nacidas (Wilson, et al. 1988;
Ameredes, et al. 1999), también se ha reportado que la restriccion alimenticia en las
ratas disminuye el nimero de fibras en el musculo EDL (Boreham, et al. 1988). Sin
embargo ninguno de los estudios mencionados presenta evidencia de procesos de fusion
o degeneracion de las fibras, lo cual es necesario para explicar una desaparicion
verdadera de células en los musculos (Boreham, et al. 1988). También es posible que en
los estudios donde se reporta una disminucion de fibras, el complemento total de fibras
(fibras no contadas) pueda no estar incluida en un corte transversal de la parte media del
musculo debido su arquitectura (Boreham, et al. 1988).

Por otro lado, existen otros estudios donde los investigadores han reportado que
el nimero de fibras en los musculos no se altera durante el desarrollo posnatal de ratas y
cerdos desnutridos (McCarter, et al. 1978; Dwyer, et al. 1994). La discrepancia respecto

al numero total de fibras se puede explicar probablemente por diferencias de edad,
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método de conteo, (directo o indirecto), raza de rata y/o arquitectura del musculo
estudiado (Boreham, et al. 1988).

Por otro lado, también se ha reportado que la desnutricién disminuye el area (de
seccion transversa) de las fibras de algunos musculos (Ruiz, et al. 2013; Yamaguchi, et
al. 1993), alteraciones similares se han observado en los musculos de cerdos y ovejas
(Zhu, et al. 2006; Dermitas y Ozcan, 2012.). Independientemente de tales estudios,
nuestros resultados indican que la desnutricion crénica severa no afecta el nimero total
de fibras en los musculos EDL de las ratas lactantes, juveniles y adultas jovenes (de los
20 a los 60 dias de edad), pero si se observa una disminucion significativa del nimero
total de fibras en el musculo EDL en las ratas viejas (de 365 dias de edad) desnutridas
de ambos generos respecto a sus controles. Asimismo, nuestro estudio demuestra que
que la desnutricion cronica severa reduce significativamente el area (de seccion
transversal) de los diferentes tipos de fibras presentes en el musculo EDL, tanto de ratas
machos como de las hembras, en todas las edades posnatales estudiadas.

Con base a lo anterior, consideramos que la disminucién observada en el peso
del musculo EDL de los animales desnutridos resulta de una hipotrofia de las fibras
musculares mas que de una reduccion en el nimero de fibras musculares en el estadio
de lactancia y adulto joven.

La evidencia histoquimica obtenida en el presente estudio muestra que la
desnutricion crénica severa (pre y posnatal) induce un incremento relativo en el
porcentaje de fibras del Tipo IIB en los musculos EDL de las ratas macho, pero no en
los musculos de las ratas hembras, el cual se ve acompaiado por un decremento
proporcional en el porcentaje de fibras del Tipo IIA, en la mayoria de las edades
posnatales analizadas (particularmente en las edades PN20 y PN40). Estas
observaciones estan parcialmente de acuerdo con las reportadas en diversos estudios
previos, en los cuales se muestra que en estadios tempranos de la vida y bajo distintos
paradigmas experimentales de privacion de alimento (aplicados en diferentes edades
posnatales de desarrollo) inducen un incremento en la proporcion de fibras rapidas del
Tipo IIB en las ratas machos (Zhu, et al. 2006; Toscano, et al. 2008). Sin embargo, son
contradictorios con un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo, en el que
se observo un incremento en la proporcion de fibras Tipo IIA a expensas de las fibras
del Tipo IIB en el musculo EDL de ratas desnutridas (Ruiz, et al. 2013). Posiblemente,
las diferencias en los resultados obtenidos en ambos estudios sean debidas a diferencias

en las técnicas histoquimicas empleadas. En el estudio de Ruiz y colaboradores (2013)

68



se empled la técnica histoquimica de la m-ATPasa basica (pH 9.3) modificada de Guth
y Samaha, (1970), mientras que en este estudio utilizamos la técnica de la m-ATPasa
acida (pH= 4.7) de Lind y Kernnell (1991). Por lo anterior, seria conveniente disefiar
paradigmas de experimentacion, distintos a los de la presente tesis, en donde se
identifiquen los distintos tipos de fibras musculares mediante otra clase de técnicas de
tincion, como por ejemplo, técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos especificos
para cada tipo de miosina. Sin embargo, tal método también esta limitado por la
disponibilidad y especificidad de los anticuerpos anti-MHC (Stephenson, 2001) y por la
existencia de fibras “hibridas”, que presentan tanto miosina rapida como intermedia, lo
que de manera analoga a las técnicas histoquimicas, complica la identificacion
apropiada de los tipos de fibras musculares (Schiaffino y Reggiani, 1996).

Por otro lado, algunos autores han sugerido la existencia de una relacion estrecha
entre el tipo de fibra y el peso corporal (Kugelberg, 1976; Yamaguchi, et al. 1993) al
argumentar que el aumento en la longitud de las extremidades y del peso corporal
durante el desarrollo incrementa la demanda de unidades motoras lentas y disminuye la
de las unidades motoras rapidas (Tamaki y Uchiyama, 1995). Sin embargo, otros
autores sefalan que al disminuir experimentalmente el peso de ratas de laboratorio (al
suspenderlas en el aire con una hamaca), reduciendo de esa manera la carga que
soportan los musculos de las patas les causa una disminucion en la proporcion de fibras
del Tipo I (Elder y McComas, 1987). A partir de esos resultados, surge la posibilidad
de que la ganancia de peso corporal y el incremento en la longitud de las extremidades
durante el crecimiento de la rata, provoquen una sobrecarga de los musculos de las
piernas y por ello una redistribucion de los tipos de fibras musculares.

De acuerdo con lo anterior, inicialmente consideramos la probabilidad de que la
reduccion de peso corporal (menor sobrecarga), observada principalmente en los
machos desnutridos, fuera responsable al menos parcialmente, de la disminucién en la
proporcion de fibras Tipo I y del aumento de fibras Tipo IIB observada en los musculos
EDL de las ratas macho desnutridas en los dias PN40, PN60 y PN365 (véase Tablas 5-
A y 5-B). Sin embargo, nuestros resultados no apoyan tales propuestas dado que las
hembras a pesar de presentar diferencias significativas en su peso corporal y en el del
musculo EDL, no presentan cambios significativos en las proporciones de tipos de
fibras en todas las edades estudiadas.

Las diferencias en los resultados obtenidos en los diversos estudios realizados

sobre este tema, posiblemente estén relacionados con la extensa variedad de paradigmas
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experimentales de privacion de alimento que se emplearon en tales estudios, por
ejemplo: privacion de alimento durante un solo estadio de desarrollo, ya sea durante el
embarazo o la lactancia (Bedi, 1994.; Toscano, et al. 2008.); durante estadios tempranos
(Zhu, et al. 2006) o bien por la ligadura de los conductos galactoforos de la madre
(Lopéz-Jiménez, et al. 2013). También podria deberse al uso de diferentes técnicas
histoquimicas para la identificacion de los tipos de fibras en los musculos (Ruiz et al.
2013 y el presente estudio.

En la actualidad se considera que las caracteristicas contractiles de los musculos
resultan de la combinacién y/o suma de las propiedades mecanicas de las fibras
musculares individuales que los componen (Pette, et al., 1999).

Por otra parte, los resultados obtenidos en el analisis de las respuestas mecanicas
provocadas en los musculos EDL de animales control y desnutridos de ambos géneros,
indican que los musculos de las ratas macho desnutridas generan mayor fuerza
(normalizada) durante sacudidas simples y tetanicas que los musculos controles en la
mayoria de las edades posnatales estudiadas (particularmente entre los dias PN40 y
PN60). En cambio, la fuerza contractil normalizada de los musculos EDL de ratas
hembras, desnutridas y controles, no muestra diferencias significativas entre si, a
excepcion de la edad PN40, en la que los musculos de las ratas desnutridas generaron
mayor fuerza (normalizada) que los de las ratas controles.

El desarrollo normal de los animales completos y su musculatura parece
responder a una combinacion de factores hormonales, nutricionales y mecéanicos
(Boreham, et al. 1988).

Algunos autores han propuesto que las caracteristicas contractiles de los
musculos son resultado de la suma y/o combinacion de las propiedades de contraccion
de los diferentes tipos de fibras y de la proporcion en que estan presentes (Pette, et al.
1999).

A partir de lo anterior, podria suponerse que la mayor fuerza (normalizada)
generada por los musculos EDL de las ratas macho desnutridos estd en relacion directa
con el incremento en el porcentaje de fibras Tipo IIB. Sin embargo, esta posibilidad no
fue estrictamente soportada por nuestra evidencia experimental, debido a que los
musculos EDL de los animales desnutridos generan mayor fuerza (normalizada) en el
dia PN20, mientras que la mayor proporcion de fibras Tipo IIB ocurre a en el dia PN40.
Tal discrepancia temporal podria explicarse si se toma en consideracion que la actividad

contractil regula el fenotipo de las fibras durante el desarrollo posnatal de los musculos
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(Barnard, et al. 1970; Flick y Hoppeler, 2003). Ademas, la fuerza (normalizada)
generada durante la sacudida simple por los musculos EDL de la pierna derecha
practicamente no mostraron una correlacion lineal con la proporcion de fibras Tipo 1IB
establecida en los musculos EDL de la pierna izquierda de la misma rata, sugiriendo que
la fuerza (normalizada) de la sacudida simple no se encuentra relacionada directamente
con la proporcion de fibras Tipo IIB en el mtisculo EDL de las ratas macho desnutridos.

Para analizar el punto anterior, se obtuvo la relacion entre los valores de la
fuerza normalizada y la proporcion relativa de las fibras IIB en los musculos controles y
desnutridos. Se encontré una notable dispersion de los datos, obteniéndose coeficientes
de correlacion lineal relativamente bajos, tanto para los musculos de animales controles
y desnutridos, machos y hembras (R? MC = 0.01, y R? MD = 0.09, R?>HC = 0.02, R?
HD = 0.27 respectivamente). Estos resultados indican que no existe una relacion lineal
entre el porcentaje de fibras del tipo IIB y la fuerza contractil de los musculos EDL de
las ratas controles y desnutridos, de ambos géneros, y permiten sugerir que la relacion
entre las proporciones de los tipos distintos tipos de fibras (I, IIA y IIB) y la fuerza
normalizada es mucho mas compleja y que posiblemente se encuentra influenciada por
otros factores, tales como por ejemplo: la proporcion de fibras hibridas; cambios en los
componentes elasticos de las fibras; el estado del balance redox de las fibras; numero de
puentes cruzados en estado de union fuerte (“Strong-Binding”), entre otros  (Peuker y
Pette, 1997; Stephenson, 2001; Andrade, et al, 2001; Lowe, et al., 2010).

El incremento en la fuerza (normalizada) de la sacudida simple y del tétano
generada por los musculos EDL de ratas macho desnutridas pero no en los musculos de
los animales hembra desnutridas, podria deberse a que la desnutricién crénica severa
provoca alteraciones en diversos procesos celulares aun no bien determinados, mas no a
la predominancia de fibras Tipo IIB en estados tempranos del desarrollo de la rata. Para
explicar el incremento en la fuerza normalizada de los musculos de los machos
desnutridos se podria sugerir que la desnutricion provoca una disminucion de la
actividad de la Ca®" ATPasa (SERCA) en el reticulo sarcopldsmico lo que provocaria
un incremento en la disponibilidad de Ca®" intrafibra, que podria ser utilizado para
aumentar la respuesta contractil de las fibras del musculo en edades posnatales
tempranas, como fue propuesto por Ramirez-Oseguera y colaboradores (2013) en
musculos de ratas desnutridas recién nacidas.

Asimismo, se conoce que dietas hipoproteinicas inducen una reduccion de

antioxidantes, tales como el glutation, en los musculos rapidos de la rata (Plant, et al.
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2001; Akinola, et al. 2010). La exposicion de musculos EDL completos y de fibras
aisladas de EDL a especies reactivas de oxigeno (ROS) induce un incremento en la
fuerza generada durante una contraccion isotonica (véase Anexo 1), este aumento de la
fuerza fue atribuido por los autores a un incremento en la liberacion de Ca?* del reticulo
sarcoplasmico hacia el mioplasma, probablemente asociado con la oxidacion del
receptor de Dihidropiridina y/o de Rianodina (Oba, et al. 1996; Plant, et al, 2001;
Andrade, et al, 2001; Tupling, et al. 2007) y a un incremento en la sensibilidad a los
iones calcio por el complejo de la troponina (Lamb y Westerbland, 2011; Posterino, et
al. 2003). Ademas, los ROS inducen una reduccion de la actividad de la SERCA del
reticulo sarcoplasmico (Liu, et al. 2009). Puesto que la desnutricion provoca estrés
oxidativo en los musculos, induciendo cambios en los sistemas antioxidantes
intracelulares, ello favorece la fosforilacion de las cinasas de las cabezas de miosina
(S1) y de las cadenas ligeras regulatorias RLC (Andrade, et al., 2001; Murphy, et al.
2008; Muzi-Filho, et al. 2013) lo que podria explicar en parte el incremento en la fuerza
de la sacudida simple y de la respuesta tétanica debido a la aproximacién de las cabezas
de miosina a los filamentos de actina (Prochniewicz, et al. 2008; Murphy, et al. 2008).
y/o por un incremento del numero de puentes de miosina en configuracion de union
fuerte "Strong Binding configuration" (Lowe, et al., 2010). En el caso de los musculos
de las hembras, la ausencia de cambios en la fuerza normalizada en la sacudida simple y
el tétano y en la proporcion relativa de tipos de fibras respecto a los musculos EDL de
animales desnutridos y controles podria estar asociada a la accién antioxidante
protectora de los estrogenos (Zhang, et al., 2007; Tiidus, 2011), lo cual reduciria las
consecuencias del estrés oxidativo provocado en los musculos de las ratas hembra
desnutridas.

Por otra parte, se acepta que el eje hipotadlamo-hipofisis-gonadas es influenciado
negativamente por la desnutricion durante el desarrollo perinatal (Rhind, et al., 2001).
Lo que trae como consecuencia, una reduccion en la concentracion sérica del estradiol y
la testosterona en las ratas macho (Teixeira, et al., 2007) y la induccioén de cambios en la
proporcion relativa de los tipos de fibras en los musculos (Rajikin, 1984; D Albis vy
Butler-Brown, 1993). Por ejemplo algunos investigadores han determinado que la
testosterona es capaz de incrementar el nimero de fibras del Tipo II (Holmang, et al.
1990). A partir de lo anterior y en base a nuestros resultados, proponemos que cambios
en la expresion de factores hormonales masculinos, inducidos por la desnutricion

cronica, podrian estar involucrados en las alteraciones en la diferenciacion de los tipos
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de fibras presentes en el musculo EDL de las ratas macho desnutridos. Y por otro lado,

que los estrogenos tienen un efecto protector sobre los musculos EDL de ratas hembra

desnutridas (Tiidus, 2000; Zhang, et al., 2007), pero el mecanismo involucrado en tales

efectos requiere de ser evaluado apropiadamente mediante protocolos experimentales

orientados hacia ese propdsito, los cuales son ajenos al presente estudio.

10. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

La desnutricion cronica severa (pre y posnatal), provoca alteraciones
significativas en el peso corporal y de los musculos de ambos generos, en la
composicion de los tipos de fibras rapidas y en las propiedades contractiles
de los musculos EDL de ratas macho pero no en las de los musculos de ratas

hembra, en distintas edades posnatales.

Los musculos EDL de las ratas macho son mas susceptibles a la restriccion
alimenticia que los musculos de las ratas hembra durante el desarrollo

posnatal.

La proporcion de fuerza desarrollada por los masculos EDL no presenta una
relacion directa con la predominancia de un tipo especifico de fibras, sino

mas bien, es representativa de una relacion mas compleja.

Las fibras rapidas (IIA y IIB) son distinguibles claramente con la técnica de
la m-ATPasa 4acida (pH= 4.7) de Lind y Kernnell (1991) solo a partir de los
20 dias de edad.

La reduccién del peso corporal causada por la restriccion alimenticia induce
en las ratas hembra y macho desnutridas una reduccion en los requerimientos
de energia de mantenimiento y de la tasa metabodlica basal, sin embargo, en
los machos desnutridos esta respuesta es de mayor magnitud y mas duradera
que en las hembras desnutridas, lo cual sugiere que las ratas macho
desnutridas cronicamente utilizan mas eficientemente (60 diferente) el aporte

energético de los alimentos.
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6) La desnutricion cronica severa no altera en numero total de fibras del
musculo EDL durante el desarrollo posnatal que va de la lactancia al inicio
de la vida adulta (20 a 60 dias de edad) en ningno de los dos géneros, pero si
ocurre una reduccion signficativa del numero total de fibras en ratas viejas

(de 365 dias de edad) de ambos géneros.
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13. ANEXOS

13.1. Anexo 1. La desnutricion y el balance Redox en los musculos esqueléticos

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y/o de nitrogeno (ERN) son
reguladores importantes de muchos procesos fisioldgicos en el musculo esquelético y en
otros tejidos. La homeostasis redox de los musculos esqueléticos se mantiene por un
balance entre la produccién de ERO y las moléculas amortiguadoras producidas por los
sistemas antioxidantes, tanto enzimaticos (sistema glutation-peroxidasa, catalasa,
superoxido dismutasa, etc.) como no enzimaticos del musculo. Cuando se rompe este
balance y se incrementan las ERO se provoca estrés oxidativo, el cual es capaz de
alterar la funcion contractil del muasculo. (Andrade, et al. 1998, 2001). Es bien conocido
que la oxidacion de los musculos esqueléticos dentro de un estrecho rango regulatorio,
es capaz de aumentar la fuerza isométrica. Por ejemplo, el tratamiento durante 10 dias
con Butionina sulfoximina (BSO 20mM) da como resultado un incremento en la fuerza
de la sacudida simple del musculo del diafragma de la rata (Tupling, et al. 2007). Sin
embargo, dicho efecto puede ser revertido de manera dosis-dependiente, llegando
incluso a inhibirse la generacion de fuerza (efecto bifasico de las ERO). El incremento
de fuerza provocado por las ERO ha sido explicado por algunos investigadores
mediante experimentos que muestran que los ERO inducen la activacion del canal de
liberacion de Ca?* (RyR) del reticulo sarcoplasmico y/o por la inhibicion de las
SERCAs (ATPasas-Ca®*), en ambos casos se produce un incremento en la
concentracion de [Ca®*]i, lo cual explicaria el aumento de la fuerza desarrollada por el
aparato contractil del musculo (Tupling, et al. 2007; Ramirez-Oseguera, et al. 2013).

Otros experimentos interesantes han demostrado, que la exposicion de fibras
musculares (Unicas) del musculo flexor brevis de ratones a H202 (300 pM), provoca una
reduccion tanto de la fuerza tetanica submaxima (50Hz) como de la concentracion de
[Ca®*)i; tal reduccion puede ser revertida por la exposicion de las fibras musculares a un
agente reductor como el ditiotreitol (DTT 1 mM). Estos resultados sugieren que el
acoplamiento-excitacion-contraccion en el musculo esquelético, es mediado por
cambios en el estado redox del canal de liberacion de Ca?* del RS y/o del sensor de

voltaje del musculo, el DHPR (Reid, et al. 1993; Salama, et al. 1992). Existen estudios
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que muestran que la variacion de la fuerza en las fibras del musculo esquelético pudiera
ser mediado por cambios en la sensibilidad miofibrilar al Ca®* (Andrade, et al. 1998),
mas que a cambios en la [Ca?*]i. Asimismo, estos autores mostraron que el tiempo de
exposicion a un agente oxidante también es un factor capaz de modificar la respuesta
contractil de las fibras musculares, por ejemplo, la exposicion breve de fibras tnicas del
musculo flexor brevis de raton a H202 (150uM por 3 min) incrementa la fuerza de la
contraccion tetdnica submaxima (40Hz), pero la exposicion prolongada (8 min) provoca
una disminucion en la fuerza de la contraccion tetdnica submaxima. También resulta de
interés que en ninguno de los dos casos, la concentracion de [Ca?*]i fue modificada, lo
que sugiere que los elementos de la maquinaria contractil del musculo responden de
manera diferencial a los cambios en el balance oxidacidon-reduccion y que la
sensibilidad miofibrilar al Ca®* parece ser muy afectada por variaciones en el balance
redox, mientras que el canal del reticulo sarcoplasmico resulta ser poco sensible a las
variaciones del estado redox de las fibras musculares (Andrade, et al. 1998).

Por otro lado, otros investigadores han mostrado que cuando se someten fibras
musculares Unicas y/o musculos aislados de ratas con alimentacién normal a agentes
oxidantes se producen dafios oxidativos en diversas moléculas, tales como la alquilacion
de algunos grupos sulfhidrilo de la molécula de miosina, asi como un incremento del
estado de oxidacion de los residuos de cisteina de las bombas de Ca?* (SERCA), lo que
produce un cierto grado de inhibicion de éstas y dafios en las cadenas ligeras
reguladoras de miosina (Tupling, et al. 2007; Andrade, et al. 1998; Plant, et al. 2001).

En este contexto, es conocido que las dietas hipoproteinicas provocan la
reduccion de los sistemas antioxidantes, como el sistema glutation-peroxidasa, en los
musculos esqueléticos de ratas y ratones (Akinola, et al. 2010; Plant, et al. 2001), lo que
eventualmente podria conducir a la pérdida de la homeostasis redox de este tejido y
permitiria la posibilidad de que se presenten alteraciones en la funcion contractil del

musculo relacionadas con la desnutricion o malnutricion.

13.2. Anexo 2. Caracteristicas del musculo Extensor Digitorum Longus (EDL)

El musculo extensor digitorum longus (EDL), es el musculo extensor de los
dedos de la extremidades posteriores de las ratas y otros mamiferos, es un musculo
pinado, fusiforme, frecuentemente utilizado como representativo de un musculo de

sacudida rapida (Rosenblueth, et al. 1978; Warecham, et al. 1982). Su aporte sanguineo
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proviene principalmente de la arteria tibial anterior (Balice-Gordon y Thompson, 1988)
y su inervaciéon nerviosa (motora) proviene del nervio EDL, una rama del nervio
peroneal comun. Justo a su entrada al musculo, el nervio EDL se bifurca en dos ramas
extramusculares primarias, la rama mas cercana al tendon proximal del musculo recibe
el nombre de rama K (porque entra al musculo cerca de la rodilla, "Knee") la cual
inerva aproximadamente la mitad las fibras antero-mediales del musculo. La segunda
rama del nervio EDL, entra por la superficie posterior del musculo, en posiciéon mas
distal (es designada como rama F por entrar cerca del pie, "foot") e inerva
aproximadamente la otra mitad de fibras musculares localizadas en la region
posterolateral del musculo. Este tipo de inervacion bipartita permite considerar al EDL
como un musculo compartamentalizado (anatomicamente un compartimiento
neuromuscular es definido como un grupo continuo de fibras musculares y receptores
que son inervados por la rama de un nervio). Los axones eferentes del nervio EDL
provienen de motoneuronas localizadas en los segmentos L4, LS y S1 de la médula
espinal.

Se ha sugerido que los patrones de compartamentalizacion de los musculos
surgen durante el periodo embrionario, cuando las fibras musculares estan inervadas por
varias motoneuronas (inervacion poli-neuronal), pero que durante el periodo posnatal
temprano la inervacion poli-neural es gradualmente reducida y sustituida por una
inervacion mono-neuronal proceso comunmente referido como eliminacién de sinapsis.

Utilizando el método de deplecion de glucogeno, (Balice-Gordon y Thompson,
1988), establecieron que el territorio inervado por la rama K, contiene un promedio de
67% de fibras lentas, mientras que, el compartimiento inervado por la rama F, contiene
el remanente de fibras lentas. Sin embargo, en el caso de las fibras rdpidas no se pudo
establecer una diferencia marcada en los dos compartimientos.

Estructuralmente el musculo EDL, estd conformado por 4 fasciculos (IL, III, IV y
V) separados por tejido conectivo (Figura 18, anexo 2). En su parte proximal, los
fasciculos de fibras musculares en los fasciculos se insertan en la aponeurosis de un
tendon comun (cuyo origen es el epicondilo lateral del fémur), mientras que, en su parte
distal, se insertan en la aponeurosis de 4 tendones diferentes, los cuales pasan por
debajo del ligamento anular y calcaneo y finalmente se insertan distalmente en las
falanges de los dedos 2°, 3°, 4° y 5° de la pata de la rata.

El volumen de cada uno de los 4 fasciculos del musculo es heterogéneo y

contribuye en proporcion diferente al area de seccion transversal del musculo, por
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ejemplo, el area de seccion transversal fisioldgica del fasciculo "V" del EDL
(normalizada para el area de seccion transversal del musculo completo), fue estimada en
45 £ 0.6%, mientras que el area de los fasciculos II, III y IV representan; el 20 + 1.4%,

el 16 £2.2% yel 19 + 1.8% respectivamente (Mass, et al. 2003).

MUSCULO EDL
Tendon

proximal B

Medial

corte
e < transversal Ventral Dorsal

Lateral

Distal tendons
] m v v

Figura 18: Panel A, los 4 fasciculos de fibras musculares (II, III, IV y V) que forman al
musculo EDL. En el panel B, se observa el area de seccion transversal ocupada por
cada fasciculo de fibras, note la predominancia del fasciculo V que ocupa el 45 £+ 0.6%

del érea total del EDL. (Modificado de Mass, et al. 2003).

89



13. 3. Anexo 3. Tabla 8. Composicion quimica del alimento consumido por los animales (Formulab 5008, Lab Diet, Framingham, MA. USA)

Nutrientes: Minerales Vitaminas

Proteina % 23.50 Grasa (ether extract), % 6.50 Ceniza (Ash), % 6.80 Caroteno, ppm 4.00
Arginina 1.44 Grasa (hidrdlisis acida), % 7.50 Calcio, % 1.00 Vit. K (menadiona), ppm 3.2
Cisteina 0.35 Colesterol, ppm 280.0 fosforo, % 0.65 Tiamina (Hidrocloruro) ppm 16.00
Glicina 1.23 A. Linoleico, % 1.37 Fosforo Riboflavina, ppm 5.00
Histidina 0.58 A. Linolenico, % 0.09 (no fitato) % 0.42 Niacina, ppm 109.00
Isoleucina 1.20 A. araquidonico, % 0.01 Potasio, % 1.10 A. Pantotenico, ppm 15
Leucina 1.87 4cidos grasos Omega-3, % 0.29 Magnesio% 0.20 Cloruro de Colina, ppm 2000.00
Lisina 1.40 Total a. grasos saturados, % 2.51 Sulfuro, % 0.24 Acido foélico, ppm 3.0
Metionina 0.43 Total acidos grasos, Sodio, % 0.28 Piridoxina, ppm 6.0
Fenilalanina 1.08 (mono-saturados), % 2.32  Cloruro, % 0.48 Biotina, ppm 0.20
Tirosina 0.66 Fibra (cruda), % 2.32  Fluorina, ppm 19 Vitamina Bi2 mcg/gm 20
Treonina 0.90 Fibra (deterg. Neutro), % 19.00 Fierro, ppm 230 Vitamina A, IU/g 15.00
Triptéfano 0.28 Fibra (deterg. Acido), % 11.3 Zinc, ppm 73.00 Vitamina D (added), IU/g 3.30
Valina 1.19 Extracto libre de nitrogeno Manganeso ppm  71.00 Vitamina E [U/kg 55
Serina 1.20  (por diferencia), % 49.40 Cobre, ppm 13 Acido ascorbico -—--

A aspartico 2.60 Almidon, % 3490 Cobalto, ppm 0.40

A Glutamico 4.77 Glucosa, % 0.22 Yodo, ppm 1.40

Alanina 1.39 Fructosa, % 0.24 Selenio, ppm 0.23

Prolina 1.63 Sucrosa, % 2.57

Taurina 0.02 Lactosa, % 0.39

Nutrientes digeribles totales, %: 81.2; Energia gruesa, kcal/g 4.15; Valor de combustible fisiologico, kcal/g 3.50; Energia metabolizarle, kcal/g 3.31. Calorias aportadas por: Proteina, %:
26.849; grasa (extracto de éter), %: 16.71; Carbohidratos, %: 56.44
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13.4. Anexo 4: Relacion de figuras y tablas

Figura 1.- Ultraestructura de una miofibrilla.

Figura 2.- La miogénesis primaria y secundaria.

Figura 3.- Proceso de diferenciacion de las fibras musculares.
Figura 4.- Los elementos de una triada.

Figura 5.- La arquitectura del receptor de hidropiridina (DHPR).

Figura 6.- Las fibras musculares y el deslizamiento de los filamentos.

Figura 7.- Las fases del ciclo de los puentes cruzados en el musculo esquelético.

Figura 8.- Los componentes contractil y eldstico del misculo esquelético.
Figura 9.- Fotomicrografia de un musculo EDL con tincién de mATPasa.
Figura 10.- Grafica de peso corporal de ratas MC, MD, HC y HD.

Figura 11.- Grafico del peso del EDL de las ratas MC, MD, HC, HD.
Figura 12.- Grafica de energia de mantenimiento de ratas macho y hembras.
Figura 13.- Grafica de la tasa metabolica basal de ratas MC, MD, HC y HD.
Figura 14.- Grafica de proporcion de fibras 1B / IIA del musculo EDL.
Figura 15.- Grafica del area transversal de las fibras tipo I, IIA y IIB.
Figura 16.- Registros de la sacudida simple del EDL

Figura 17.- Grafica de la fuerza de la sacudida simple del EDL.

Figura 18.- El musculo EDL, sus 4 fasciculos y su area transversal.

Tabla 1.- Principales isoformas de cadenas pesadas de miosina (MHC).

Tabla 2.- Propiedades diferenciales de las fibras fasicas.

Tabla 3.- Algunos factores que modifica la fuerza de la contraccidon muscular.
Tabla 4A.- Peso corporal e ingreso de energia en ratas hembra.

Tabla 4B.- Peso corporal e ingreso de energia en ratas macho.

Tabla SA.- Numero y porcentaje de tipos de fibras en el EDL de ratas hembra.
Tabla 5B.- Numero y porcentaje de tipos de fibras en el EDL de ratas macho.
Tabla 6.- Area de seccion transversal total ocupada por las fibras en el EDL.
Tabla 7A.- Caracteristicas contractiles del mtisculo EDL de ratas hembra.
Tabla 7B.- Caracteristicas contractiles del musculo EDL de ratas macho

Tabla 8.- Composicion quimica del alimento formulab 5008.

16
17
20
22
25
27
28
47
50
51
52
52
54
59
62
63
89

31
55
56
57
58
61
64
65
90

91






	Portada 

	Índice

	Resumen 

	1. Introducción

	2. Antecedentes 

	3. Justificación 

	4. Planteamiento del Problema 

	5. Hipótesis    6. Objetivo General 

	7. Material y Métodos 

	8. Resultados 

	9. Discusión de Resultados 

	10. Conclusiones 

	11. Referencias Bibliográficas 

	12. Productos Derivados de la Presente Tesis 

	13. Anexos

