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RESUMEN

En este estudio analizamos el efecto que ejerce la desnutricion cronica sobre la
composicion, organizacion y distribucién de las fibras en cada uno de los fasciculos del
musculo extensor digitorum longus (m. EDL). Se utilizaron dos grupos de ratas macho
Wistar (Rattus norvegicus) de 35 dias de edad, control (n=6) y desnutrido (n=6) (50% de
la cantidad de alimento con respecto al grupo control). Los protocolos alimentacion se
mantuvieron desde la gestacion, nacimiento, lactancia y hasta el dia 35 postnatal. Debido
a la desnutricidn crénica se espera que se dé una transicién de los tipos de fibras a uno
tipo intermedio y metabolismo oxidativo, lo cual provocaria que la organizacion y
distribucion de las fibras en los fasciculos cambiara. A ambos grupos se disecaron los
fasciculos del m. EDL (F2, F3, F4, F5), se realizaron cortes seriados transversales de 10
um de grosor, los cuales se tifieron con las técnicas de ATPasa (pH 9.4) y NADH-TR para
tomar microfotografias de los cortes tefiidos (con un objetivo de 10X). De acuerdo a su
tincién las fibras se identificaron como: transparentes-lentas; obscuras—intermedias vy
grises—rapidas o bien, claras—glucoliticas u oscuras—oxidativas. Se identificaron, se
contaron y se determinaron las coordenadas X, Y de cada una de las fibras por fasciculo
para construir imagenes binarias de su posicion y su proporcion relativa. Tanto el método
de correlacion integral fractal y la funcion de distribucién de densidad fueron empleados
para establecer el grado de organizacién y los patrones de distribucion de las fibras
musculares. Los resultados obtenidos indican que los fasciculos presentan porcentajes de
los tipos diferentes, mientras los F2, F3 y F4 presentan mayor porcentaje de fibras
intermedias, el F5 posee un mayor porcentaje de fibras répidas; en cuanto al
metabolismo, los fasciculos presentan mayor porcentaje de fibras con metabolismo
glucolitico; excepto en el F2. La desnutricion cronica provoca el decremento del
porcentaje de fibras rapidas en los F3 (F23,=8.05; P<0.05) y F5 (F230,=22.49; P<0.001), asi
como de las fibras intermedias en el F4 (F,»;=8.38; P<0.05) y un aumento de estas
tltimas en el F5 (F,30=22.49; P<0.001); el metabolismo se vio alterado en el F3,
aumentando las fibras oxidativas (F,20=25.43; P<0.01) con el respectivo decremento de
fibras glucoliticas (F,20=25.43; P<0.01). El analisis fractal mostré que las fibras rapidas e
intermedias, asi como las fibras oxidativas y glucoliticas presentan organizacion fractal
(D>1.0), implicando que las fibras presentan una organizacion determinada en los
fasciculos, lo cual puede estar relacionado con la funcién de éstos; las fibras lentas,
debido a su bajo niumero no fue posible analizarlas. Esta organizacion se ve afectada sélo

en las fibras rapidas del F3 (F320=5.56; P<0.05). Los patrones de distribucion de los tipos
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de fibras es diferente en cada fasciculo y se ven alterados en los F3 y F4, para la técnica
de ATPasa (pH 9.4); las fibras clasificadas por NADH-TR no se ven alterados los
patrones, pero si la densidad de fibras por cuadrante. Todos estos resultados sugieren
que la desnutricion crénica ejerce un efecto diferencial sobre los fasciculos del m. EDL,
tanto en la composicién, organizacién y distribucién de las fibras, lo cual podrian tener

repercusiones sobre la funcién de cada uno de ellos y del masculo en su totalidad.




1. INTRODUCCION

El musculo esquelético esta conformado de células multinucleadas, denominadas fibras
musculares o miofibras, las cuales, generalmente se clasifican en lentas (Tipo ),
intermedias (Tipo lla) y rapidas (Tipo llb), por sus caracteristicas estructurales,
bioquimicas y funcionales. Estas se encuentran en distintas proporciones en cada
musculo, lo que les confiere una gran heterogeneidad (Schiaffino y Reggiani, 2011). Las
fibras lentas (Tipo I) se caracterizan por ser resistentes a la fatiga, ejercen poca fuerza
contractil y son de metabolismo oxidativo; las fibras rdpidas (Tipo 1lb) son fatigables,
producen gran fuerza contractil y tienen metabolismo glucolitico; mientras que las fibras
intermedias (Tipo lla) desarrollan alta fuerza contractil y son resistentes a la fatiga, y
presentan un metabolismo mixto (Blaauw et al., 2013). El tipo de fibras que constituyen a
un musculo varia a lo largo de la vida (Lehnert et al., 2007), esto gracias a la plasticidad
que presenta este tejido, la cual permite que una fibra modifique su fenotipo en respuesta
a factores internos o externos, como el ejercicio (Rockl et al., 2007), variaciones

hormonales o el estado nutricional, entre otros (Matsakas y Patel, 2009).

La desnutricién cronica, la cual se ha convertido en un grave problema de salud a
nivel mundial, causando la muerte de 3.1 millones de nifios cada afio (OMS, 2015). De
acuerdo con Guerrant et al. (2013), esta clase de desnutricién forma un circulo vicioso con
las enfermedades entéricas, causando lo que denominan “doble carga”, debido a que no
puede tratarse un sintoma sin desatender el otro. Sumando a lo anterior, otros problemas
nutricionales importantes como la obesidad conforman la “triple carga”, lo cual vuelve aun

mas complicado su tratamiento.

Algunos individuos con problemas nutricionales, no cuentan con los suficientes
nutrientes para que tengan un desarrollo adecuado en las etapas embrion/feto/nifio, lo
que conlleva a diversas alteraciones en los 6rganos y sistemas, en particular la tiroides
(Ayala-Moreno et al., 2013), timo (Savino, 2002) y el metabolismo en general (Emery,
2005). Uno de los tejidos con mayor actividad metabdlica es el misculo esquelético, por lo
que resulta altamente afectado por una alimentacion deficiente en calidad o cantidad,
ademas es un tejido dependiente de la nutricibn materna durante el desarrollo
embrionario, afectandose el nimero y composicion de las fibras musculares debido a la
desnutricién, lo cual conlleva a sufrir alteraciones fisiolégicas a largo plazo (Zhu et al.,
2006).




Uno de los modelos animales més utilizados para analizar el efecto de diferentes
estados nutricionales, es el musculo esquelético de la rata, siendo particularmente el
musculo extensor digitorum longus (m. EDL) el mas empleado. Este musculo se considera
de contraccion rapida y se localiza lateral al m. tibial anterior, surge desde los dos tercios
antero-superiores de la fibula, membrana inter6sea y parte superior de la articulacion
tibiofibular, insertandose en las falanges de los cuatro dedos (indice a mefiique) de la pata
posterior. Su inervacién es dada por el nervio peroneo profundo y su funcién es extender
cada uno de los dedos de la pata, asi como el tobillo (Whitaker y Borley, 2010). El
movimiento de los dedos es completamente independiente gracias a que el m. EDL se
subdivide en cuatro fasciculos (F2, F3, F4 y F5) (Balice-Gordon y Thompson, 1988) bien
definidos y delimitados. En la rata Wistar adulta, el m. EDL presenta 3.7+0.7% de fibras
del Tipo 1y 0.1+£0.1% del tipo I/lla; 20.0+1.5% de fibras del tipo lla; 4.0£0.6% de fibras del
tipo llax; mientras que el 72.1+£4.6% son tipo lIb/lIx, de las cuales 35.9+2.8% de fibras son
exclusivamente fibras rapidas (Tipo llb) (Bloemberg y Quadrilatero, 2012) y contiene cerca

de 40 unidades motoras con un tiempo promedio de contraccion de 11 ms (Close, 1967).

Se ha demostrado que la desnutricion provoca atrofia del m. EDL y provoca la
diminucién de la contraccion maxima y tensién tetanica y que la desnutricion es un factor
que altera la plasticidad muscular, asi como aumento en la velocidad de acortamiento y
alteraciones en los fenotipos de las fibras musculares, lo cual puede comprometer la
locomocién del individuo (Toscano et al., 2008); sin embargo, Pereyra-Venegas et al.,
(2015) hallaron que la desnutricién crénica provoco (sélo en los machos) una mayor
fuerza normalizada, tanto en la contraccion muscular, como en la respuesta tetanica
isométrica. En un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, mostramos que la
desnutricién crénica induce un incremento en el porcentaje de fibras que presentan
metabolismo oxidativo y una disminucion en el porcentaje de fibras con metabolismo
glucolitico, a su vez, incrementa el porcentaje de fibras intermedias (tipo lla/lld) y reduce
el de las fibras rapidas (llb) (sin embargo, véase Pereyra-Venegas et al., 2015, quienes
observaron un aumento de fibras rapidas desde los 20 hasta los 365 dias postnatales,
excepto en las hembras), sin afectar aparentemente el nimero de fibras lentas;
ocurriendo los cambios mas significativos entre los 21 y 45 dias postnatales (Ruiz-Rosado
et al. 2013). La mayoria de los trabajos han utilizado al m. EDL completo para su
muestreo; sin embargo, dada la variabilidad en tamafio (longitud y ancho) de cada uno de
los fasciculos que lo conforman, asi como la funcién de éstos, en este trabajo se analizara

el efecto de la desnutricidn crénica sobre la estructura, organizacién y composicion de las




fibras musculares, de cada uno de los fasciculos (F2, F3, F4 y F5) del m. EDL en ratas
machos Wistar de 35 dias edad posthatal. Para esto, se utilizaron las técnicas
histoenzimaticas de ATPasa alcalina (pH 9.4) y NADH-TR, para determinar la actividad de
la ATPasa de las cadenas pesadas de miosinas (lenta, intermedia o rapida), asi como su
metabolismo (glucolitico u oxidativo), respectivamente. También, se analizé si las fibras
musculares poseen una distribucién azarosa o fractal mediante el método de correlacion
integral fractal y con la aplicacion de la funcién de distribucion se determinaron los

patrones de distribucién de las fibras de cada fasciculo.

2. ANTECEDENTES

2.1. Masculo

Los vertebrados, asi como muchos otros organismos, desarrollan dos conductas
fundamentales: 1) mantener su estructura y funcionamiento; y 2) reproducirse (Bourges-
Rodriguez, 2008). Para llevar a cabo tales conductas, presentan en comun el movimiento,

el cual es generado por los masculos esqueléticos.

En general, el musculo se clasifica en: liso y estriado. El muasculo liso se subdivide
en unitario o visceral y multiunitario; y el estriado a su vez en cardiaco y esquelético.
Todos los tipos de musculo tienen en comdn el mismo mecanismo molecular de
contraccion de actina-miosina y la activacion eléctrica provocada por un aumento de Ca**
intracelular (Hill y Olson, 2012). Las caracteristicas distintivas de cada tipo de mudsculo se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los distintos tipos de misculos. Basada en Sherwood (2014) y Patton y
Thibodeau (2015).

Liso Estriado
- Unitario o o . "
Caracteristica . Multiunitario Cardiaco Esquelético
visceral
o Paredes de Paredes de
Principal o o Paredes del .
L varios 6rganos varios 6rganos , Unido a huesos
ubicacion corazén
huecos huecos
o - - Locomocion,
Principal Movimiento de Movimiento de L
iy Bombear sangre produccion de
funcion las paredes las paredes
calor y postura
Estriacién No No Si Si
uno (en
Uno, cerca del Uno, cerca del . ( .
. ocasiones dos) Varios, cerca del
Nucleo centro de la centro de la
. . cerca del centro sarcolema
célula célula .
de la célula




Continuaciéon de Tabla 1.

Liso Estriado
e Unitario o o . iy
Caracteristica . Multiunitario Cardiaco Esquelético
visceral
Gran diametro,
forma diadas con
. Delgados, forman
el reticulo ;
, L. triadas con el
Tabulos T No No sarcoplasmico, .
reticulo
regula la entrada sarconlasmico
de Ca*" al P
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Filamentos de . . P .
. L Si Si Si Si
actinay miosina
Troponina Sélo Sélo , ,
P y Si Si
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Inervacion , . . »
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Iniciacion de la - . -
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contraccion .
potenciales de marcapasos)
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L - fisicamente el fisicamente el
Quimicamente Quimicamente . .
complejo complejo
. provoca la provoca la : .
Mecanismo de o o troponina- troponina-
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) Rapida o lenta,
Veloci .
eloc dad_ ,de Muy lenta Muy lenta Lenta depende del tipo
contraccion ;
de fibras
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2.1.1. Musculo esquelético

El musculo esquelético estd conformado de haces de células musculares largas y
cilindricas, también llamadas fibras musculares, las cuales estan rodeadas por tejido
conectivo, denominado endomisio, perimisio y epimisio (desde su parte mas interna hasta
su parte mas externa) que le brinda elasticidad al musculo (Fig. 1). Asimismo, el tejido
conectivo se encuentra formando los tendones, que ayudan a transferir la fuerza
producida por el musculo al esqueleto. Los musculos pequefios tienen sélo unos cientos
de fibras (ej. el musculo tensor del timpano); mientras que varios musculos grandes, tales
como los de las extremidades pueden tener varios miles de fibras. Cada fibra muscular
puede ser tan larga como 30 cm y tener un diametro de entre 10 a 100 um (MaclIntosh et
al., 2006; Hill et al., 2012).

Epimisio o Perimisio
£ X Fibra
¥ J/ /muscular
Endom|5|o
Miofibrillas
rf} Haz de
fibras

Figura 1. Conformacién del misculo esquelético. Modificado de Hill et al. (2012).

Las fibras musculares estan mayormente constituidas por miofilamentos que
contiene cilindros denominados miofibrillas, dispuestas en sentido longitudinal, con un
grosor de ~1um. Cada miofibrilla muestra una estriacion transversal, debida a la
alternancia de distintas estructuras proteicas. Con el microscopio de luz se observan
bandas claras y oscuras, denominadas bandas | y A, respectivamente. Dentro de la banda
| se nota una division en el centro, la linea o disco Z; mientras que en el centro de la
banda A esta una la banda H, dentro de la cual, en el centro, se localiza la linea M, en la

gue se unen los filamentos de miosina (Fig. 2) (Paniagua, 2007; Welsch, 2008).
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Miofibrilla
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Cisterna terminal
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Figura 2. Microfotografia (A) y representacion esquemética (B) de las principales estructuras las
fibras musculares. Modificado de Pilla (2012).

La region comprendida entre dos lineas Z, se le denomina sarcémera, la cual es la
unidad fisiolégica fundamental de la contraccion muscular, que tiene un longitud
aproximadamente de 2.2 ym en una fibra relajada (Maclntosh et al., 2006). Dentro de
cada sarcomera se pueden distinguir cuatro conjuntos moleculares: miofilamentos
delgados, miofilamentos gruesos, linea Z y linea M. Las miofibrillas se componen
esencialmente de cuatro tipos de proteinas: miosina, actina, tropomiosina y troponina
(Patton y Thibodeau, 2015). Méas especificamente, los miofilamentos delgados estan
conformados por actina (a), tropomiosina (a y B), troponina (C, T e I), la proteina de
coronacion y tropomodulina (estas dos ultimas son las encargadas del crecimiento de
cada filamento delgado). Los miofilamentos gruesos se componen de miosina (cadena
pesada y cadena ligera y de unién de proteina C) y titina (larga y corta). La linea Z posee
actina (a), FATZ o calsarcina (1, 2 y 3), proteina ZASP, miotilina, paladina, miopaladina,
FHL1, cristalina aB y proteinas LIM de musculo. Finalmente, la banda M esta integrada
por miomesina (1, 2 y 3), demas, se puede encontrar nebulina (en la linea I) y la distrofina
(Kijowski, 2001; Paniagua, 2007; Luther, 2009; Schiaffino y Reggiani, 2011).




2.1.2. Clasificacion de las fibras musculares

Las fibras musculares deben su diversidad a la presencia de las distintas isoformas de
miosina. Todas las miosinas constituyen una gran superfamilia de proteinas que tienen en
comun un dominio que interactia con la actina, hidroliza el ATP y produce movimiento a
través de mecanismo de puentes cruzados; se componen de una o dos cadenas pesadas
y varias cadenas ligeras. Cada cadena pesada de miosina (MHC, por sus siglas en inglés)
presenta tres subdominios funcionales y estructurales: cabeza, cuello y cola. En la porcion
N-terminal se encuentra la cabeza, también denominada dominio motor, que contiene los
sitios de unién a actina y ATP y es la regibn mas conservada entre las diferentes
isoformas. Mientras que en la porcion C-terminal esta el dominio del cuello, el cual es una
region a-helicoidal, que se asocia a las cadenas ligeras o cadmodulinas. Posterior al
cuello se localiza el dominio de la cola, que contiene los sitios de union que determinan la
actividad particular de una miosina, ademas sirve de ancla y posiciona al dominio motor
para interactuar con la actina (Fig. 3) (Schiaffino y Reggiani, 1994; Sellers, 2000; Lodish et
al., 2012).

Sitio de union a actina
Sitio de unién a ATP

Cadena ligera de miosina esencial
/Cadena ligera de miosina reguladora

l J L JL )
Cabeza Cuello Cola

Figura 3. Estructura de las cadenas pesadas de miosina. Modificada de Quintin et al. (2008).

Dentro de los mamiferos, se han descubierto 14 genes que codifican MHC, de las
cuales, seis son exclusivos de musculo esquelético: MYH13 (musculatura extraocular),
MYH8 y MYH3 (musculo en desarrollo), MYH4 (fibras rapidas, Ilb), MYH1 (fibras rapidas,
2x) y MYH2 (fibras intermedias, lla); dos son de musculo cardiaco, aunque presentes
también en musculo esquelético: MYH6 (corazén y musculo de la mandibula) y MYH7
(corazon vy fibras lentas), el resto se transcribe en diversos musculos: MYH7b o MYH14

(corazén, musculo extraocular y fibras lentas), MYH15 (capa orbital de los musculos




extraoculares), MYH16 (musculo de la mandibula, en carnivoros) (Rossi et al., 2010;

Schiaffino y Reggiani, 2011).

Dependiendo de las propiedades analizadas (metabdlicas, estructurales,
contractiles, entre otras), se han establecido diversas clasificaciones para las fibras
musculares (Pette y Staron, 2001). La mas utilizada se basa en la actividad de la ATPasa
de las cadenas pesadas de miosina, en la cual se ha encontrado una relacion entre la
intensidad de la tinciébn con las isoformas de las MHC (Pette y Staron, 1997) y, por lo
tanto, de la velocidad de contraccion (Barany, 1967). Generalmente, se realiza con pH
acido o pH alcalino y dependiendo de la intensidad de la tincidon se clasifican en lentas

(tipo 1), intermedias (tipo Ila) y rapidas (tipo IIb) (Guth y Samaha, 1970).

Otra clasificacion se realiza con la caracterizacion del metabolismo utilizando
enzimas de la cadena respiratoria como NADH tetrazolio reductasa (Nachlas et al., 1958),
citocromo C oxidasa (Seligman et al., 1968) y succinato deshidrogenasa (Nachlas et al.,
1957). Asimismo, se han desarrollado diversas técnicas inmunohistoquimicas con
anticuerpos monoclonales a las cuatro principales isoformas de MHC (ej. Bloemberg y
Quadrilatero, 2012).

Las caracteristicas generales de los tipos de fibras musculares se presentan en la
Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas contractiles, actividad enzimatica y propiedades morfolégicas vy
metabdlicas de los tipos de fibras del misculo esquelético. Modificado de Zierath y Hawley (2004).

Lentas Intermedias Réapidas
(Tipo 1) (Tipo lla) (Tipo llb)
Caracteristicas
contractiles
Tiempo para
alcanzar el pico de 1.0 0.4 0.4
tension
Ca2+ ATPasa de la
miosina 1.0 3.0 3.0
Mg2- ATI_:’asa de la 10 28 28
actomiosina
Actividad enzimatica
Creatinina 1.0 1.3 1.3
fosfoquinasa
Fosfofructoquinasa 1.0 15 2.1
Glucégeno
fosfoquinasa 1.0 21 31
Citrato sintasa 1.0 0.8 0.6




Continuaciéon de Tabla 2.

Lentas Intermedias Rapidas
(Tipo 1) (Tipo lla) (Tipo llb)
Propiedades
morfolégicas
Densidad de 1.0 0.8 0.6
capilares
Densidad 1.0 0.7 0.4
mitocondrial
Propiedades
metabdlicas
Potencial oxidativo 1.0 0.7 0.2
Potencial glucolitico 1.0 1.5 2.0
Fosfocreatina 1.0 1.2 1.2
Glucégeno 1.0 1.3 15
Triacilglicerol 1.0 0.4 0.2

Todos los valores estan expresados como veces de cambio relativo a las fibras lentas.

2.2. Plasticidad del musculo esquelético

La plasticidad muscular es un mecanismo que permite al misculo adaptarse a diversas
condiciones internas o externas durante toda la vida. En general, la plasticidad se da en
dos formas, cambiando el fenotipo (hacia fibras rapidas o hacia fibras lentas) o el area de

las fibras musculares (Fig. 4) (Blaauw et al. 2013).

De acuerdo con Schiaffino y Reggiani (2011), la plasticidad muscular se puede

dividir en cinco modelos basicos:

1) Patrones de descarga de las neuronas motoras o estimulacién eléctrica (ej. Buller
et al., 1960; Gutmann y Zelena, 1962; Midrio et al., 1988; Martin et al., 1992);

2) Sobrecarga y descarga (ej. Jamali et al., 2000; Adams et al., 2003; Bagley et al.,
2012);

3) Actividad e inactividad (ej. Harlow et al., 2001; Borina et al., 2010; Luden et al.,
2012);

4) Regulacion hormonal (ej. Izumo et al., 1986; Polla et al., 2001; Tiidus, 2011); y

5) Oxigeno y disponibilidad de sustrato (ej. Hoppeler et al., 2003; Matsakas y Patel,
2009; Parada-Simao et al., 2011).
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B-agonistas Descarga
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Figura 4. Principales factores que modifican el tamafio (A) y el fenotipo (B) de las fibras
musculares. Modificado de Blaauw, et al. (2013).

La forma en que mas se ha estudiado la plasticidad muscular es con los cambios
fenotipicos de las fibras, las cuales se cambian de acuerdo a la regla del “vecino mas
cercano”, es decir, de lentas (I) a rapidas (ll) o de rapidas (II) a lentas (I)
(I lAIX/ID<1IB) (Termin et al., 1989; Ausoni et al., 1990, Pette et al., 1999; Pette y
Staron; 2001). Ademas, los cambios en la transicién de las fibras es debida al tipo de
fibras presentes de forma natural en los musculos, asi como a caracteristicas intrinsecas
de cada uno de ellos, que lo vuelven mas o menos sensibles a un factor intrinseco (p. €j.

alteraciones hormonales) o extrinsecos (p. ej. desnutricién), que los limitan a cierto rango
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de cambio. Lo cual es la explicacion a que bajo un mismo factor, un masculo responda
hacia una sentido, mientras que otro musculo lo haga en sentido opuesto (Blaauw et al.,
2013).

2.3. Efectos de la nutricion sobre el masculo esquelético

Diversos estudios han propuesto una relaciéon entre el ambiente fetal (incluyendo la
nutriciéon) y la salud postnatal. Principalmente, se ha observado que los estados
nutricional y hormonal durante la gestacién pueden causar alteraciones en el desarrollo
subsecuente (Satterfield et al., 2011), los cuales pueden estar asociados con cambios en
la maquinaria epigenética mediante un proceso llamado programacion fetal (p. ej.
metilacion del DNA, modificacion en las histonas por acetilacion, compactacion vy
relajacion de la cromatina, impronta genética y el perfil de los miRNA) (Fig. 5) (Lucas,
1998; Verma, 2011). Tal programacion fetal es definida como un proceso adaptativo
mediante el cual la nutricion y otros factores ambientales pueden alterar rutas del
desarrollo durante el periodo critico del crecimiento prenatal, y por lo tanto, inducir a
cambios en el metabolismo postnatal generando susceptibilidad a enfermedades cronicas
(Wu et al., 2004).

Desnutricion Sobrenutricion
Epigenética

!

Programacion fetal

/N N

Desbalance Trastornos Disfuncién Defectos en
hormonal metabdlicos de érganos sefalizacion celular

N N/ /

Alteracion en el crecimiento, desarrollo
y salud de la descendencia
Figura 5. Estados nutricionales afectando la epigenética, mediante la programacion fetal.
Modificado de Satterfield et al. (2011).
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La desnutricion es un desequilibrio entre el suministro de nutrientes del cuerpo y la
demanda de crecimiento del mismo, su mantenimiento y actividades especificas (Roure,
2010), la cual puede ser por una insuficiente ingesta de alimento o consecuencia de
diversas enfermedades (UNICEF, 2006). En general, la desnutricion puede clasificarse en
dos tipos: retraso en el crecimiento y desbalance de micronutrientes. La primera puede
ser aguda o crbnica; mientras que la segunda puede ser la deficiencia de algun
micronutrientes (p. ej. vitamina A, hierro, iodo, etc.). La desnutricion aguda, se caracteriza
por un deterioro rapido del estado nutricional en un corto periodo de tiempo; de ésta
existen tres tipos: marasmo (severa pérdida de peso), kwashiokor (edemas bilaterales por
retencion de agua) y kwashiokor marasmico (una mezcla de ambos tipos). La desnutricion
crénica, también llamada retraso en el crecimiento (stunting), comienza antes del
nacimiento y es causada por una pobre nutricibn materna, practicas inadecuadas de
alimentacion y baja calidad de los alimentos, asi como algunas infecciones. Se estima que
800 millones de personas en el mundo sufren de este tipo de desnutricién (Fig. 6) (Shetty,
2003; UNICEF, 2015).

PREVALENCIA DE SUBALIMENTACION EN LA POBLACION
(PORCENTAIJE) EN 2012-14

LEYENDA
2
<5 % Muy baja
5 %—b 149 % Moderadamente baja S “ <
15 %—3>24,9 % Moderadamente alta ’ PN
) 25%—>349 %Al & 7

. 35 % 0 mds muy alta ‘

Datos ausentes o insuficientes

Figura 6. Mapa de prevalencia de desnutriciéon en el mundo. Tomado de FAO (2015).

Durante el desarrollo, la desnutricibn puede presentarse en diferentes etapas:

prenatal (gestacion), perinatal (gestacién y lactancia), postnatal temprana (primeros afios)
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o tardia (etapa adulta) y crénica. Se ha observado que entre mas temprana ocurra, sus
efectos son persistentes, por lo que se ha recomendado que el periodo para prevenir la

desnutricién es el embarazo y los dos primeros afios de vida del nifio (Wisbaum, 2011).

Debido a la composicion molecular del musculo esquelético, predominantemente
de proteinas, ha sido observado que algunas propiedades de éste son dependientes del
grado de nutriciéon (Saunders et al., 2014), como lo es el area de la seccion transversal y
la proporcién de los tipos de fibras (lentas, intermedias y rapidas) (Yamaguchi et al. 1993)
durante la vida postnatal de los individuos. Se ha observado que una desnutricion aguda
de 48 horas provoca en el musculo esquelético un decremento en los niveles de PGClay
de FOXOL1 fosforilado, ambos reguladores del fenotipo de las fibras (Mitzunoya et al.,
2013).

Sin embargo, los efectos de la nutricibn son mas relevantes durante el desarrollo
perinatal, puesto que la desnutricion modifica las propiedades enziméticas de manera
dependiente al tipo de fibra, generalmente aumentando el metabolismo oxidativo
mediante una mayor translocacién de acidos grasos, los cuales no son usados para
generar energia, por lo que se acumulan provocando desechos toxicos para la
mitocondria (da Silva et al., 2014). En las fibras rapidas, donde ocurre atrofia debido a la
desnutricién, ésta se relaciona con una menor expresion de genes asociados con
proteinas estructurales del musculo como ACTAL (actina a), TPM2 (tropomiosina), asi
como de enzimas metabdlicas ATP1A2 (ATPasa) y CKM (creatina quinasa) (Lehnert et
al.,, 2006), asimismo, en este tipo de fibras ocurre una baja expresiébn de genes
relacionados con el metabolismo oxidativo (Hou et al., 2013) y un aumento en la
expresion de genes relacionados con el metabolismo glucolitico (da Silva et al., 2014).
Igualmente, la desnutricion temprana postnatal retrasa la madurez contractil, metabélica y
la aparicién de la isoforma de MHC IIb (Lefaucheur et al., 2003; Alves et al., 2008),
disminuyen los transportadores de glucosa GLUT-4, la actividad de CPT-1 (enzima
encargada del transporte de acidos grasos de cadena larga) y se disminuye la funcion de
enzimas mitocondriales, entre las que se encuentran algunas asociadas al metabolismo
glucolitico (zZhu et al.,, 2006), Igualmente, se han observado alteraciones en las
membranas de los tubulos transversos, con una sobreexpresion de GLUT-4, lo cual
provoca que se modifiqgue la estabilidad conformacional de proteinas integrales, esto
aunado con un aumento en fuerza y en resistencia a la fatiga (Ramirez-Oseguera et al.,
2013).
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Ademads, la desnutricion perinatal también disminuye la frecuencia de precursores
de musculo esquelético (SMP, por sus siglas en inglés), lo cual conlleva a una menor y
mas tardada recuperacion cuando existe alguna lesion (Woo et al., 2011). Estas
alteraciones en el metabolismo pueden ser asociadas con la presencia de enfermedades
y padecimientos como la diabetes, obesidad y sindrome metabdlico durante la vida adulta

(Ramirez-Oseguera et al., 2013; véase también a Pereyra-Venegas et al., 2015).

El musculo extensor digitorum longus ocupa la parte fibular del compartimento
anterior anterolateral de la pierna (Bianchi y Martinoli, 2007). Este masculo penniforme
surge del céndilo lateral de la tibia, la superficie anterior de la fibula, el septo
intermuscular (entre éste y el masculo tibial anterior y el peroneus longus) y la fascia
crural cerca de la tibia (Fig. 7 A). El tendon comienza cerca de la mitad de la pierna y
recibe fibras casi hasta del tobillo (Travell y Simons, 1993; Lannotti y Parker, 2013). Se
divide en cuatro fasciculos bien delimitados (Fig. 7 B), cada uno presenta un tendén que
se desliza bajo al extensor retinaculum y se inserta en la cara dorsal de las falanges
media y distal de los dedos de la pata 2-5 (Balice-Gordon y Thompson, 1988). La funcion
del musculo completo es extender los dedos 2 a 5 de la pata (cada uno por un fasciculo
distinto) y asistir en la dorsiflexién del tobillo (McAtee y Charland, 2007); sin embargo, no
se ha establecido un funcionamiento diferencial de los fasciculos, que podria relacionarse

a otros comportamientos, como el acicalamiento o el rascado.
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Figura 7. A. Ubicacion anatémica del musculo extensor digitorum longus. B. Fasciculos que
conforman al misculo extensor digitorum longus (F2-F5) en la rata Wistar. Modificado de Balice-
Gordon y Thompson (1988).

En este musculo se han observado ademas de los cambios enzimaticos, cambios
en receptores a glucosa y diversas propiedades contractiles debidos a la desnutricion pre-
y perinatal, modificaciones en las proporciones de los tipos de fibras, ocurriendo un
aumento en fibras rapidas (Toscano et al., 2008; Pereyra-Venegas et al., 2015),
intermedias y oxidativas (Ruiz-Rosado et al., 2013; da Silva et al. 2014). Aunque también
la desnutricion aguda aumenta los niveles de isoformas de MHC tipo Il (Mitzunoya et al.,
2013).

2.4. Geometria fractal

Desde tiempos muy remotos la ciencia y las mateméaticas se han ido desarrollando a la
par, siendo las matematicas usadas para describir y, en ocasiones, para explicar los

fendmenos de la naturaleza. Sin embargo, existen varios fendmenos considerados muy
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irregulares o complejos para las matematicas tradicionales. Si bien el desarrollo del
célculo por Newton y Leibniz en el siglo XVII fue un gran avance, no fue sino hasta 1982
con Benoit Mandelbrot en su libro de “La geometria fractal de la naturaleza” donde hace
notar que la geometria tradicional o euclidiana no es aplicable a fenomenos de la
naturaleza, fisica, biologia, finanzas, entre otras areas; a lo cual él acufi¢ el término fractal
para referirse a toda clase de objetos irregulares (Falconer, 2013), quebradizos o
geométricamente fragmentados que pueden ser subdivididos en partes, cada una de las
cuales (al menos aproximadamente) es una copia mas pequefia del todo, lo que quiere
decir que son autosimilares e independientes de la escala (Thomas et al., 2012). Sin
embargo, Talanquer (2011) destaca lo siguiente “... los fractales de la naturaleza sélo son
autosimilares en sentido estadistico, esto es, si se toma un conjunto suficientemente
grande de objetos de la misma clase y se aplican una porcion de ellos, es posible que no
sea idéntico al original, pero seguramente si sera similar a algin otro miembro de la

coleccién”.
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Figura 8. Tridngulo de Sierpinski, uno de los fractales mas representativos, el cual resulta de dos
formas: 1) dividir un triangulo equilatero en cuatro y descartar la pieza central y seguir asi en cada
uno de los triangulos restantes; y 2) ir formando grupos de tres triangulos, los cuales se van
agrupando con otros, formando supergrupos y asi indefinidamente. Tomado de Baird (2011).
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Los fractales rompen las reglas bésicas de la geometria tradicional: las formas
pueden tener un perimetro infinito y cero area o volumen; o infinito detalle y la longitud de
una linea depende de cuén cerca se observe. Asimismo, se pueden ramificar, dividir,

agrupar, girar, rotar, distorsionar, replicar, entre otras acciones (Baird, 2011).

Ademas de la autosimilitud, la dimension (i.e. cuanto espacio ocupa un conjunto
cerca de cada uno de sus puntos) es un punto central en la geometria fractal. La
dimension fractal siempre es un niumero real no negativo (ej. 2.03, 1.9, 1.45) (Tang, 2012).
Existe una amplia variedad de dimensiones fractales (p.ej. ver Klinkenberg, 1994;
Annadhason, 2012), la dimension de Hausdorff es una de las mas importantes, pero tiene
la desventaja de ser complicada de calcular o estimar por métodos computacionales
(Falconer, 2003).

2.4.1. Aplicaciones en biologia

Desde muy temprano en la biologia existié la probleméatica de no poder hacer analisis
precisos a los organismos debido a que las matematicas tradicionales no permitian
estudiar la complejidad total de la naturaleza y con el surgimiento de la geometria fractal a
muchos les parecié un mejor enfoque, pues preferian a una “vaca fractal” que a una “vaca
esférica”, haciendo referencia a que los fractales les permitirian entender mejor la
naturaleza, teniendo en cuenta que ésta siempre serd mas compleja que las
abstracciones matematicas (Buldyrev, 2009). Un método comun utilizado en biologia (y
otras areas) es el conteo de cajas 0 box-counting; sin embargo, este tiene el problema de
gue los objetos biolégicos reales no poseen muchos ordenes de autosimilitud, es decir,
son relativamente simples, pero para esto se han establecido limitaciones a este método y

se han propuestos métodos alternativos (Bisoi y Mishra, 2001).

Ejemplos clasicos de fractales en los sistemas biolégicos se encuentran en las
ramas de los arboles, frondas de los helechos, los alvéolos pulmonares, el sistema

cardiovascular, entre otros (Fig. 9).
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Figura 9. Representacion tridimensional de los alvéolos pulmonares, los cuales presentan una
organizacion fractal. Los distintos colores representan a los distintos grupos que conforman a los
pulmones. Tomado de Kitaoka et al. (1999).

Los analisis fractales han permitido establecer que las membranas celulares y de
los organulos y la cromatina presentan propiedades fractales, lo cual permite entender
mejor el comportamiento celular, asi como la diagnosis y prognosis de varias
enfermedades como diversos tipos de cancer (Adam et al.,, 2006; Losa, 2012).
Igualmente, se ha propuesto que los fractales pueden explicar la diversidad de especies y
la complejidad de los ecosistemas (Brown et al.,, 2002). También ha sido aplicada a las
filogenias (son un fractal) y la teoria evolutiva, lo cual puede permitir una mejor
categorizacion de las taxones en una clasificacion mas natural, asi como para entender el
proceso evolutivo (Green, 1991). Inclusive se ha propuesto el uso de la dimension fractal
para la identificaciébn de especies de plantas (Martinez et al., 2008), asi como para
establecer relacion entre la dimension fractal de la vegetacion con la distribucion de

artrépodos basado en la longitud su cuerpo (Morse et al., 1985).
2.4.1.1. Andlisis fractales aplicados al misculo esquelético

Uno de los primeros trabajos en aplicar los métodos fractales en musculo esqueléticos fue
el realizado por Arsos y Dimitriu (1995), donde ellos observan que las fibras tipo Il

presentan una organizacion fractal en el m. EDL de ratas jovenes y adultas.
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Sin embargo, la mayoria de los trabajos se han centrado mas en el tejido vascular
en el musculo esquelético, como lo es el flujo sanguineo (lversen y Nicolaysen, 1995;
Kalliokoski et al., 2003) y la perfusion de oxigeno a las fibras (Kalliokoski et al., 2001)
presentan un comportamiento fractal. Asimismo, se ha planteado el uso de métodos
fractales para hacer una evaluacion cuantitativa y no sélo cualitativa de los cambios

morfolégicos debido lesiones (Ozaki et al., 2015).
2.5. Funciones de distribucién

Las funciones de distribucion se crean a partir de hacer superposiciones lineales de
funciones de base radial Gaussianas, las cuales debido a sus propiedades, permiten
ajustar o reconstruir sefiales o funciones, comparar datos, determinar la estabilidad de
puntos de equilibrio y establecer que tan distintas son dos funciones de distribucién
(Garcia et al., 2015).

2.5.1. Método de funciones de base radial

Los métodos de funciones de base radial (BRF por sus siglas en inglés) son el medio para
aproximar funciones multivariadas, principalmente cuando dependen de muchas variables
0 parametros, estan definidas por, posiblemente, muy pocos datos y los datos se
encuentran dispersos en su dominio (Buhmann, 2004). Las BRF son una clase especial
de funcién, cuya caracteristica distintiva es que su respuesta incrementa o disminuye
mondétonamente con la distancia desde un punto central. El centro, la escala de distancia
y la forma precisa de la forma de una funcion radial son pardmetros del modelo (Orr,
1996).

Una BRF tipica generalmente tiene la forma de ¢(r) = ¢(¢||x — x;||), donde ¢ es el
parametro de forma de la funcion de base radial. Las funciones radiales mas populares

son: Gaussianas (¢(r) = e‘(”)z), multicuadraticas (¢(r) =+/1 + (er)?), multicuadraticas

1
1+(er)?

inversas (¢(r) =ﬁ), cuadréticas inversas (¢(r) = ) y Spline poliarménico

(p(r) =r*%k =135..;r%n(), k = 2,4,6..) (Wang, 2012).
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3. JUSTIFICACION

Se ha observado que la desnutricion afecta diversos tejidos, entre ellos la musculatura
estriada, uno de los tejidos metabdlicamente més activos e indispensables para el control
motriz (Zhu et al., 2006). Trabajos realizados sobre el efecto de la desnutricion en el
cambio fenotipico de los tipos de fibra (Parada-Siméo et al., 2011; Ruiz-Rosado et al.,
2013; Pereyra-Venegas et al., 2015), especialmente en el masculo extensor digitorum
longus (m. EDL), han mostrado que se presentan las mayores alteraciones en el
desarrollo y la maduracién de las fibras musculares entre los 35 y 45 dias de edad
postnatal. Hasta ahora, los trabajos realizados utilizan al m. EDL completo para su
analisis (Toscano et al., 2008; Ruiz-Rosado et al., 2013; da Silva et al., 2014; Pereyra-
Venegas et al., 2015). Sin embargo, este musculo se divide en cuatro fasciculos (Balice-
Gordon y Thompson, 1988) con funcion y tamafio diferente, por lo que un corte sesgado
hacia algun extremo del musculo eliminaria informacion relevante sobre la composicion
total del musculo e individual de los fasciculos. Asimismo, existe una discrepancia entre
los efectos de la desnutricién crénica entre Ruiz-Rosado et al. (2013) y Pereyra-Venegas
et al. (2015), pues en el primero se encuentra un aumento de fibras intermedias (lla) y en
el segundo se da un aumento de fibras rapidas (lIb). Por todas estas razones y con el fin
de conocer si dicha discrepancia en resultados es debida a que la desnutricién crénica
afecta de manera particular a los fasciculos del m. EDL en este trabajo analizamos los
cuatro fasciculos de m. EDL en ratas de macho Wistar de 35 dias de edad los cambios en
los fenotipos de las fibras en cada uno de ellos. Asimismo, se analizé si las fibras
musculares de los fasciculos del m. EDL presentan organizacion no aleatoria (fractal),
pues Arsos y Dimitriu (1995) hallaron que esto ocurre, pero en el muasculo completo y con
una muestra muy pequefia de fibras; y aunado a esto se determinaron los patrones de
distribucion de los tipos de fibras, para posteriormente comparar y ver si la desnutricién

crénica afecta estas caracteristicas.
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4. HIPOTESIS
En los fasciculos del m. EDL de la rata macho Wistar de 35 dias,

a. La falta de nutrientes debida a la desnutricidn crénica afectara los porcentajes de
fibras lentas, intermedias y rapidas, dandose una transicion de fibras rapidas a un
fenotipo de fibras intermedias y de intermedias a lentas, asi como el respectivo
cambio de metabolismo glucolitico a metabolismo oxidativo.

b. Como consecuencia de los cambios en los porcentajes de los tipos de fibras en los
fasciculos del m. EDL se presentaran modificaciones en la organizacion fractal y

los patrones de distribucion de las fibras.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la desnutricidbn cronica sobre la composicion, distribucion y
organizacién de las fibras en los fasciculos del musculo extensor digitorum longus de
ratas macho Wistar de 35 dias de edad mediante técnicas histoenziméticas y métodos

matematicos.
5.2. Objetivos particulares
En los fasciculos del musculo extensor digitorum longus de ratas de 35 dias de edad,

e Determinar el efecto de la desnutricion sobre el porcentaje de fibras lentas,
intermedias y rapidas presentes utilizando la técnica histoenzimatica de ATPasa
alcalina (pH 9.4)

e Determinar el efecto de la desnutricién sobre el porcentaje de fibras oxidativas y
glucaoliticas utilizando la técnica histoenzimatica de NADH-TR.

e Evaluar la organizacion fractal de las fibras clasificadas por las técnicas
histoenzimaticas de ATPasa alcalina y NADH-TR para las ratas control y
desnutridas utilizando el método de correlacion integral fractal.

e Analizar los patrones de distribucion de las fibras clasificadas por las técnicas
histoenzimaticas de ATPasa alcalina y NADH-TR para las ratas control y

desnutridas mediante el método de funciones de distribucion.
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6. METODOLOGIA
En resumen, la metodologia aplicada en este trabajo se muestra en la Fig. 10.

Ratas hembra

nuliparas
Grupo Desr?urtur%loo (D)
Control (C)
Alimento comercial 50% de la cantidad de
(Formulab 5008) cantidad de alimento
y agua ad libitum (Formulab 5008)
y agua ad libitum
PROTOCOLO
DE ALIMENTACION
\ N=6 N=6 .
\ Parto y 35 dias 35 dias Parto y ’/
lactancia Machos Machos lactancia
Alimento comercial 50% de la cantidad de alimento
(Formulab 5008)y agua ad libitum (Formulab 5008) y agua ad libitum

Diseccion, congela0|on y cortes seriales de la parte
medial de cada uno de los fasciculos del m. EDL

Tinciones histoenzimaticas

I 1
ATP
NADH-TR

Microfotografia de los cortes (N=6 para cada fasciculo en ambos grupos).
Identificacién y conteo de todas las fibras por tipo

Determinacion de porcentajes de los tipos de fibras, analisis de la organizacion
fractal por tipo de fibra y determinacion de patrones de distribucion

Analisis estadistico con pruebas de ANOVA de dos vias y una via con post-hoc
de Tukey y pruebas t de Student y Mann-Whitney en GraphPad

Figura 10. Protocolo de desnutricién crénica aplicado a ratas macho Wistar de 35 dias de edad,
asi como analisis hechos a los tipos de fibras de los fasciculos del m. EDL.
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6.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar (Rattus norvegicus) hembras nuliparas de 5 a 6 meses de edad,
las cuales se dividieron en dos grupos, uno control (C) y uno desnutrido (D). El grupo
control tuvo libre acceso a comida comercial (durante todo el periodo experimental);
mientras que el grupo desnutrido recibié el 50% de la comida suministrada al grupo
control. A las 3 semanas de dar el tratamiento, las hembras se cruzaron con ratas machos
durante una semana para quedar gestantes. Las camadas resultantes fueron ajustadas a
9 crios (5 machos y 4 hembras). El protocolo de alimentacion se mantuvo durante toda la
gestacion, parto y lactancia, después del destete, los crios siguieron el mismo protocolo
alimenticio que sus madres (C y D), teniendo ambos grupos acceso ilimitado al agua y
fueron alojados bajo las mismas condiciones ambientales del ciclo luz/oscuridad (12:12 h)
y temperatura (22-24 °C). Para las observaciones experimentales se utilizaron machos
(n=6, seleccionados al azar de las distintas camadas) para cada grupo. Al cumplir 35 dias
de edad, los individuos se pesaron, posteriormente se anestesiaron para hacer la
diseccion de los cuatro fasciculos (F2, F3, F4 y F5) del muasculo extensor digitorum
longus (m. EDL), obteniéndose un total de 24 fasciculos (6 de cada uno) por grupo.

Posteriormente fueron eutanizados mediante una sobredosis de anestesia (uretano).
6.2. Diseccion y preparacién del tejido para el analisis histoenziméatico

Los fasciculos del musculo EDL de las extremidades posteriores derecha e izquierda se
removieron rapidamente, pesaron (el musculo completo) y se midié la longitud de cada
uno de los fasciculos; finalmente, se colocaron en isopentano (crioprotector) para ser
congelados con nitrégeno liquido. La seccion medial de cada fasciculo fue montada sobre
una platina portamuestras en una solucion de Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura®
Finetek, Torrance, California), de cada uno fasciculo de ambos grupos se obtuvieron por
duplicado series de cortes transversales de 10 um de grosor en un criostato a -25 °C (CM-
1520; Leica Biosystems, Nussloch, Alemania). Los cortes se montaron en un portaobjetos

y se almacenaron a -80 °C hasta ser procesados para su tincién histoquimica respectiva.
6.2.1. Histoquimica para ATPasa pH 9.4

En secciones seriales subsecuentes de tejido, la actividad miofibrilar de la ATPasa a pH
9.4 se visualiz6 usando la técnica de la ATPasa alcalina (pH 9.4) (Modificado de Guth y

Samaha, 1970). Las secciones de los fasciculos se sumergieron en una solucién de
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preincubacion de 0.01 M de Tris base y CaCl, al 2% (pH 9.4) por 20 minutos. Las
muestras se lavaron tres veces por 5 minutos con agua desionizada y posteriormente se
incubaron a 37 °C por 1 hora en 0.15% (p/v) de adenosin-5'-trifosfato en un solucion de
preincubacion a pH 9.4. Después la muestras se incubaron en 2% de CacCl, por 35
minutos, se transfirieron una solucién 2% p/v de CoCl por otros 35 minutos, se lavaron 10
veces con agua destilada y se transfirieron a una solucién 10% v/v de (NH,4),HSO, por 3
minutos para revelarlas. Posteriormente las secciones se lavaron, deshidrataron y se
cubrieron con glicerogel (2% gelatina, 50% glicerol y 0.5% fenol) y cubreobjetos para su

posterior analisis.
6.2.2. Histoquimica para NADH-TR

El tipo de metabolismo (oxidativo o glucolitico) de las fibras musculares fue determinado
mediante el método histoquimico de NADH-TR, modificado de Nachlas et al. (1958). Las
secciones de musculo se incubaron 1 hora a 37 °C en un solucién 1:1 (v/v) de NBT-NADH
[1.2 mM nitroazul de tetrazolio diluido en 50 mM de buffer Tris (pH 7.6), 2.25 mM de
nicotinamida adenina dinucledtido (NADH) diluido en 50 mM de buffer Tris (pH 7.6)].
Posteriormente, las secciones de tejido se lavaron tres veces con agua desionizada. El
exceso de la solucion NBT-NADH se removi6 lavando las secciones con concentraciones
crecientes (30, 60 y 90 %) y decrecientes (90, 60, 30 %) de acetona. Finalmente, las
preparaciones se cubrieron con glicerogel (2% gelatina, 50% glicerol y 0.5% fenol) y

cubreobjetos para su posterior analisis.
6.3. Andlisis de imagenes

De cada seccion de fasciculo se eligié un corte para tomarle microfotografias mediante
camara digital montada en un microscopio de luz con un objetivo de 10X, puesto que de
cada uno se obtenian mas de una imagen se unieron con el uso del programa Adobe
Photoshop (version 2014.2.2, Adobe Systems Incorporated, California, E. U. A)).
Utilizando la técnica de la ATPasa alcalina (pH 9.4), con base a la intensidad de la tincion,
las fibras claras, grises y oscuras se identificaron como lentas (I), rapidas (llb) e

intermedias (Ila), respectivamente (Fig. 11).
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Figura 11. Microfotografia del F5 tefiido con la técnica histoenzimatica de ATPasa alcalina (pH
9.4). Fibras lentas (L), de color blanco o incoloras, intermedias (1), de color negro o gris oscuro y
rapidas (R), de color gris. Barra de escala, 100 pym.

Las fibras en las secciones de fasciculos tefiidas por la técnica de NADH-TR se
clasificaron de acuerdo al siguiente criterio: las fibras oscuras se identificaron como

oxidativas; mientras que las claras se consideraron como glucoliticas (Fig. 12).

Figura 12. Microfotografia del F5 tefiido con la técnica histoenzimatica de NADH-TR. Fibras con
metabolismo oxidativo (O), color azul oscuro y metabolismo glucolitico (G), color azul claro. Barra
de escala, 100 pm.

El conteo de los distintos tipos de fibras se realizé con el programa ImageJ
(version 1.48, Rasband, W., National Institutes of Health, E. U. A.) con el cual se coloco
un punto en el centro (centroide) de cada una de las fibras identificadas como lentas,

intermedias o rapidas, asi como oxidativas o glucoliticas de los cortes de los fasciculos y
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se determinaron sus coordenadas cartesianas. Los valores X, Y de los puntos se
almacenaron en archivos Excel para su posterior analisis. Con base al conteo de fibras se
determind el nimero total de las fibras de cada tipo y se calcul6 el porcentaje de éstas por
muestra y posteriormente para cada uno de los fasciculos de ambos grupos (C y D), con
las dos técnicas histoenzimaticas. Asimismo, con ImageJ se midieron las areas de cada

uno de los fasciculos.
6.3.1. Determinacién de metabolismo de fibras intermedias

Puesto que las fibras intermedias poseen un metabolismo mixto (i.e. glucolitico y
oxidativo), se procedié a determinar cual de los dos metabolismos es predominante en
esta clase de fibras. Para esto se siguio el siguiente procedimiento: a) Se obtuvo la
diferencia entre el porcentaje de fibras oxidativas obtenidos con la técnica de la NADH-TR
y el de las lentas determinadas con la técnica de ATPasa alcalina. El valor obtenido se
considerdo como el porcentaje de fibras intermedias con predominancia de metabolismo
oxidativo; b) De manera similar se obtiene el porcentaje de fibras intermedias con
predominancia de metabolismo glucolitico al calcular la diferencia entre el porcentaje de

fibras glucoliticas y el porcentaje de fibras rapidas.

6.4. Caracterizacion de las modificaciones del fenotipo de las fibras en los

fasciculos del musculo EDL

Para establecer el sentido y la magnitud en que se maodifica el fenotipo metabdlico y la
expresion de la ATPasa de la miosina de los tipos de fibras, por efecto de la desnutricion
cronica, se siguio el siguiente razonamiento: 1) Determinar la diferencia de los porcentajes
de tipos de fibras (lentas, intermedias oxidativas, intermedias glucoliticas y rapidas) entre
el grupo control y el grupo desnutrido; 2) Localizar el valor maximo absoluto de las
diferencias; 3) Cada valor de las diferencias se dividié entre el valor maximo absoluto para
establecer una relacién proporcional de todos los fasciculos, quedando un rango de
intensidad de cambio de 0 a 1, donde 0 implica que no hubo cambio de fenotipo en el tipo
de fibra; mientras que 1 significa que todas las fibras de un tipo se cambié a un fenotipo
distinto. Las diferencias en los porcentajes de las fibras entre los grupos control y
desnutrido podian ser positivas o negativas, por lo que se consideré que las negativas
implicaban una pérdida en el porcentaje de un tipo de fibras; mientras que las positivas
representaban un aumento en su porcentaje; por lo que, de aquel fenotipo con diferencia

negativa, salia una flecha con direccién hacia el fenotipo con diferencia positiva 0 menor
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diferencia negativa, siguiendo la regla del vecino mas cercano (i.e. lentas < intermedias

oxidativas < intermedias glucoliticas < rapidas).
6.5. Andlisis de la organizacion fractal

Para este analisis se utilizd el método de correlacion integral fractal, utilizando el
programa Fractalyse 2.4 (disponible en: http://www.fractalyse.org/). Para poder utilizar el
programa se utilizaron los grupos de coordenadas X, Y para cada tipo de fibra y se
generaron imagenes binarias (Fig. 13) (ver Apéndice 1), las cuales fueron ingresadas en

el programa.

A

Figura 13. Fotomicrografia del F5 (A) tefiido con la técnica de ATPasa alcalina (pH 9.4) con sus
respectivas imagenes binarias de las fibras lentas (B), intermedias (C) y rapidas (D).

El método de correlacion integral fractal consiste en medir las distancias entre
fioras (R;x) de todas las posibles combinaciones (N.), esto para cada tipo de fibra;
posteriormente se divide el nimero de fibras con la misma distancia (N,) entre el nimero
de posibles combinaciones (N,), para obtener la correlacion, es decir, que tanto se ajustan

los datos observados a los datos esperados:

N,

c(r) = N,

Para la estimacién de la dimension fractal, se utilizan ventanas cuadradas de
tamano €, se cuenta el numero de fibras dentro de estas ventanas y se estima la media
para las ventanas de ese tamafio, esto se va repitiendo cada vez con ventanas de mayor
tamafo, después las medias de cada tamafio de ventana se gréfica, donde el eje X
representa el tamano de la ventana () y el eje Y representa la media de fibras por
ventana. El siguiente paso es ajustar la curva obtenida con los datos a una curva teotrica
que corresponde a una ley de potencia que une el nimero de correlaciones con el tamafio

de la ventana:
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(N = eP)

Sin embargo, debido a que los datos reales no siguen estrictamente la ley fractal,

es util introducir una ley fractal generalizada, que contiene dos parametros adicionales:
y=asl +¢

Donde a es el “prefactor de forma” (un valor de 1, indica que se trata de un fractal,
pero valores >0.1 y <4.0 dicen que es muy probable que sea un fractal). ElI exponente D,
hace referencia a la dimensién fractal que presenta el tipo de fibra analizado (D=0 indica
que es un punto, D<1 existen elementos no conectados entre si, D>1 hay elementos
formando grupos, los cuales estan interconectados, D cercano a 2, los elementos esta
interconectados y forman un gran grupo, D=2 los elementos se distribuyen
uniformemente, formando una sola escala). Y el pardmetro ¢ corresponde al punto de

origen en el eje y.
6.6. Analisis de la distribucién de las fibras

Se utilizé el método de funciones de base radial (RBF, por sus siglas en inglés) de
Viveros-Rogel et al. (en proceso), programado en MatLab v. 7.10.0.499 (The MathWorks,
Natick, Massachusetts, E. U. A)) por Chavez-Fragoso et al. (2015). Para utilizarlo se
requiere el nombre de los archivos de Excel para cada tipo de fibra de una muestra
(dichos archivos contenian las coordenadas X, Y de los centroides de las fibras y el
tamafo de la fotografia en pixeles), asimismo, se ingresa el valor del nUmero de celdas,
resolucion y objetivo con que fue tomada la fotografia, quedando como en el siguiente

ejemplo:

h=CombinarFuncionesATP('Rap_Fb5, I, C.xIsx','Int_F5, I, C.xIsx','Len_Fb5, I,
C.xlsx',11,200,'10x")

El método, de manera general, consiste en utilizar las coordenadas de los
centroides para cada tipo de fibra, éstos se delimitan dentro de un marco, el cual se divide
en NxN celdas [el valor N 6ptimo se consideré como aquél cuyo histograma mostrdé dos o
tres colores altos (rojo, naranja), tres colores intermedios (amarillo, verde) y tres colores
bajos (azules)] (Fig. 14). A continuacion, se hace un conteo de los puntos dentro de cada
celda y se construye una funcién gaussiana para cada una de las celdas; y superponiendo

linealmente las funciones de densidad de cada celda se obtiene la funcién de distribucién
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espacial de cada tipo de fibra. Finalmente, se combinan las funciones de distribucion de
los tipos de fibra para cada muestra de las distintas tinciones, quedando en cada celda
sélo el color del tipo de fibra dominante y la altura de cada pico es dada por la cantidad de
fibras, excepto en aquéllos para técnica de ATPasa pH 9.4, donde la altura esta dada por
la fuerza promedio en cada celda, esto al multiplicar el nUmero de fibras por 1, 8 0 40, de

acuerdo a si son fibras lentas, intermedias o rapidas, respectivamente.

Figura 14. Ejemplo de un valor N 6ptimo (N=11) para una imagen histologica.
Método completo, asi como el script en los Apéndices 2 y 3, respectivamente.
6.7. Andlisis estadistico

Inicialmente, se procedié a revisar la distribucién de los datos mediante la prueba de
bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov. Mediante la prueba de ANOVA de dos vias,
seguidas por post-hoc de Tukey, se compararon los porcentajes de los distintos tipos de
fibras (lentas, intermedias y rapidas o glucoliticas y oxidativas) y la dimensién fractal entre
fasciculos (F2, F3, F4 y F5) y entre grupos (control y desnutrido). Mediante una ANOVA
de una via, seguida por la prueba post-hoc de Tukey o Kruskal-Wallis post-hoc de Tukey
para datos con distribucion no normal, se compararon los parametros a y C entre los tipos
de fibras y grupos; asimismo, se realizaron comparaciones entre el grupo control y el
grupo desnutrido de los pardmetros morfométricos con pruebas t de Student de dos colas
con correccion de Welch para datos paramétricos y Mann-Whitney para datos no
parameétricos. Todos las pruebas se realizaron en GraphPad Prisma (version 6.00 para
Windows, GraphPad Software, California, E. U. A.). Se consideraron diferencias

significativas cuando la probabilidad fuese P<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Parametros morfométricos

Los animales del grupo desnutrido presentaron una disminucion del 68.64% de peso
corporal, con respecto a los individuos del grupo control (C 116.10+11.46 g vs. D
36.40+3.65 g; t1,=6.63; P<0.0001). Lo mismo ocurre con respecto al peso del musculo
EDL, donde se ve una reduccién del 78.33% en el grupo desnutrido, comparado con el
grupo control (C 60+8 mg vs. D 13+2.2 mg; t;0=16.22; P<0.0001).

En general, los cuatro fasciculos tuvieron una menor longitud en el grupo
desnutrido que en el grupo control (Fi58,=66.12; P<0.0001), pero ésta no fue igual para
cada fasciculo, pues el F2 tuvo un reduccion de cerca del 40%; mientras que los F4 y F5
fueron los menos afectados, con un reduccién menor a 20% (Tabla 3).

Tabla 3. Peso del m. EDL y longitud de los fasciculos (F2, F3, F4 y F5) en los grupos control (C) y
desnutrido (D) en ratas macho Wistar de 35 dias de edad.

m. EDL Fasciculos
Longitud (mm)
E’;Z‘; F2 F3 F4 F5
Izq. Der. 1zq. Der. 1zq. Der. Izq. Der.

C 60.0£8.0 19.7+x0.28 19.3+0.3 19.5+0.4 19.6x0.6 21.6+0.2 21.4+0.3 22504 22.4x0.4
13.0+2.2 12.2+0.39 12.4+0.3 14.6+05 15.2+0.4 17.3x0.3 17.5+0.3 18.2+0.3 18.2+0.2

D *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk

t de Student para peso (t10=16.22); ANOVA de dos vias, seguido de una post-hoc de Tukey
(F15,80=66.12). Diferencias significativas: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001. N=6.

Los fasciculos del m. EDL del grupo control fueron de mayor tamafio respecto a
los del grupo desnutrido, observandose mayor reduccién en el F2 y F5 con un 50% con
respecto a los controles (F2 C 0.99£0.12 mm? vs. D 0.49+0.03 mm?; Use=0 P<0.01; F5 C
2.15+0.25 mm? vs. D 1.08+0.11 mm?; ts4;=3.94; P<0.01); mientras que los F3 y F4 sélo
tuvieron una reducciéon menor de 40% (F3 C 0.75+0.08 mm? vs. D 0.47+0.05 mm?
tg73=2.95; P<0.05; F4 C 0.70+0.07 mm? vs. D 0.48+0.05 mm?; tg 0s=2.51; P<0.05) (Fig. 15).
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Figura 15. Microfotografias del F2 del grupo control (A) y desnutrido (B), tefiidos con la técnica
histoenzimatica de NADH-TR. Barra de escala, 200 pym.

El conteo de las fibras para cada fasciculo muestra un nimero significativamente
mayor en el grupo control respecto al desnutrido en los F2, F3 y F4 (P<0.05 a P<0.001);
excepto en el F5, donde se muestra un namero inferior, pero es significativo (Tabla 4).

Tabla 4. Nimero de fibras totales en los fasciculos (F2, F3, F4 y F5) del m. EDL en los grupos
control (C) y desnutrido (D) de ratas macho Wistar de 35 dias de edad.

NuUmero total de fibras

C D
F2 1508 +141.9 631.8 + 50.84***
F3 1295 +148.9 845.7 + 94.75*
F4 1240+ 178.1 650.8 + 89.07*
F5 1676 £ 114.2 1209 + 203.5

t de Student. Diferencias significativa: *P<0.05 (t;0=1.81); **P<0.01 (t1,=2.76); ***P<0.001
(t10=4.14). N=6.
7.2. Histoquimicas
7.2.1. Histoquimica para ATPasa alcalina (pH 9.4)

La comparacion por fasciculo dentro de los grupos mostro que en el F2 del grupo control,
el porcentaje de fibras intermedias (59.66+4.54%) es significativamente mayor respecto al
porcentaje de fibras lentas (8.62+1.58%; Fi5117=5.403; P<0.001) y rapidas (31.72+5.42%;
F15117=5.403; P<0.001). Asimismo, el porcentaje de rapidas es mayor respecto a las fibras
lentas (R, 31.72+5.42% vs. L, 8.62+1.58%; Fi5,,,=5.403; P<0.001). El F2 del grupo
desnutrido mostré la misma tendencia en cuanto al porcentaje para cada fenotipo de fibra
(I, 57.66+5.21% vs. L, 4.45+0.65% y R, 37.88+5.39%; Fi5.1,=5.403; P<0.001; R,
37.8845.39% vs. L, 4.45+0.65%; Fi5117=5.403; P<0.001) al del grupo control (Fig. 16 A).
En el F3 el porcentaje de fibras rapidas es significativamente mayor respecto al porcentaje
de fibras lentas en ambos grupos (C y D) (RC, 46.03+5.53% vs. LC, 2.08+0.28%;
F15117=5.403; P<0.001; RD, 29.68+4.07% vs. LD, 3.08+0.59%; Fi51,=5.403; P<0.001).
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Por una parte, en el grupo control, el porcentaje de fibras intermedias (51.89+5.45%) es
mayor solo al porcentaje de fibras lentas (2.08+0.28%; F5117,=5.403; P<0.001) y por otra,
en el grupo desnutrido, el porcentaje de fibras intermedias (67.24+4.08%) es mayor
respecto al de fibras lentas (3.08+0.59%; Fs5117=5.403; P<0.001) y rapidas (29.68+4.07%;
F15117=5.403; P<0.001) (Fig. 16 B). El F4 presenta una composicion similar al F2, tanto del
grupo control, como del desnutrido; excepto que en el F4 desnutrido no se encontrd
diferencia significativa entre el porcentaje de fibras intermedias (53.63+£3.66%) y rapidas
(42.25+4.00%); F;5117=5.403; P>0.05) (Fig. 16 C). En el F5, a diferencia de los F2, F3 'y F4,
se encontré6 un mayor porcentaje de fibras rapidas (53.67+2.03%) que intermedias
(45.25+£2.06%: P<0.001) y lentas (1.08+0.18%; Fi5117=5.403; P<0.001) en el grupo
control; mientras que en grupo desnutrido, el porcentaje de fibras lentas (0.71+0.09%) es
significativamente menor de intermedias (54.41+1.10%;
F15117=5.403; P<0.001) y rapidas (44.88+1.08%; F;s117=5.403; P<0.001) (Fig. 16 D).

respecto al las fibras
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Figura 16. Porcentaje de fibras lentas (L), intermedias (I) y rapidas (R) en cada fasciculo (A, F2; B,
F3; C, F4; y D, F5) del m. EDL en los grupos control (C) y desnutrido (D) de ratas macho de 35
dias de edad. Los datos muestran la media + SEM. Diferencias significativas (P<0.05)
determinadas con la prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc de Tukey
(F15117=5.403). Diferencias significativas entre fibras del mismo fasciculo y grupo * P<0.05; **

32

——
| —



P<0.01; *** P<0.001; diferencias significativas entre grupos ° P<0.05; °° P<0.01; °°° P<0.001. N=6,
excepto en F4 (D), donde N=5.

La comparacion por fenotipo de fibra entre los grupos control y desnutrido (C y D)
mostré diferencias significativas en el porcentaje de fibras rapidas, siendo mayor en el
grupo control tanto en el F3 (C, 46.03+5.53% vs. D, 29.68+4.07%; Fi51:7=5.403; P<0.05),
como en el F5 (C, 53.67+2.03% vs. D, 44.88+1.08%; F;5117=5.403; P<0.001). Asimismo,
el porcentaje de fibras intermedias en el F4 fue significativamente menor en el grupo
desnutrido (C, 65.33+2.38% vs. D, 53.63+3.66%; Fi5:17=5.403; P<0.05); mientras que en
el F5 el porcentaje de fibras intermedias fue menor en el grupo control (C, 45.25+£2.06%
vs. D, 54.41+1.10%; F15117=5.403; P<0.001) (Fig. 16).

Ver Apéndices 4 y 5 para consultar los valores de cada tipo de fibra en los
fasciculos de ambos grupos, asi como las diferencias significativas de las todas

comparaciones.
7.2.2. Histoquimica para NADH-TR

El analisis con la tincibn con NADH-TR mostr6 que en el F2 de los musculos EDL del
grupo control, el porcentaje de fibras oxidativas (55.28+0.88%) fue significativamente
mayor el de las fibras glucoliticas (44.72+0.88%; Fgg,=21.92; P<0.01); mientras que en el
grupo de los animales desnutridos no se observaron diferencias entre los porcentajes de
fibras oxidativas y glucoliticas (Fig. 17 A). En el F3 no se encontraron diferencias entre los
porcentajes de fibras tanto en el grupo control, como en el grupo desnutrido (Fig. 17 B).
En el F4 se encontr6 un mayor porcentaje de fibras glucoliticas (59.50+£2.46%) que
oxidativas (40.50+2.46%; Fgg0=21.92; P<0.001) en el grupo desnutrido, pero no asi en el
grupo control (Fig. 17 C). En cambio en el F5 se presentd un mayor porcentaje de fibras
glucoliticas (GC 57.06+2.04%; GD 63.27+2.44%) respecto a las fibras oxidativas (OC
42.94+2.04%; Fgg0=21.92; P<0.001; OD 36.73+2.44%; Fgg0=21.92; P<0.001) tanto en el

grupo control, como en el desnutrido (Fig. 17 D).
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Figura 17. Porcentaje de fibras oxidativas (O) y glucoliticas (G) en cada fasciculo (A, F2; B, F3; C,
F4; y D, F5) del m. EDL en los grupos control (C) y desnutrido (D) de ratas macho de 35 dias de
edad. Los datos muestran la media + SEM. Diferencias significativas (P<0.05) determinadas con la
prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc de Tukey (Fgg,=21.92).
Diferencias significativas entre fibras del mismo fasciculo y grupo * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001;
diferencias significativas entre grupos ° P<0.05; °° P<0.01. N=6.

Con respecto al tipo de metabolismo de las fibras de los distintos fasciculos de los
musculos EDL de los animales control y desnutridos se observd que Unicamente el F3 del
grupo control presenta diferencias en los porcentajes de fibras glucoliticas y oxidativas
entre el grupo control y desnutrido. En este fasciculo se presenta un mayor porcentaje de
fibras glucoliticas en el grupo control que en el de los desnutridos (C 52.38+0.88% vs. D
47.60+1.01%); F940=21.92; P<0.01) y en concordancia, se tiene un mayor porcentaje de
fibras oxidativas en los desnutridos que en los controles (C 47.62+0.88% vs. D
52.40£1.01%; Fq80,=21.92; P<0.01) (Fig. 17).

Ver Apéndices 7 y 8 para consultar los valores de cada tipo de fibra en los
fasciculos de ambos grupos, asi como las diferencias significativas de las todas

comparaciones.




7.3. Proporcién de fibras del tipo intermedio que poseen metabolismo oxidativo
o0 glucolitico en los fasciculos de musculos EDL en animales control o

desnutrido

Los porcentajes de fibras intermedias que poseen metabolismo predominantemente
oxidativo o glucolitico en los fasciculos del musculo EDL de animales control (C) y
desnutrido (D), junto con los porcentajes de fibras lentas y rdpidas se muestran en la
grafica de la Figura 18. Como se puede apreciar en esa Figura 18, en el F2 no se
observan diferencias significativas entre los porcentajes de las fibras lentas, rapidas en
intermedias (ya sea con metabolismo oxidativo o glucolitico) de los fasciculos control y
desnutridos. En cambio, en los F3 y F5 de los musculos desnutridos presentan un notorio
incremento en la proporcion de fibras intermedias con metabolismo glucolitico (F3 C
6.35£5.34% vs. D 17.92+4.15%; F,;15=4.029; P>0.05; F5 C 3.39+2.25% vs. D
18.39£2.24%; F,1156=4.029; P<0.0001), el cual se ve acompafiado de un decremento
proporcional en el porcentaje de fibras del tipo rapido (F3 C 46.03t5.53% vs. D
29.68+4.07%; F1156=4.029; P<0.05; F5 C 53.67+2.03% vs. D 44.88+1.08%; F,; 156=4.029;
P<0.05), sin verse alterados los porcentajes de fibras lentas ni de intermedias con
metabolismo predominantemente oxidativo. Por otra parte, en el F4 se presenta un
incremento no significativo en el porcentaje de fibras rapidas (C 33.32+2.48% vs D
42.25+4.00%; F»;1156=4.029; P>0.05) y un decremento no significativo en la proporcion de
fibras intermedias con predominancia de metabolismo oxidativo (C 45.21+0.91% vs. D
36.06+£3.97%; F,115=4.029; P>0.05). Estas observaciones permiten sugerir por un lado
gue la desnutricién cronica altera de manera diferente los porcentajes de los tipos de
fibras presentes en los distintos fasciculos que componen al misculo EDL de la rata joven
(35 dias de edad) y por otro lado, permiten proponer también que la desnutricion crénica
induce la transformacion de las fibras musculares de fenotipo rapido a uno intermedio
(con metabolismo predominantemente glucolitico) (ver Discusion). Asimismo, las
alteraciones en las proporciones de los distintos tipos de fibras permiten proponer la
existencia de cambios en la distribucién intramuscular y en la organizacién estructural de
los fasciculos de los musculos de EDL de las ratas desnutridas con respecto a los

controles.
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Figura 18. Los datos muestran la media + SEM. Diferencias significativas (P<0.05) determinadas
con la prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc de Tukey (F»;156=4.029).
*P<0.05: **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001. N=6.

Ver Apéndice 10 para consultar las diferencias significativas de las todas

comparaciones de los porcentajes de fibras por tipo y fasciculo.

7.4. Organizacion fractal

7.4.1. Fibras clasificadas por la técnica de ATPasa

Las alteraciones en las proporciones de los distintos tipos de fibras permiten proponer la
existencia de cambios en la organizacion fractal de los fasciculos de los musculos EDL de
las ratas desnutridas con respecto a los de las controles. Para analizar tal posibilidad en el
presente estudio se utilizd el prefactor de forma a para determinar si el tipo de fibra
presenta un comportamiento fractal. Con base al prefactor de forma a soélo las fibras
rapidas e intermedias de ambos grupos presentan un comportamiento fractal (0.1<a<4.0)
(Fig. 19).

El prefactor de forma a en el F2 para las fibras intermedias y rapidas no difirid
tanto para el grupo control, como para el grupo desnutrido. Sin embargo, en ambos tipos
de fibras el valor del prefactor de forma a aumenté en el grupo desnutrido, con respecto a
los del grupo de animales control, aunque de manera no significativa (C I, 0.16+0.03 vs. D
| 0.20+0.02; F320=1.66; P>0.05; C R, 0.12+0.03 vs. D R, 0.21+0.04; F32,=1.66; P>0.05).
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Para el F3 el valor de prefactor de forma a fue muy similar para las fibras intermedias y
rapidas en el grupo control (I, 0.20£0.03 vs. R; 0.22+0.03; F;,,=1.55; P>0.05), mientras
que en el grupo desnutrido el valor de las fibras intermedias fue menor al de las fibras
radpidas (I, 0.26+£0.03 vs. R, 0.38+0.11; F3,,=1.55; P>0.05). De manera similar al F2, en el
F3 el valor de las fibras intermedias y rapidas en el grupo desnutrido aumenta, con
respecto al de los controles, aunque de manera no significativa. En el F4 las fibras
intermedias presentan un valor mayor al de las fibras rapidas en los animales control (I,
0.34+0.10 vs. R, 0.27£0.09; H;=3.24; P>0.05); mientras que en el grupo de los
desnutridos ambos valores son muy similares (I, 0.2620.04 vs. R, 0.25+0.07 H3;=3.24;
P>0.05). A diferencia del resto de los fasciculos, en el F4 los valores de ambos tipos de
fibras se ven disminuidos en el grupo desnutrido, con respecto al grupo control (Hz=3.24;
P>0.05). En el F5 de los animales control, las fibras rapidas (0.25+0.02) presentan un
valor mayor que el de las fibras intermedias (0.17+£0.01; P>0.05); mientras que en grupo
desnutrido los valores son muy parecidos entre ambos tipos de fibras (I, 0.29+0.02 vs. R,
0.2840.02; F3,0=7.12; P>0.05). Asimismo, se encontré un aumento significativo en el valor
del prefactor de forma a en las fibras rapidas grupo desnutrido (0.27+0.02) con respecto al
control (0.25+£0.02; F30=7.12; P<0.01) en el F5 (Fig. 19).
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Figura 19. Prefactor de forma a de las fibras intermedias (l) y rapidas (R) de los fasciculos (F2, F3,
F4, y F5) del m. EDL en el grupo control (C) y desnutrido (D). Linea punteada indica el valor
minimo para considerar comportamiento fractal de los datos. Los datos muestran la media + SEM.
Diferencias significativas (P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de una via, seguida de
una prueba post-hoc de Tukey (F2, F320=1.66; F3, F3, F3,0=1.55; F5, F3,0=7.12) y Kruskal-Wallis,
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seguida de una prueba post-hoc de Dunn (H3=3.24). *P<0.05; **P<0.01. N=6, excepto F4 (D),
donde N=5.

En general, el parametro ¢ tom6 valores mayores a 0 y menores 10, excepto para
las fibras intermedias del F4 en el grupo control (-2.71+4.87), asi como las fibras rapidas
del F5 en el grupo control (-1.81+1.66), estas Ultima, también son menores a las fibras
intermedias del mismo grupo (R -1.81+1.66 vs. | 6.65+0.90; F30=8.04; P<0.001) (Fig. 20).

El parametro c para el F2 de las fibras rapidas es mayor al de las fibras
intermedias en el grupo control (R 9.48+0.56 vs. | 6.54+1.00; F32,=2.85; P>0.05) y a pesar
de ocurrir lo mismo en el grupo desnutrido, la diferencia es mucho menor (R 6.72+0.54 vs.
| 5.08+1.01; F3,0=2.85; P>0.05), lo cual se ve como consecuencia que de ambos valores
se reducen en el grupo desnutrido, respecto al control, pero de manera no significativa
(F320=2.85; P>0.05). En el F3 las fibras intermedias y rapidas tienen valores muy similares
en el grupo de animales control (I 5.70+2.13 vs. R 5.50+1.22; F3,,=1.50; P>0.01); sin
embargo, en los animales desnutrido el valor para las fibras rapidas (8.00+£2.45) es mayor
al de las fibras intermedias (1.44+2.78; F32,=1.50; P>0.05). El valor del pardmetro c se ve
afectado diferencialmente por la desnutricién crénica en el F3, disminuyendo en las fibras
intermedias y aumentando en las intermedias aungque no significativamente. Para el F4 el
valor de las fibras intermedias es menor al de las fibras rapidas en tanto para el grupo
control (1 2.71+4.87 vs. R 7.66%1.22; H3=5.76; P>0.05) como para el grupo desnutrido (|
2.02+2.75 vs. R 4.98+2.08; H;=5.76; P>0.05), pese a esto, las fibras intermedias
aumentaron su valor de parametro ¢ (Hs=5.76; P>0.05), mientras que las rapidas lo
disminuyeron con respecto al control (H;=5.76; P>0.05). En el F5 el valor en las fibras
intermedias (6.65+0.90) es mayor al de las fibras rapidas (1.81+1.66) en el grupo control;
mientras que para el grupo desnutrido es mayor el valor de las fibras rapidas (0.75+1.01)
que el de las fibras intermedias (0.11+1.42). Asimismo, se encontr6 una disminucién
significativa entre el grupo control y desnutrido con el valor del parametro c de las fibras
intermedias (C 6.65+£0.90 vs. D 0.11+1.42; F3,,=8.04; P<0.01) en el F5 (Fig. 20).
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Figura 20. Parametro c de las fibras intermedias (I) y rapidas (R) de los fasciculos (F2, F3, F4, y
F5) del m. EDL en el grupo control (C) y desnutrido (D). Los datos muestran la media =+ SEM.
Diferencias significativas (P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de una via, seguida de
una prueba post-hoc de Tukey (F2, F320=2.85; F3, F32=1.50; y F5, F3,0=8.04) y Kruskal-Wallis,

seguida de una prueba post-hoc de Dunn (F4, H3=5.76). *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. N=6,
excepto F4 (D), donde N=5.

La dimension fractal de las fibras intermedias y rapidas de los cuatro fasciculos del
m. EDL es mayor a 1 (valor minimo: F3 C, rapidas 1.54+0.08) y menor a 2 (valor maximo:
F5 C, intermedias 1.84+0.01) (Fig. 21), lo que determina que en ambos fenotipos existan
grupos interconectados entre si, es decir, que las fibras estan dentro de grupos, los cuales

estan dentro de grupos mas grandes y asi sucesivamente hasta formar un solo grupo.

La desnutricion crénica provoc6 un decremento significativo en la dimensién fractal
de las fibras rapidas del F3 (C 1.73+0.03 vs. 1.54+0.07; Fq75=2.17; P<0.05); sin embargo,
siguen formando grupos de fibras interconectados entre si (Fig. 21), lo cual quiere decir
que si bien hay grupos dentro de grupos, estos pueden ser menores en nidmero o en
fibras dentro de los grupos. Esto puede traer como consecuencia igualmente cambios en
la distribucion de los tipos de fibra dentro de un fasciculo y, por lo tanto, del misculo en su
totalidad.
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Figura 21. Dimension fractal de las fibras intermedias (l) y rapidas (R) de los fasciculos (F2, F3,
F4, y F5) del m. EDL en el grupo control (C) y desnutrido (D). Los datos muestran la mediana con
los percentiles 25 a 75, asi como el valor maximo y el valor minimo. Diferencias significativas
(P=<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de dos via, seguida de una prueba post-hoc de
Tukey (Fg75=2.17). *P<0.05; **P<0.01. N=6, excepto F4 (D), donde N=5.

Ver Apéndices 4 y 6 para consultar los valores de la dimension fractal, prefactor de
forma a y parametro ¢ de cada tipo de fibra en los fasciculos de ambos grupos, asi como

las diferencias significativas de las todas comparaciones de la dimensién fractal.
7.4.2. Fibras clasificadas por la técnica de NADH

Las fibras oxidativas como las fibras glucoliticas en los cuatro fasciculos del m. EDL en de
ambos grupos presentan un valor de prefactor de forma a mayor a 0.1 y menor a 4,
indicando que presentan comportamiento fractal y que puede aplicarse un analisis de
fractalidad (Fig. 22).

En el F2 el prefactor de forma a para las fibras oxidativas es mayor que el de las
fibras glucoliticas, tanto para los grupos control y desnutrido, aunque en el grupo
desnutrido la diferencia entre los valores es menor (O 0.16+0.02 vs. G 0.15+0.02;
H3=5.86; P>0.05) que la que existe entre el grupo control (O 0.21+0.02 vs. G 0.17+0.01;
H3=5.86; P>0.05). Para el caso de los dos tipos de fibras se vio reducido en valor del

prefactor de forma a en el grupo desnutrido. En el F3, al igual que en el F2, las fibras con
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metabolismo oxidativo presentan un valor mayor al de las fibras glucoliticas, tanto en el
grupo control, como en el desnutrido; sin embargo, en el grupo control la diferencia es
menor (O 0.16+0.03 vs. G 0.15+0.03; F32,=3.71; P>0.05) que en el desnutrido (O
0.2440.02 vs. G 0.2240.01; F320=3.71; P>0.05). En este fasciculo la desnutricién crénica
provoc6 que el valor de ambos tipos de fibras aumentara, con respecto al grupo control. A
diferencia de los F2 y F3, en el F4 las fibras glucoliticas presentan un prefactor de forma a
mayor al de las fibras oxidativas, tanto para los animales control (G 0.28+0.07 vs. O
0.2440.05; H3=1.25; P>0.05) como los desnutridos (G 0.24+0.04 vs. O 0.23+0.04;
Hs;=1.25; P>0.05). A causa de la desnutricion, el valor de ambos tipos de fibras disminuyd,
aunque de menor forma en las fibras oxidativas. De manera similar al F4, en el F5 el valor
de las fibras glucoliticas es mayor que el de las oxidativas, tanto en el grupo control (G
0.20£0.02 vs. O 0.15+0.02; F30=3.74; P>0.05), como en el desnutrido (G 0.19+£0.02 vs. O
0.11+0.02; F320=3.74; P>0.05). Asimismo, el valor de ambos tipos de fibras se disminuye

en el grupo desnutrido, respecto al control (Fig. 22).
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Figura 22. Prefactor de forma a de las fibras oxidativas (O) y glucoliticas (G) de los fasciculos (F2,
F3, F4, y F5) del m. EDL en el grupo control (C) y desnutrido (D). Linea punteada indica el valor
minimo para considerar comportamiento fractal de los datos. Los datos muestran la media + SEM.
Diferencias significativas (P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de una via, seguida de
una prueba post-hoc de Tukey (F3, F320=3.71; F5, F320=3.74) y Kruskal-Wallis, seguida de una
prueba post-hoc de Dunn (F2, H3=5.86; F4, H;=1.25). *P<0.05. N=6.

Los valores del parametro c para las fibras clasificadas por su metabolismo en

oxidativas y glucoliticas fueron mayores a 0, excepto para las fibras glucoliticas de los F4
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(-2.32+3.20) y F5 (-0.83%£0.91). El valor del parametro c de las fibras oxidativas fue
significativamente mayor al de las fibras glucoliticas en los F2 (O 10.52+1.21 vs. G
6.06+0.63; F3,0=9.96; P<0.05), F4 (O 10.86+0.79 vs. G 1.29+2.45; F3,,=6.06; P<0.05) y
F5 (O 10.89+0.87 vs. G 1.10+1.41; F3,0=23.72; P<0.0001) del grupo desnutrido, asi como
en el F5 del grupo control (O 8.12+1.30 vs. G -0.83+0.91; F3,0,=23.72; P<0.001).
Comparando el valor del parametro ¢ del metabolismo de las fibras entre grupos (C y D)
se encontr6 que éste aumentd en las fibras oxidativas (C 3.47+0.56 vs. D 6.06+0.63;

F320=9.96; P<0.05) con respecto al grupo control en el F2 (Fig. 23).
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Figura 23. Parametro c de las fibras oxidativas (O) y glucoliticas (G) de los fasciculos (F2, F3, F4,
y F5) del m. EDL en el grupo control (C) y desnutrido (D). Linea punteada indica el valor minimo
para considerar comportamiento fractal de los datos. Los datos muestran la media £+ SEM.
Diferencias significativas (P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de una via, seguida de
una prueba post-hoc de Tukey (F2, F320=9.96; F3, F320=4.17; F4, F3,,=6.06; F5, F320=23.72).
*P<0.05; **P<0.01. N=6.

Las fibras oxidativas, asi como las fibras glucoliticas en todos los fasciculos y en
ambos grupos se encuentran formando grupos interconectados, puesto que presentan
una dimensiéon mayor a 1 (valor minimo: F3 D, oxidativas 1.68+0.04) y menor a 2 (valor
maximo: F5 C, oxidativas 1.84+0.01) (Fig. 24).

La organizacion fractal de las fibras glucoliticas y oxidativas no se ve afectada por

la desnutricion crénica en ninguno de los fasciculos del m. EDL (Fig. 24).
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Figura 24. Dimension fractal las fibras oxidativas (O) y glucoliticas (G) de los fasciculos (F2, F3,
F4, y F5) del m. EDL en el grupo control (C) y desnutrido (D). Los datos muestran la mediana con
los percentiles 25 a 75, asi como el valor méximo y el valor minimo. Diferencias significativas
(P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de dos via, seguida de una prueba post-hoc de
Tukey (F9,80=0.83). N=6.

El andlisis de correlacion integral fractal permitié determinar que las fibras,
clasificadas por la actividad de la ATPasa (excepto las fibras lentas) y por su
metabolismo, se encuentran organizadas de una forma fractal, formando grupos
interconectados, lo cual puede tener importancia sobre la funcién individual de cada
fasciculo, asi como la funcion del masculo EDL completo. Asimismo, esta organizacion se
ve alterada por la desnutricién crénica, pues los cambios en los porcentajes de las fibras
se reflejaron en cambios en la organizaciéon, especialmente en las fibras rapidas del F3,
los cuales puede tener repercusiones en los patrones de distribucién de los tipos de

fibras.

Ver Apéndices 7 y 9 para consultar los valores de la dimension fractal, prefactor de
forma a y parametro ¢ de cada tipo de fibra en los fasciculos de ambos grupos, asi como

las diferencias significativas de las todas comparaciones de la dimensién fractal.
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7.5. Patrones de distribucion

A partir de las observaciones descritas en secciones previas, en las que se establece que
la desnutricién crénica provoca cambios en las proporciones de los distintos tipos de
fibras presentes en los fasciculos de los masculos EDL, resulta factible suponer que la
distribucion intrafascicular de las mismas también presenta alteraciones de consideracion.
Para evaluar tal posibilidad, en el presente estudio se utiliz6 un analisis de funciones de
distribucion (descrito en la seccion de Métodos), que permite evidenciar la posible
distribucion de los distintos tipos de fibras dentro de cada fasciculo de los musculos EDL

de las ratas jovenes desnutridas con respecto a los controles
7.5.1. Fibras clasificadas por latécnica de ATPasa

En el F2, las fibras intermedias son las dominantes en la distribucion, ya que se encuentra
por practicamente todo el fasciculos, excepto en los extremos en donde se encuentran
mayormente fibras rapidas (Fig. 25 A); sin embargo, la desnutricibn provoca que esta
disminuya, pues se ve interrumpida por la distribucién de las fibras rapidas, las cuales
ahora se encuentra no solo en la periferia, sino en partes del centro, ademas que se
forman regiones con predominancia de fibras lentas; asimismo, la distribucion de las fibras
intermedias se extiende cerca de los bordes del fasciculo (Fig. 25 B). Igualmente, la
desnutricién cronica caus6 que la altura de los picos de los cuadrantes se vea reducida,
en comparacién con los de los animales control. Los histogramas (Fig. 25 C) muestran
que la desnutricion provocé que las fibras intermedias y rapidas sean menos frecuentes
en el fasciculo; mientras que las fibras lentas ademas de ser menos frecuentes, se

encuentran en un menor porcentaje de cuadrantes.
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Figura 25. Mapas de distribucion de las fibras lentas, intermedias y rapidas en el F2 del grupo
control (A) y grupo desnutrido (B). C. Histogramas de distribucion de las fibras lentas, intermedias y
rapidas del F2 para los grupos control (C) y desnutrido (D).

Con respecto a los F3 de los musculos EDL controles, los fasciculos de los
musculos desnutrido son lo que manifiestan mayores cambios en los patrones de
distribucion de las fibras. Eso es, mientras que en los fasciculos control las fibras rapidas
ocupan la mayor parte del fasciculo (Fig. 26 A), en los fasciculos desnutridos las fibras
intermedias son las que predominan (Fig. 26 B), principalmente en regiones centrales del
fasciculo, quedando las fibras del tipo rapido so6lo en la periferia. Asimismo, se puede
observar en la figura que se incrementa la presencia de fibras lentas y que la densidad de
fibras rapidas es menor. Lo anterior puede observarse con mayor claridad en el

histograma inferior de la Figura 26 C, los cuadrantes con menor cantidad de fibras rapidas
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se vuelven mas frecuentes en los fasciculos de los animales desnutridos, con respecto a

los desnutridos.
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Figura 26. Mapas de distribucion de las fibras lentas, intermedias y rapidas en el F3 del grupo
control (A) y grupo desnutrido (B). C. Histogramas de distribucién de las fibras lentas, intermedias y
rapidas del F3 para los grupos control (C) y desnutrido (D).

A primera vista, los mapas de distribucion de densidad de fibras de los distintos
tipos para el F4 de los masculos EDL control y desnutridos no muestran gran diferencia
entre si, ya que en los fasciculos control (Fig. 27 A) como en el desnutrido (Fig. 27 B) se
observan un mayor nimero de cuadrantes con predominio de fibras intermedias que de

rapidas. Sin embargo, los histogramas de la Figura 27 C ilustran la presencia de un mayor
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namero de cuadrantes con menor densidad de fibras lentas, intermedias y rapidas, con

respecto a los fasciculos control.
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Figura 27. Mapas de distribucion de las fibras lentas, intermedias y rapidas en el F4 del grupo
control (A) y grupo desnutrido (B). C. Histogramas de distribucién de las fibras lentas, intermedias y
rapidas del F4 para los grupos control (C) y desnutrido (D).

Con respecto al F5, las graficas A y B de la Figura 28 muestran que las fibras
rdpidas se encuentran concentradas en regiones centrales de los fasciculos, mientras que
las fibras intermedias se localizan en la periferia, tanto en los fasciculos controles, como
en los desnutridos. Asimismo, los histogramas muestran que no hay grandes alteraciones

en la densidad de fibras por cuadrante, con ninguno de los tres tipos de fibra (Fig. 28 C).
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Figura 28. Mapas de distribucion de las fibras lentas, intermedias y rapidas en el F5 del grupo
control (A) y grupo desnutrido (B). C. Histogramas de distribucién de las fibras lentas, intermedias y
rapidas del F5 para los grupos control (C) y desnutrido (D).

7.5.2. Fibras clasificadas por la técnica de NADH-TR

Las fibras con metabolismo oxidativo y las fibras con metabolismo glucolitico en el F2 del
grupo control se encuentran formando un patron de mezcla de fibras oxidativas y
glucoliticas, con una ligera predominancia de las fibras con metabolismo oxidativo (Fig. 29
A); mientras que en el grupo desnutrido, el patron tiende a ser mayormente fibras
glucoliticas; asimismo, los picos (densidad de fibras en el cuadrante) se vuelven mas
bajos en el grupo desnutrido con respecto al control (Fig. 29 B). Finalmente, los

histogramas muestran que para el grupo desnutrido tanto las fibras oxidativas, como las
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fibras glucoliticas se sesgan a la izquierda, por lo que en cada cuadrante se encuentra

una menor cantidad de fibras (Fig. 29 C).
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Figura 29. Mapas de distribucién de las fibras oxidativas y glucoliticas en el F2 del grupo control
(A) y grupo desnutrido (B). C. Histogramas de distribucién de las fibras oxidativas y glucoliticas del
F2 para los grupos control (C) y desnutrido (D).

En el F3 del grupo control, las fibras glucoliticas predominan, mientras que las
fibras oxidativas se encuentran mas hacia uno de los extremos (Fig. 30 A); sin embargo,
en el grupo desnutrido se observa un incremento en la proporcion de fibras oxidativas,
quedando las fibras glucoliticas casi exclusivamente en el centro del fasciculo (Fig. 30 B).

Los histogramas de la Figura 30 C muestran que las fibras oxidativas y glucoliticas en el
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grupo control tienen una distribucion similar, lo mismo sucede para el grupo desnutrido, en
el que ambos tipos de fibras tienden a situarse ligeramente a la derecha, con respecto al
grupo control.
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Figura 30. Mapas de distribucion de las fibras oxidativas y glucoliticas en el F3 del grupo control
(A) y grupo desnutrido (B). C. Histogramas de distribucién de las fibras oxidativas y glucoliticas del
F3 para los grupos control (C) y desnutrido (D).

En el F4 de los muasculos control, las fibras glucoliticas son el tipo predominante,
mientras que las fibras oxidativas se encuentran dispersar dentro del fasciculo, con una

mayor concentracion en uno de los extremos (Fig. 31 A). Sin embargo, en el grupo
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desnutrido se ve alterada el patron de distribucion de las fibras oxidativas, las cuales se
sitian en la periferia del fasciculo; asimismo, los picos de mayor densidad de fibras
tienden a ser menores (Fig. 31 B). La distribucion de los histogramas de ambos tipos de
fibras se presenta un sesgo hacia la izquierda, por lo que hay muchos cuadrantes que

tienen pocas fibras, en comparacién con las halladas en el grupo control (Fig. 31 C).
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Figura 31. Mapas de distribucion de las fibras oxidativas y glucoliticas en el F4 del grupo control
(A) y grupo desnutrido (B). C. Histogramas de distribucion de las fibras oxidativas y glucoliticas del
F4 para los grupos control (C) y desnutrido (D).

La distribucion de las fibras glucoliticas y oxidativas en el F5, tanto para el grupo

control (Fig. 32 A), como para el grupo desnutrido (Fig. 32 B) es muy similar, hallandose
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con fibras oxidativas en la periferia y en ciertas partes del centro del fasciculo; sin
embargo, los picos son mas bajos, debido a que hay una menor de densidad de fibras
que en el grupo control, lo cual es evidente con los histogramas (Fig. 32 C), ya que ambos
tipos de fibras se sesgan ligeramente a la izquierda, por lo que por cuadrante, en los

fasciculos de los animales desnutridos, se encuentra una menor densidad de fibras.
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Figura 32. Mapas de distribucion de las fibras oxidativas y glucoliticas en el F5 del grupo control
(A) y grupo desnutrido (B). C. Histogramas de distribucién de las fibras oxidativas y glucoliticas del
F5 para los grupos control (C) y desnutrido (D).

El andlisis de funciones de distribucion de densidades permite determinar que las
fibras, clasificadas con ambas técnicas histoenzimaticas, presentan una distribucion

52

——
| —



diferente de fasciculo a fasciculo, la cual se ve alterada debido a los cambios en los

porcentajes de fibras y organizacion fractal provocados por la desnutriciéon crénica.
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8. DISCUSION

Con base a los datos aqui presentados se puede observar que tanto el bajo peso
corporal, como el bajo peso de los musculos de EDL indican que los animales se
encontraban desnutridos cronicamente y concuerdan con otros valores reportados

(Segura et al., 2001; Ruiz-Rosado et al., 2013; Pereyra-Venegas et al., 2015).

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la desnutricion cronica
afecta de manera diferencial la expresion del metabolismo y de la actividad de la ATPasa
de las fibras contenidas en los distintos fasciculos del musculo EDL de la rata joven (de
35 dias de edad postnatal) y que tales alteraciones provocan cambios en la organizacion

fractal y patrones de distribucion de las fibras en los fasciculos.
8.1. Composicién de los fasciculos del m. EDL

Diversos estudios muestran que el m. EDL en condiciones normales esta compuesto por
un alto porcentaje de fibras de tipo intermedio, conjuntamente con un porcentaje menor de
fibras rapidas y muy pocas lentas (Toscano et al., 2008; Ruiz-Rosado et al., 2013). Los
resultados aqui obtenidos permiten establecer que tales porcentajes no se aplican en el
caso de los distintos fasciculos que componen a tal masculo. En el caso del fasciculo F5,
éste posee un mayor porcentaje de fibras rapidas, seguidas de intermedias y muy pocas
lentas, similar a los hallado por Pereyra-Venegas et al. (2015) en el musculo completo;
mientras que el resto de los fasciculos (F2, F3 y F4) presentan mayormente fibras del tipo
intermedias, seguidas de fibras rapidas y finalmente fibras lentas, aunque no en los
mismos porcentajes. Es por ello que es importante el muestreo y andlisis de una region de
una region optima del m. EDL si se va a analizar completo, ya que las alteraciones
particulares que sufre cada fasciculo frente a un estimulo (ej. desnutricién crénica) puede

ser diferencial y tener consecuencias especificas en su funcion.

Las fibras musculares pueden presentar un metabolismo, ya sea oxidativo o
glucaolitico, el cual depende del sustrato que utilicen como fuente de energia. En cuanto a
esta caracteristica de las fibras, en este trabajo se encontré que los F3, F4 y F5 el
metabolismo predominante es el glucolitico, a diferencia del trabajo de Ruiz-Rosado et al.
(2013), quienes encontraron un mayor porcentaje de fibras con metabolismo oxidativo en
el musculo completo, lo cual coincide con lo hallado en los fasciculos, pero con la tincién

de COX, utilizada igualmente por ellos, excepto para el F4, donde hay un predominio de
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fibras glucoliticas (datos no publicados). Esto podria deberse a la técnica histoquimica
empleada para determinar el metabolismo de las fibras. Existen varias técnicas
histoquimicas empleadas para determinar el metabolismo, dependiendo de la actividad
del complejo de la cadena respiratoria que se quiera evaluar, entre ellas se encuentran la
de NADH-TR, COX y SDH (Pette y Staron, 1997). En este trabajo se utilizé la técnica de
NADH-TR, la cual evalla la actividad del primer complejo; es probable que la actividad del
segundo complejo donde participa la citocromo oxidasa (COX) responda de manera
diferente a un mismo factor, por lo que los resultados podrian variar. Otra causa de las
diferencias podria ser debido a que la parte media del masculo completo, de donde fueron
obtenidos los cortes no es representativa si consideramos que la composicion de cada

fasciculo es diferente, independientemente de la condicion.

En cuanto al metabolismo de las fibras intermedias en todos los fasciculos del m.
EDL el metabolismo predominante fue el oxidativo, lo cual pude brindarle al misculo un
mejor funcionamiento para realizar diversas actividades, esto debido a las caracteristicas

de este tipo de fibras (Zierath y Hawley, 2004; ver Tabla 2).

8.2. Efecto de la desnutricion crdnica sobre la composicion de los fasciculos del
m. EDL
8.2.1. Histoquimica para ATPasa alcalina (pH 9.4)

Los fasciculos del m. EDL a pesar de tener una composicion diferente entre ellos, en
todos existe una predominio de fibras tipo Il, por lo cual se pueden considerar como
equivalentes a musculos rapidos, por lo que como era esperado, fueron afectados por la
desnutricién, pues como ha sido demostrado (Howells et al., 1978; White et al., 2000; Kim,
2012), la desnutriciébn no provoca cambios en el fenotipo de las fibras de musculos de
contraccién lenta (p. ej. m. s6leo), pero si en aquéllos de contraccién rapida (p. ej. m.
longissimus), esto debido al origen ontogenético de los tipos de fibras, pues las fibras
lentas (tipo 1) se forman de la poblacién de fibras primaria; mientras que las fibras tipo Il lo
hace de la poblacién secundaria (Kelly y Rubinstein, 1980; Ward y Stickland, 1991). Sélo
esta poblacion secundaria de miotubos es sensible a variables ambientales, entre ellas, la
desnutricién, ya que ésta reduce las tasas de proliferacion de mioblastos y la fusion de
éstos (Wilson et al., 1988).

A diferencia de Ruiz-Rosado et al. (2013), donde se muestra un aumento de fibras

intermedias con un decremento de fibras rapidas, en este trabajo se pudo observar que
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sé6lo ocurre en los fasciculos F3 y F5; mientras que los F2 y F4 presentan un aumento de
fibras rapidas con el respectivo decremento de fibras intermedias, mismo que concuerda
con lo hallado por Toscano et al. (2008) y Pereyra-Venegas et al. (2015) en los m. EDL
completos; sin embargo, los protocolos de alimentacion fueron distintos entre el primero
(desnutricién crénica) y el segundo (desnutricién prenatal), lo cual puede influir en esta
contrariedad. Pero en el caso del primero y el tercero, donde el protocolo es el mismo
(desnutricion crénica), la diferencia encontrada puede deberse al parte del midsculo donde
se realiz6 el muestreo, pues como se menciona en el presente trabajo, los cuatro
fasciculos no presentan la misma composicion de tipos de fibras y parece ser que se
tomaron diferentes proporciones de los fasciculos al realizar los cortes la parte medial,
quiza tomando mayor parte del fasciculo F3 en el de Ruiz-Rosado et al. (2013), mientras

que en el del Pereyra-Venegas et al. (2015) se tomd mayor parte del fasciculo F4.

Asimismo, Howells et al. (1978) reportaron un aumento de fibras rapidas debido a
desnutricién (pre- y perinatal; muy parecida a la utilizada en este trabajo) en el musculo
tibial anterior (m. TA), considerado también como un musculo rapido, pero con una
composicion distinta al m. EDL, pues el m. TA presenta casi el mismo porcentaje de fibras
lla que lIb (lla 50.00%, llb 45.55%; Tasi¢ et al., 2003); mientras que el m. EDL los
porcentajes de ambos tipos son menos similares (lla ~65%, Ilb ~30%; Ruiz-Rosado et al.,
2013), lo cual puede sugerir que el porcentaje de fibras lla y llb y no sé6lo del porcentaje
entre fibras | y Il presentes en un musculo influye sobre la direcciéon en la transicion y
debido a que cada fasciculo presentdé una composicién distinta de los fenotipos de fibras
intermedias y rapidas, podria tener relevancia en la direccion de la transicién de los

fenotipos de fibras.

Otra caracteristica que puede influir en la transicién es la direccion en que ocurre
el cambio de tipos de fibras en el desarrollo ontogenético, pues en el m. EDL ocurre de
fibras rapidas (llb) a fibras intermedias (Ila), las cuales se forman hasta después de las
primeras dos semanas postnatales, por lo cual, el mayor porcentaje, aunque no
significativo, de fibras rapidas en los F2 y F4 del grupo desnutrido con respecto al control,
podria tratarse de un retraso en la conversion hacia fibras intermedias; pues como se ha
observado con la desnutricion cronica (Ruiz-Rosado et al., 2013), al llegar a la edad
adulta ya no existen diferencias en los porcentajes de las fibras con respecto a animales

bien nutridos.
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8.2.2. Tendencia y magnitud del cambio en la expresion fenotipica de los
distintos tipos de fibras en los fasciculos de los musculos EDL

desnutridos

Cada fasciculo present6 una direccion e intensidad de cambio diferente en
respuesta a la desnutricion crénica. Como se muestra en la Figura 33 el mayor cambio se
da de fibras rapidas a fibras intermedias glucoliticas en el F3; mientras que las fibras
lentas del F5 son el tipo que menos se ve afectado. Asimismo, como se ve observa en los
fasciculos F2 y F3 ocurrio una transicion hacia fibras del tipo intermedio oxidativo;
mientras que en el fasciculo F4 ocurrio hacia de fibras lentas, lo cual es una forma en que
se logro mantener al metabolismo oxidativo. En cambio en el fasciculo F5 se da una
transicion desde las fibras intermedias oxidativas y desde las fibras rapidas hacia las
fibras intermedias glucoliticas, dandose un cambio mucho mayor en la transicién de fibras
intermedias oxidativas a intermedias glucoliticas, pues hubo alteraciones en la maquinaria

metabdlica para pasar de un metabolismo oxidativo a uno glucaolitico.
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Figura 33. Direccién e intensidad de cambio fenotipico de los tipos de fibras (Lentas L, Intermedias
oxidativas 10, Intermedias glucoliticas IG y Rapidas R) en los fasciculos (F2, F3, F4 y F5) del m.
EDL, en ratas macho de 35 dias de edad postnatal, provocado por la desnutricién crénica. En la
seccion de Metodologia se describe la elaboracién de este diagrama.

La transicion de un tipo de fibra muscular a otro puede ser influenciada por
diversas causas hormonales. Durante el desarrollo postnatal temprano, suceden cambios
que parecen estar asociados con los niveles, principalmente, de las hormonas tiroideas
(Agbulut et al., 2003), ya que tanto en ratas (Dubois y Dussault, 1976) como en ratones
(d’Albies et al., 1987), los niveles de estas hormonas alcanzan sus niveles maximo hasta
pasados unos dias después del nacimiento. La desnutricion es un factor que altera el

correcto funcionamiento de la glandula tiroides (hipotiroidismo), lo cual puede tener
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repercusiones en el corto plazo (Ayala-Moreno et al., 2013) o en el largo plazo (Johnsen
et al., 2013), asociadas con la obesidad y las enfermedades metabdlicas, debido a un
cambio epigenético (programacion fetal) de los receptores de hormonas tiroideas, lo cual
tiene una gran relevancia para las fibras musculares, pues es uno de los principales
factores capaces de modificar el fenotipo y como se mencioné anteriormente, en el m.
EDL son estas hormonas las que ayudan a que las fibras realicen la transicién del estado

juvenil al estado adulto.

Las hormonas tiroideas son una de las principales hormonas que logran cambiar la
expresion de isoforma de MHC, de manera diferencial al tejido, al grado de que en
musculo la expresién de MHC tipo lla es aumentada en musculos lentos, mientras que en
musculos rapidos, se disminuye su expresion por el hipertiroidismo. En el m. EDL no se
ve afectada ni por hipo- ni hipertiroidismo la expresion de MHC tipo llb; sin embargo, la
expresion de MHC tipo lla se ve aumentada por el hipotiroidismo (Izumo et al., 1986;
Mahdavi et al., 1987). Esto ultimo tiene gran relevancia en este estudio, pues en los
fasciculos F3 y F5 se hallé un mayor porcentaje de fibras intermedias (lla), lo que podria
indicar que la desnutricion crénica provoca un ambiente de hipotiroidismo, lo que ha sido

analizado por Ayala-Moreno et al. (2013).

Pero a su vez, esto provoca una duda de por qué en los F2 y F4 no sucede la
transicion de fibras rapidas a intermedias de manera similar a los F3 y F5, si es probable
que el nivel sérico de las hormonas tiroideas es bajo en los individuos del grupo
desnutrido (por lo cual, se recomienda en evaluar esto en trabajos posteriores); esto quiza
pueda ser explicado por los receptores a estas hormonas en cada uno de los fasciculos,
pues White et al. (2001) mostraron que el tipo (principalmente TRa 1 y TRa 2) y cantidad
de receptores a las hormonas tiroideas va cambiando durante el desarrollo, asi como
también que éstos se encuentran en distintas proporciones en cada musculo, lo cual
puede influir en la expresion del fenotipo de las fibras, pues un aumento en la proporcion
de uno de los dos receptores las puede volver mas o menos sensibles a las hormonas. Lo
cual fue observado por Swoap et al. (1994) en musculo cardiaco después de una
privacion energética cronica, donde disminuyeron los receptores de hormonas tiroideas,
provocando un efecto similar al observado en hipotiroidismo, aunque los niveles de
hormonas no estaban afectados. En los masculos rapidos, como el m. longissimus se ha
encontrado que poseen una mayor cantidad de receptores TRa 1; mientras que en lentos,

como el m. séleo, se hallan mas TRa 2 (White y Dauncey, 1999); sin embargo, la
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desnutricién causa que se dupliquen los receptores TRa 2 en el m. longissimus (Dauncey
et al., 2001), receptores que de acuerdo con White et al. (2001) vuelven menos sensibles
a las hormonas tiroideas, lo cual promueve la transicion a fibras lentas (Izumo et al., 1986;
Zhang et al., 2014), ademas que como consecuencia se reduce los receptores TRa 1, lo
cual también esta asociado con la transicion a fibras lentas (Yu et al., 2000). Esto parece
indicar que una posible respuesta a dicha cuestion se debe a los receptores, ya sea en el
tipo o cantidad, alterando la expresion de éstos debido a la desnutricién crénica, lo cual
aunado a lo reportado de bajos niveles de hormonas tiroideas contribuye a que los
fasciculos respondan de manera diferencial a la desnutricion cronica. Asi en los fasciculos
F3 y F5 a pesar del ambiente hipotiroideo, podria darse un aumento en receptores de
estas hormonas, lo cual seria un mecanismo compensatorio que ayuda a estos fasciculos

no retrasen su transicion de fenotipos de fibras.
8.2.3. Histoquimica para NADH-TR

En cuanto al metabolismo, tanto White et al. (2000), como Ruiz Rosado et al.
(2013) concuerdan que la desnutricion provoca un aumento en el porcentaje de fibras con
metabolismo oxidativo; sin embargo, esto sélo sucede en el fasciculo F3. Lo cual, parece
también involucrar a las hormonas tiroideas, pero con el receptor mitocondrial p43. Casas
et al. (2008) demostraron que la sobreexpresion del receptor p43 a T3 en mitocondrias
provoca un aumento en el metabolismo oxidativo, regulando a PGC-1a y PPARS (los
principales reguladores del fenotipo muscular); asi como un aumento en isoformas de
MHC lentas y estimula la biogénesis de mitocondrias; sin embargo, a largo plazo provoca

atrofia muscular (Casas et al., 2009).

En cambio, la eliminacion de este receptor provoca que el fenotipo se vuelva mas
glucolitico y que se disminuya la densidad de capilares (Passemesse et al. 2012) y que
ocurra un aumento en la sensibilidad a la insulina, asi como un incremento significativo de
los niveles de hormonas tiroideas y en la fosforilacion de Akt (proteina quinasa que induce
el transporte de glucosa al interior de las células) (Blanchet et al., 2012), enzima que esta
relacionada con el aumento del metabolismo glucolitico (Kandel y Hay, 1999). Lo cual
parece indicar que en los fasciculos F2, F4 y F5 podria darse algo similar a esto, con una
disminucién de los receptores p43. Por lo cual, seria adecuado hacer un estudio donde se
analice el efecto de la desnutriciébn crénica sobre los receptores p43 en el musculo,
especialmente en los fasciculos, pues podrian ser modificados, al igual que el fenotipo de

las fibras, de manera diferencial, con sus respectivas consecuencias para los tipos de
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fibras. Asimismo, el aumento el porcentaje de fibras rapidas, al menos en los fasciculos
F2 y F4, puede funcionar como una adaptacién a los cambios producidos por el posible
decremento de receptores p43, pues las fibras rapidas requieren de menor capilaridad

para recibir los nutrientes (Peter et al., 1972).

El mantenimiento del metabolismo glucolitico, excepto en el fasciculo F3, parece
ser una adaptacioén a la menor cantidad de nutrientes, inclusive hasta cierto punto, se
puede considerar como este aumenta, pues como se ha demostrado que a pesar de
haber menos receptores a glucosa GLUT-4 (Thamotharan et al., 2004; Zhu et al., 2006;
Hou et al., 2013), quiz& asociado con los bajos niveles de hormonas tiroideas, ocurre un
aumento en los receptores GLUT-1, GLUT-3 Y GLUT-5 (Dean et al., 1998; Agote et al.,
2001), asi como un aumento en la translocacion en GLUT-4 (Gavate et al., 2005; Garcia-
Souza et al., 2008) debido a la desnutricion, ademas de que posiblemente pueda haber
menor cantidad de receptores p43 (lo que también podria aumentar la translocacién en
GLUT-4, de manera indirecta, a través de Akt; Kohn et al., 1996), el metabolismo

glucolitico se ve favorecido.

Mientras que el cambio en la maquinaria metabolica, como en el caso del fasciculo
F3, donde se da una transicién de fibras con un metabolismo glucolitico a un metabolismo
oxidativo, es mas drastico y mas asociado con las enfermedades a largo plazo (Zierath y
Hawley, 2004), quiza al hecho de que, como han demostrado da Silva et al. (2014), si bien
se aumenta la translocacion de &cidos grasos, éstos no son utilizados para generar
energia y lo qgue es mas importante, es que son transformados en productos toxicos, los
cuales podria alterar el mtDNA. Algunas de estas caracteristicas son asociadas con el
llamado fenotipo ahorrador, el cual permite la supervivencia de los individuos bajo
condiciones ambientales, principalmente la nutricién, no muy favorables, pero que a largo
plazo traer consecuencias negativas sobre la salud, como lo es la obesidad, diabetes y

enfermedades metabdlicas (Hales y Barker, 2001).

Todo esto parece indicar que los cambios observados en cada fasciculo (tanto en
el fenotipo, como en el metabolismo) pueden deberse a la susceptibilidad de las
hormonas tiroideas, quiza debido a los niveles séricos, la cantidad o tipo de receptores
(nucleares o mitocondriales) que presenta cada uno, ademas de los cambios en los
fasciculos por la desnutricion per se. Asimismo, este trabajo permite demostrar que el

efecto que ejerce un determinado factor es variable no solo entre los distintos musculos
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(v. Schiaffino y Reggiani, 2011; Blaauw et al., 2013), sino también dentro de un mismo

musculo.
8.3. Organizacion fractal de las fibras de los fasciculos del m. EDL

Arsos y Dimitriu (1995) demostraron que las fibras tipo Il se encuentran organizadas de
forma fractal (D= 1.89) tanto en ratas jévenes (25 dias de edad), como ratas adultas (1
afio de edad), aunque el analisis sélo fue hecho con alrededor de 200 fibras de la parte
medial del m. EDL y bajo condiciones normales. El presente trabajo con la diferenciacion
de las fibras tipo Il, en intermedias (lla) y rapidas (llb) y el uso de todas de las fibras en
cada fasciculo y bajo una condicién normal y la desnutricion crénica, permite observar que
ambos tipos tienen una organizacion fractal, formando grupos de fibras interconectados

entre si, tanto en los animales control, como en los desnutridos.

Las fibras de lentas (tipo 1) no pudieron ser analizadas debido a la poca cantidad que
presentan los fasciculos. A pesar de esto, el método de correlacion integral fractal es un
buena forma para analizar este tipo de datos, debido a la forma en que se va calculando,
lo cual permite que se analicen imagenes que no sean necesariamente del mismo tamafio
y esto no afecte el calculo de la dimension fractal, como si ha sido observado con el
método de conteo de cajas (Buldyrev, 2012), ademéas que el célculo del prefactor de
forma a y el parametro ¢ permite un mejor analisis, primeramente para saber si es posible
tratarlas como fractales y también para hacer un mejor célculo de la dimensién. Asimismo,
el uso del método fractal, como lo menciona Frankhauser (1998) permite establecer la
existencia de una organizacion, incluso cuando no es visible debido a fenémenos
aleatorios que la ocultan, lo cual se hallé en este trabajo, pues a simple vista no parece
que las fibras tengan una organizacion determinada, sino que parecen estar distribuidas
aleatoriamente dentro de los fasciculos; sin embargo, con este método se puede ver que

esto no es asi.

La desnutricion crénica en la mayoria de los fasciculos no provoca un cambio
significativo en cuanto a su organizacién, pues todos los tipos de fibras se mantuvieron
con valores mayores a 1 y menores a 2; sin embargo, hubo ciertas alteraciones,
mayormente en las fibras rapidas del fasciculo F3, donde se observd una reduccion
significativa en la dimension fractal, lo cual puede estar asociado con la gran pérdida de

fibras rapidas que pasaron a fibras intermedias. Dichos cambios provocaron que los
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grupos de fibras estuvieran méas dispersos o que se formaran de una menor cantidad de

fibras; asimismo, esto provoc6 cambio en los patrones de distribucion de las fibras.

El andlisis hecho para las fibras oxidativas y glucoliticas muestras que ambos tipos
de metabolismo se encuentran organizados de forma fractal formando grupos de fibras
interconectados entre si. Pero a diferencia de la organizacién de las fibras intermedias y
rapidas, donde se daban alteraciones y tendencias de cambio en la dimensién fractal, las
fibras oxidativas y glucoliticas no se ven afectada su organizacion, inclusive los valores

son muy similares entre los dos grupos.
8.4. Patrones de distribucién de las fibras de los fasciculos del m. EDL

Conociendo que las fibras de los fasciculos del m. EDL presentan organizacion fractal, lo
cual es el primer paso de acuerdo con Frankhauser (1998), el siguiente paso era
determinar los patrones de distribucién que presentan, pues como fue demostrado por
Burkholder et al. (1994), la longitud de las fibras, la longitud del musculo y la distribuciéon
de los tipos de fibras y otras caracteristicas mas son determinantes para la funcion del

musculo.

Pullen (1977) realiz6 un trabajo sobre la distribucion de las fibras en el m. EDL; sin
embargo, éste sblo se basa en las densidades que presentan en los ejes profundo a
superficial y medial a lateral, encontrando que las fibras lentas se hallan mas hacia la
parte medial y profunda, las fibras intermedias se encuentran de forma similar en el eje
medial-lateral y ligeramente mas hacia el profundo, mientras que las rapidas se ubican en
la parte lateral y superficial; mientras que Wang y Kernell (2001) hicieron una
regionalizacion de las fibras tipo | y tipo Il en diversos musculos de las extremidades
posteriores de conejos, ratas y ratones, encontrando que las fibras no se encuentran
distribuidas de manera uniforme. Si bien, esto es una buena aproximacién, no permite la
identificacion de patrones, pues como se demostr6 en este estudio las fibras se
encuentran organizadas de forma fractal, por lo que es importante determinar la forma en
que interactian los grupos de fibras del mismo tipo y cédmo es que se distribuyen con

respecto a los otros tipos de fibras.

Igualmente, cada fasciculo presenta un patron de distribucion caracteristico, los
cuales no son similares a los hallados en dicho estudio, pues como se ha mencionado, la

parte medial del musculo no es representativa para los cuatro fasciculos. El fasciculo F3
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es el mas afectado por la desnutricion crénica, lo cual parece estar relacionado con el
hecho de que fue en este fasciculo en donde se dieron los mayores cambios en los
porcentajes de las fibras rapidas, asi como una menor dimensién fractal. En cambio en el
fasciculo F4 ocurre una disminucién en la densidad de fibras por cuadrante, pues en los
mapas de distribucién se nota un patron muy similar al del grupo control. Mientras que los
fasciculos F2 y F5 no se dan cambios en los patrones de distribucion. A pesar de que el
fasciculo F5 tuvo cambios parecidos al fasciculo F3, en cuanto a su composicién, pero no
asi en la organizacion y en la distribucion de las fibras parce indicar que la composicion
mayormente de fibras rapidas en el fasciculo F5 le permitié no sufrir esos cambios tan

drasticos.

En general los patrones de distribucion para las fibras, clasificadas por su
metabolismo, no ven afectados, sé6lo se dan cambios en la densidad de fibras por
cuadrante, ya que se encuentran en menor cantidad en los fasciculos del grupo
desnutrido que en los del grupo control, excepto en el F3, en donde las fibras ya no se
encuentran en tan poca densidad como en el grupo control. Lo que puede estar indicando
que las fibras que modificaron su fenotipo por efecto de la desnutricion crdénica no se
distribuyeran de manera aleatoria, sino que mantuvieron su organizacién fractal, tanto por

la actividad de la ATPasa miofibrilar, como por su metabolismo energético.

A pesar de que no existen cambios en los patrones de distribucién de las fibras en
la mayoria de los casos, la reduccion en el area de la seccion transversal observada en
todos los tipos de fibras del m. EDL debido a la desnutricién crénica (Ruiz-Rosado et al.,
2013), asi como del musculo completo (Pereyra-Venegas et al.,, 2015) puede tener
implicaciones sobre la funcién del musculo y mas aun en aquellos fasciculos donde si
ocurren cambios en los patrones de distribuciéon de las fibras; puesto que es un el m. EDL
es un musculo que participa de manera relevante en el movimiento de los dedos de la
pata de la rata. Por lo que las alteraciones observadas en la proporcion de los tipos de
fibras provocadas por la alimentacion cronica deficiente en cantidad podria afectar o
provocar alteraciones en la funcion de tal muasculo, tal y como ha sido propuesto por
Toscano et al. (2008) y por Bellinger et al. (2006). Ademas, dichos cambios podrian estar
relacionados también con cambios en conducta estereotipadas, tales como un aumento
de la frecuencia de acicalamiento y en la caminata (walk over) (Whatson y Smart, 1978),

asi como en la actividad ansiolitica (Jaiswal et al., 1996).
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9. CONCLUSION

La composicion de tipos de fibras de acuerdo a su actividad de ATPasa en el tipo de fibra
y metabolismo determinado por la actividad de la NADH-TR es caracteristica para cada
uno de los fasciculos del musculo extensor digitorum longus (m. EDL) de la rata macho
Wistar de 35 dias de edad, presentando valores diferentes en cada fasciculo de los tipos
de fibras lentas, intermedias (oxidativas y glucoliticas) y rapidas, destacando el fasciculo
F5 al presentar mayor porcentaje de fibra rapidas, a diferencia del resto de los fasciculos,

donde se encuentran mayormente fibras intermedias.

La desnutricién cronica ejercié un efecto diferencial sobre la composicion, ya que
mientras en los fasciculos F3 y F5 se da una transicion hacia fibras intermedias, en los
fasciculos F2 y F4 ocurre la transicion hacia fibras rapidas. Asi como un cambio hacia
fibras con metabolismo oxidativo en el fasciculo F3 y hacia fibras glucoliticas en el resto
de los fasciculos

El andlisis fractal demostré que las fibras, tanto por su actividad de ATPasa
miofibrilar, como por su metabolismo se encuentran organizadas de manera fractal
Asimismo, el cambio en la composicion de fibras en los fasciculos debido a la desnutricién
cronica provocO que la organizacion fractal se viese reducida en las fibras rapidas del

fasciculo F3.

Las funciones de distribucién permitieron determinar que los distintos fenotipos de
las fibras y el metabolismo se encuentran formando patrones particulares para cada uno
de los fasciculos y que los cambios en la composicién y organizacion provocados por la
desnutricién crénica repercutieron en los patrones de distribucion de las fibras en el

fasciculo F3.

Tanto el método fractal, como el método de funciones de distribucién demuestran
que: 1) las fibras en los fasciculos del m. EDL presentan una organizacion y distribucién
determinada, es decir, no aleatoria, lo cual tiene implicacion sobre el funcionamiento de
cada uno de los fasciculos, asi como del musculo completo; y 2) el cambio del fenotipo de
los distintos tipos de fibras provocados por la desnutricion crénica tiene como
consecuencia cambios sobre en la organizacion y distribucién de las fibras, lo que podria

traer repercusiones en la funcién anatémica.
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Finalmente, estos cambios sobre la composicién, organizacion y distribucion
permiten establecer que la composicion original del fasciculo influye sobre la respuesta
que tendra frente a un factor; a su vez, esto implica que los analisis realizados sobre el m.

EDL deben considerar hacerlo en cada uno de los fasciculos.
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GLOSARIO

Acetilacion: Adicion de un grupo acetilo (-COCHj3) a una molécula.

ATPasa miofibrilar (mATPasa): Molécula de miosina que hidroliza al ATP durante la

generacion de fuerza.
Atrofia: disminucion del tamafio de un tejido.
Centroide: es la posicién media dentro de un espacio.
Distrofia: aumento en el tamafio de un tejido.

DNA (Acido desoxirribonucleico): Molécula que contiene la informacion genética de un

organismo.

Epigenética: Cambios en la expresion génica sin modificacion en la secuencias de los

genes.
Fasciculo: Conjunto de fibras de musculo esquelético rodeadas por perimisio.

FOXO1 (Forkhead box O1): Factor de transcripcién regulador de la homeostasis de la

glucosa, ciclo celular y apoptosis.
Fractal: Objeto cuya estructura se repite a diferentes escalas.

Metabolismo glucolitico: Conjunto de reacciones bioquimicas para la transformacién de

azucares en energia (ATP).

Metabolismo oxidativo: Conjunto de reacciones bioquimicas para la transformacién de

acidos grasos en energia (ATP).
Metilacion: Adicién de un grupo metilo (-CHs) a una molécula.
MiRNA (=micro RNA): Moléculas de RNA que modulan la expresion génica.

Musculo penniferme: tipo de arreglo de las fibras musculares, donde éstas se

encuentran diagonalmente respecto al tendén central.

NADH-TR (Nicontinamida adenina dinucle6tido-tetrazolio reductasa): enzima con

propiedad de transferir hidrogeno de la forma reducida de NAD® (NADH) al
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tetrazolio. Se aplica para evaluar actividad de la enzima mitocondrial NADH
deshigroneasa.

Organizacion fractal: disposicion no aleatoria que sigue las propiedades de la geometria
fractal.

PCGla: Coactivador transcripcional para receptores de esteroides y nucleares;

considerado un regulador clave en el metabolismo energético.

Programacion fetal: modificacion de la expresion génica debido al ambiente materno

durante el desarrollo embrionario.

RNA (Acido ribonucleico): Molécula con una variedad de actividades relacionadas con
la expresion de genes; los principales tipos son el de transferencia (tRNA),

mensajero (MRNA) y ribosomal (rRNA).

Sarcomera: Region delimitada entre dos lineas o discos Z, la cual se considera como la

unidad funcional de la fibra muscular.
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APENDICE 1

Script para crear imagenes binarias a partir de las coordenadas X, Y de los

centroides

function [ ] = Generar_imagenes(archivo,tam)
%UNTITLED2 Summary of this function goes here
% Detailed explanation goes here
Nombre=archivo;

Datos=xlsread(archivo);

%%Datos

w=Datos(1,3);

h=Datos(2,3);

Datos=[Datos(:,1) Datos(:,2)];

%%Datos

%obtener width y height de la segunda columna del excel
figure
scatter(Datos(:,1),Datos(:,2),tam,'black’, filled");

set(gca, 'YDir', 'reverse') %Revertir el eje Y

j=gcf;

set(j,'Units', 'pixels’);
set(j,'Position’,[0 50 400 400*h/w])
axis([0 w 0 h])

axis equal,

axis off;

set(j,'PaperPositionMode','auto")

set(gca,'pos',[0 0 1 1))

%%set(h,'Position’,[0 0 750 750]);
print(j,strcat(strrep(Nombre,'.xIs',"),'Reconstruida.tif'),-r150',"-dtiff")
saveas(j,strcat(strrep(Nombre,".xIs","),'Reconstruida.fig’),'fig";

end




APENDICE 2
Método de funciones de base radial

Dada un coleccion de datos en el plano D = {X; = (xj,yj) :j =1,--- N}, ajustar una funcion
de distribucion espacial de los datos.

Los datos de localizacion de las fibras se delimitan dentro de un marco, el cual se divide
en NxN celdas

N= numero de celdas, es un pardmetro subjetivo que afectara la construccion de la
funcién de distribucion.

Para cada celda se hace un conteo de puntos (N;;) y se calcula el estimador insesgado de
la matriz de covarianza de los datos de dicha celda:

[X1 — Xij - Xny — Xij [X1 — Xij - Xny — Xij]t
ZU: Ny —1
Donde:
Xi;, es el centroide [X;; = (¥;;, y;;)] de los datos de la celda (i, ).
Xy - Xy, es el dato k-ésimo [X, = (x5, )] en la celda (i, ).

t, es la matriz transpuesta.

Siguiente, se construye una funcién gaussiana (funcion de base radial) para la celda (i, j)
de la siguiente manera:

1 _ -1 _
®;;(X) = N;jexp {_E(X —Xij)tzij (x _Xij)}

La funcién de distribucion espacial de las fibras se obtiene superponiendo linealmente las
funciones de densidad de cada celda:

P(x,y) = Z__Nij(bij(x'Y)
ij

Casos especiales

1. Silacelda (i, ) esta vacia, entonces ®;; = 0 (funcion idénticamente cero).
Si la celda (i, /) tiene solamente un punto (x,,y,) entonces se calcula la distancia

6 de ese punto al margen horizontal o vertical mas cercano de la celda. Luego, se
define la funcidn de distribucién para la celda (i,j) de la siguiente manera:

_ 1 (x_xp)z (y_yp)z
Pute) = e\ G TG




3. Si %;j es singular o cercana a serlo (determinante <10°) entonces ®;; se
construye de la siguiente manera:

Al'j = max{”Xk - XUHZ},AZ = 11/9
Sean u; = (Xi — Xy;)/|| X — Xi;|| (cualquier k)

Uy = (0 _1) uy (u; ¥ u, son perpendiculares)

1 0
Sean M = [u u,] y A == diag(44, 4,) (matriz diagonal)
Cov:=MAM!

Finalmente q)l](X) = exp {_71 (X —)?ij)tCov_l(X —XU)}
Los parametros N, 6/3 y A/9 son subjetivos, es decir, estdn sujetos al criterio del

investigador. La eleccion de estos parametros afecta la forma de la distribucion. Para este
trabajo se ocuparon éstos pues fue con los que se logré el éptimo resultado.

——
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APENDICE 3

Script en MatLab del método de funciones de base radial

<+ ATPasa

function [ h ] = CombinarFuncionesATP( Archivol,
Archivo2,Archivo3, num, res, zoom) $$Hacer ATP

Dl=x1lsread (Archivol) ;%Leer el Archivo 1 y guardarlo en una matriz de

n*2
D2=x1lsread (Archivo2) ;
D3=xlsread (Archivo3) ;

if strcmp(zoom, "4x")
fac=1.4;
else
if strcmp(zoom, "10x")
fac=3.18;
else

if strcmp(zoom, 'default')

fac=1;
end

end
end
Dl=(1/fac)*[D1(:,1) D1(:,2)];

D2=(1/fac)*[D2(: :
D3=(1/fac)*[D3(:,1) D3(:,2)];

~
=
o]
N

~
N

~

MinDl=min (D1l) ; $%Vector de dos entradas con las coordenadas

y del archivo dl
MaxDl=max (D1l) ; $%Analogo

minimas x y

MinD2=min (D2) ; $%Vector de dos entradas con las coordenadas minimas x Yy

y del archivo d2
MaxD2=max (D2) ;

MinD3=min (D3) ; $%Vector de dos entradas con las coordenadas minimas x y

y del archivo d3
MaxD3=max (D3) ;

xmin=min ([MinD1 (1) ,MinD2 (1) ,MinD3(1)])
ymin=min ([MinD1 (2),MinD2 (2) ,MinD3(2) 1)
xmax=max ( [MaxD1l (1) ,MaxD2 (1) ,MaxD3(1)])
ymax=max ( [MaxD1l (2) ,MaxD2 (2) ,MaxD3(2)])

Ml=Malla (Archivol,num, res, true, true, [xmin, xmax, ymin, ymax], zoom) ;
M2=Malla (Archivo2,num, res, true, true, [xmin, xmax, ymin, ymax], zoom) ;
M3=Malla (Archivo3, num, res, true, true, [xmin, xmax, ymin, ymax], zoom) ;

X=M1.xx;
Y=M1l.yy;

'



F1=Ml.FuncionT;
F2=M2.FuncionT;
F3=M3.FuncionT;

Flc=Ml.CentroideMax;
F2c=M2.CentroideMax;
F3c=M3.CentroideMax;

FTCmax=max ( [M1.Cmax,M2.Cmax,M3.Cmax]) ;

FM1=(((F1>F2) .*F1)>F3) .*F1;
FM2=( ((F2>F1) .*F2)>F3) . *F2;
FM3=(((F3>F1) .*F3)>F2) .*F3;
figure

surf (X,Y,40*FM1, 'FaceColor', [0 0O 255]/255, '"LineWidth',0.01) ;axis ([xmin
xmax ymin ymax]);

hold on;

surf (X,Y,8*FM2, 'FaceColor', [255 0 0]/255, "LineWidth',0.01);

surf (X,Y,FM3, '"FaceColor', [0 255 0]1/255, 'LineWidth',0.01) ;

plot3 (Flc(l),Flc(2),40*FTCmax, 'Color','r', "Marker', 'o', 'LinewWidth',5,"'
LineStyle', 'none');

plot3 (F2c(1l),F2c(2),40*FTCmax, 'Color','g', '"Marker','o', "Linewidth',5,"'
LineStyle', "none')

plot3 (F3c(1l),F3c(2

LineStyle', "'none')

), 40*FTCmax, 'Color', 'b', "Marker', 'o', 'LineWidth',5, "'

’

set (gca, 'YDir', 'reverse'); $Revertir el eje Y

xlabel ('X Micras'),ylabel ('Y Micras')

h =
legend (strrep (Archivol, '.x1ls','"),strrep(Archivo2,'.x1ls','"),strrep (Ar
chivo3,'.xls',""),strcat('Centroide',"' ',strrep(Archivol,'.xls',"'"))
,strcat ('Centroide', "' ',strrep(Archivo2,'.xls',"'"))

,strcat ('Centroide’, "'

',strrep (Archivo3,'.x1s',"'"'")),3, 'Location', "NorthEast"');

set (h, 'Interpreter', 'none') ;
set (h, '"FontSize',0);

h=gcf;

title(strcat (strrep(Archivol, '.xls', ), ', " ,strrep (Archivo2, '.x1ls',"'")
,'yv',strrep (Archivo3, '.x1s',""),sprintf (' (%1 X %i)',num,num), '3D"));
set(h, 'Units', '"pixels'");

set (h, "Position', [0 O 750 750]);

view (-45,76);

saveas (h, strcat (strrep (Archivol, '.x1s',"'"),"',"',strrep (Archivo2,'.xls"',
"")y,'y'",strrep (Archivo3, '.x1ls',"'"),sprintf (' (%1 X
%1i)',num,num), '3D',"'.fig'), "fig');

print (strcat (strrep (Archivol, '.xls','"),"',"'",strrep(Archivo2,'.xls',"'")
,'y',strrep (Archivo3, '.x1s','"),sprintf (' (%1 X
%i)',num,num), '3D', '.png'), '-dpng', '-r600

")

’




end

< NADH-TR

function [ h

] =

CombinarFuncionesNADH ( Archivol,

Archivo?2,num, res, zoom) $$Hacer ATP
Dl=xlsread (Archivol);%Leer el Archivo 1 y guardarlo en una matriz de

n*2
D2=xlsread (Archivo2) ;

if strcmp(zoom, '4x")

if strcmp (zoom, 'default')

fac=1.4;
else
if strcmp(zoom, '10x")
fac=3.18;
else
fac=1;
end
end
end
=(1/fac)*[D1(:,1) D1(:,2)1];
=(1/fac)*[D2(:,1) D2(:,2)];

MinDl=min (D1) ; $%Vector de dos
y del archivo dl
MaxDl=max (D1) ; $%Analogo
MinD2=min (D2) ; $%Vector de dos
y del archivo dl
MaxD2=max (D2) ;

xmin=min (MinD1 (1) ,MinD2 (1)) ;
ymin=min (MinD1 (2),MinD2 (2)) ;
xmax=max (MaxD1 (1) ,MaxD2 (1)) ;
ymax=max (MaxD1 (2) ,MaxD2 (2)) ;

Ml=Malla (Archivol, num, res, true, true,
M2=Malla (Archivo2, num, res, true, true,

X=M1.xx;
Y=Ml.yy;
F1=Ml.FuncionT;
F2=M2.FuncionT;

Flc=Ml.CentroideMax;
F2c=M2.CentroideMax;

FTCmax=max ( [M1.Cmax,M2.Cmax]) ;

entradas con las coordenadas

entradas con las coordenadas

[xmin, xmax, ymin, ymax],

Vi

minimas x y

minimas x y

[xmin, xmax, ymin, ymax], zoom) ;
zoom) ;

——
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FM1=(F1>F2) .*F1;
FM2=(F2>F1) . *F2;

figure

surf (X,Y,FM1, 'FaceColor', [0 O 255]/255, "LineWidth',0.01) ;axis ([xmin
xmax ymin ymax]);

hold on;

surf (X,Y,FM2, 'FaceColor', [0 255 0]/255, "LineWidth',0.01);

plot3 (Flc(l),Flc(2),FTCmax, 'Color','r', "Marker', 'o"', 'Linewidth',5, 'Lin
eStyle', 'none');
plot3 (F2c(1l),F2c(2),FTCmax, 'Color','g', '"Marker', 'o', 'LineWidth', 5, 'Lin
eStyle', 'none');

set (gca, 'YDir', 'reverse'); $Revertir el eje Y
xlabel ('X Micras'),ylabel ('Y Micras')

h =
legend (strrep (Archivol, '.x1ls','"),strrep (Archivo2,'.x1ls',"'"),strcat ('C
entroide',' ',strrep(Archivol,'.xls',"'"')) ,strcat('Centroide’',’
',strrep(Archivo2,'.xls',"")),2, 'Location', '"NorthEast');

set (h, 'Interpreter', 'none');
set (h, 'FontSize', 06);

h=gcf;
title(strcat (strrep (Archivol, '.x1ls','"),'y',strrep (Archivo2,'.x1ls',"'")
,sprintf (' (%1 X %i)',num,num), '3D"));

set (h, 'Units', "pixels'");
set (h, "Position', [0 O 750 750]);

view (-45,76);

saveas (h, strcat (strrep (Archivol,'.x1ls','"),'y"',strrep (Archivo2,'.xls",
'"),sprintf (' (%1 X %i)',num,num),'3D',"'.fig"),"'fig');
print (strcat (strrep (Archivol, '.xls','"),'y',strrep(Archivo2,'.xls',"'")

,sprintf (' (%1 X %i)',num,num), '3D',"'.png'), '-dpng', '-r600") ;

end

Vii
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Valores de los porcentajes, dimension fractal, prefactor de forma ay parametro de las fibras de los fasciculos del m. EDL

APENDICE 4

clasificadas por la técnica histoenzimatica de ATPasa

F2

F3

F4

F5

Porcentaje de fibras (%) Dimensién a
C D C D C D C D

8.62+1.58 4.45+0.65

59.66+4.54 57.66+5.21 1.79+0.04 1.80+0.01 0.16£0.03  0.20+0.02 6.54+1.00 5.08+1.01
31.72+5.42 37.88+5.39 1.75+0.03  1.70+0.05 0.12+0.03 0.21+0.04 9.48+0.56 6.72+0.54
2.08+0.28 3.08+0.59

51.89+5.45 67.24+4.08 1.78+0.02 1.75+0.03 0.20+0.03  0.26+0.03 5.70+2.13  1.44+2.78
46.03+5.53 29.68+4.07 1.73+0.3 1.54+0.08 0.22+0.03 0.38+0.11 5.501£1.22 8.00+2.45
1.35£0.16 4.11+1.45

65.33+2.38 53.63+3.66 1.75£0.04  1.78+0.02 0.3510.10 0.26+0.04 -2.71+4.87 2.02+2.75
33.32+2.48 42.25+4.00 1.68+0.04 1.74+0.02 0.27+0.09  0.25+0.07 7.66+3.07 4.98+2.08
1.08+0.18 0.71+0.09

45.25+2.06 54.41+1.10 1.84+0.01 1.81+0.01 0.17+0.01  0.29+0.02 6.65+0.90 0.11+1.42
53.67+2.03 44.88+1.08 1.79+0.01  1.80+0.01 0.2510.02 0.28+0.02 -1.81+1.66 0.75+1.01

viii
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APENDICE 5

Diferencias significativas entre los porcentajes de fibras de los fasciculos del m. EDL clasificadas por la técnica de ATPasa alcalina (pH 9.4)

Porcentajes

L
F2 |
R
L
F3 |
R
L
F4 |
R
L
F5 |
R

O0Oo0cOoc0O OO|0ODO|0O0 |OO|0O0O|I0O0O (OO0 000

F2 F3 F4 F5
R I R I R
C D C D C D C D C D C D C D C D C D C D c b C D
*kkk *kkk
*kkk *kkk
k% k% *kk **k
*kk *kkk * *
*kkk *kkk Kkkk Kkkk
*kkk *kkk *kkk *kkk
*kkk *kkk ** *kkk *kkk
*kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
*kkk *kkk *kkk Kkkk k%
*kkk *kkk *kkk *kkk *kk *kk *% *kkk
*kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
*kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kk
*kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk * *kkk *kkk *kkk
*kkk *kkk *% *kkk *kkk *kk *kkk *kkk *
*kkk *kkk *kkk *kk *kkk *kkk * *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
*kkk *kkk *kkk *kkk *k%k *kkk *kkk *kkk
*kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
*kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
*kkk *kkk *kkk *kkk *% *kkk *kkk k% *kkk *kkk
*kkk *kkk *k%k *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *% *kkk *kkk *kk
*kkk *kkk *%k *kkk *kkk *kk *kkk *kkk k% *kkk *kkk *%
*kkk *kkk *kkk *kkk *k%k *kkk *kkk *% *kkk *kkk *k%k *kk

Diferencias significativas
***P<0.001; ***P<0.0001. Fy5117,=5.403. N=6, excepto en F4 D, donde N=5.

(P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc de Tukey.

—
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APENDICE 6

Diferencias significativas entre la dimension fractal de las fibras intermedias y rapidas de los fasciculos del m. EDL

F2 F3
| R | R | R | R
C D C D C D C D C D C D C D C D
Dimensioén
| C
F2 D
R C
D
| C
F3 D
R C
D *k%k *kk *% *k%k *% *
C *%
I *%*
F4 D
C
R D .
C *kkk
I
D *kkk
F5 C *%k%
R D *kkk

Diferencias significativas (P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc de Tukey. *P<0.5; **P<0.01;
***P<0.001; ***P<0.0001. Fg75=2.17. N=6, excepto en F4 D, donde N=5.




APENDICE 7

Valores de los porcentajes, dimension fractal, prefactor de forma ay parametro de las fibras de los fasciculos del m. EDL
clasificadas por latécnica de NADH-TR

Porcentaje de fibras Dimensién
C D C D C D C D
£2 O 55.28+0.88 51.76+1.57 1.82+0.01 1.81+0.03 0.21+0.02 0.16%0.02 6.38+0.11 10.52+1.21
G 44.72+0.88 48.24+1.57 1.81+0.01  1.81+0.03 0.17£0.01  0.15+0.02 3.47+0.56 6.06+0.63
F3 O 47.62+0.88 52.40+1.01 1.75+0.03  1.76+0.02 0.16+0.03  0.24+0.02 8.48+1.10 5.96+1.57
G 52.3840.88 47.60+1.01 7.7910.01 1.79+0.02 0.15£0.03 0.22+0.01 3.01+1.02 2.56+1.27
F4 O 46.56+0.80 40.50+2.46 1.76+0.03 1.68+0.04 0.24+0.05 0.23+0.04 6.27+2.24 10.86+0.79
G 53.44+0.80 59.50+2.46 1.76+£0.03  1.76+0.02 0.28+0.07 0.24+0.04 2.32+3.20 1.29+2.45
5 O 42.94+2.04 36.73t2.44 1.84+0.01 1.82+0.01 0.15+0.02 0.11+0.02 8.12+1.30 10.89+0.87
G 57.06£2.04 63.27+2.44 1.83+0.01 1.81+0.01 0.20+0.02  0.19+0.02 0.83+0.91 1.10+1.41

Xi
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APENDICE 8

Diferencias significativas entre los porcentajes de fibras de los fasciculos del m. EDL clasificadas por la técnica histoenzimatica de

NADH-TR
F2 F3 F4 F5
0] G O G @) G
C D C D C D C D C D C D C D C D
Porcentajes
o C
D
F2 C *kkk **
G D *%
o C
D **
F3 c .
G D ** **
C *
@)
D *
F4 C *kkk *kk *k%k *k%k *k%k
G D *kkk *kk *k% *kkk *k% *kkk
C *kk * * * *% *kkk
O D *k% * * * ** *kkk
FS C *kkk *kkk *kk ** *kkk *kkk *% *% *kkk *kkk *% *kkk
G D *kk *kkk *kkk *kkk ** ** *kkk *kkk *kkk ** *kkk *kkk

Diferencias significativas (P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc de Tukey. *P<0.5; **P<0.01;
***P<(.001; ****P<0.0001. Fggo=21.92. N=6.

—
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APENDICE 9

Diferencias significativas entre la dimension fractal de las fibras oxidativas y glucoliticas de los fasciculos del m. EDL

F2 F3 F4 F5
(@] G (@) G @) G @] G
C D C D C D C D C D C D C D C D
Dimensioén
C
© D
F2
G C
D
C
o D
F3
G C
D
C
O D * * *
F4
G C
D
C *%*
@] D .
F5 c -
G D .

Diferencias significativas (P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc de Tukey. *P<0.5; **P<0.01.
F9’80:O.83. N=6.

Xiii
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APENDICE 10

Diferencias significativas entre los porcentajes de fibras de los fasciculos del m. EDL determinando el metabolismo de las fibras
intermedias

F2 F3 F4 F5

Porcentajes

C
L

D
C *kkk *kkk
I O D kkkk  kkkk
F 2 C *kkk *kkk
I G D kkkk  kkkk
C ** *k%k * *
R D Fkk *hkk *% Kk
C *kkk *kkk *kkk  kkkk
L D *kkk *kkk *kkk  kkkk *kkk
C *kkk *kkk *kkk  kkkk *kkk
| O D *kkk *kkk *kkk  kkkk * *kkk  kkkk
F3 C *kkk  kkkk *kkk  hkkk *kkk  kkkk
| G D *kkk *kkk *% * *kkk  kkkk
C *kkk *kkk *kkk  kkkk *kkk  kkkk *kkk  kkkk
R D *% Kk * * Kkkk  kkkk * *%k Kk *
C *kkk  kkkk *kkk  hkkk *kkk  kkkk *kkk  kkkk
L D *kkk *kkk *kkk  kkkk *kkk  kkkk *kkk *k%k
C *kkk *kkk *kkk  kkkk *kkk  hkkk *kkk  kkkk *kkk  kkkk
| O D *kkk *kkk *% *kk *kkk  kkkk *kkk *kkk  kkkk
F4 C *kkk *kkk * * *kkk  kkkk *kkk **k * *kkk *
I G D kkkk  kkkk * kkkk  kkkk *kkk * *kkk *%
C *kkkk *kkk *% *kk *kkk  kkkk *kkk *kkk  kkkk *kk *
R D dkkkk  kkkk Kkkk  kkkk *hkk  kkkk kkkk  kkk kkkk  kkkk *kk

Xiv
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F2 F3 F4 F5
10 IG L 10 IG 10 IG 10 IG
C D C D C D C D CcC D C D C D C D C D C D C D C D CcC D C D C D C
F5 | c kkk ok kkk ok ek ok ek ik kkkE ko
D ko Jkkk ok Jkkk ok ke MRk EREE ko
C whkk dowkk ek ok dekkk kk Tkk ok ek ok ok dekk dkkk
IO D *kkk  kkkk *k%k *kkk *kkk  kkkk *kkk * *kkk  kkkk * *kkk  kkkk
c ko ko Jkkk ok Jkkk ok kb kkk ok dkkk ok
IG D *kkk  hkkk * *kkk  kkkk *k% *kkk *k% *kkk  kkkk  kkkk kkkk kkkx
C wohk dowkk Hhkk kkkk kk dkkk ok ko Mk kkkk ek MRk kkkk kk Mk kkkk kkk kkbk kbkE kb
R D *kkk  kkkk *kkk  kkkk K*kkk  kkkk *kkk  hkkk *kkk  kkkk *kkk  kkkk *kkk  hkkk * K%k *kkk *
Diferencias significativas (P<0.05) determinadas con la prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc de Tukey. *P<0.5; **P<0.01;

***P<0.001; ***P<0.0001. F3; 156=4.029. N=6.

XV
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