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ARTICULOS ORIGINALES

METABOLISMO MITOCONDRIAL Y ULTRAESTRUCTURA DE
MUSCULO ESQUELETICO DE RATON CON RESTRICCION
CALORICO PROTEICA

MITOCHONDRIAL METABOLISM AND ULTRAESTRUCTURE OF MICE'S
SKELETAL MUSCLE WITH CALORIC PROTEIC RESTRICTION

Luisa Maria Ramirez, Delsy Davila -Vera, Ernesto Palacios-Pru

Centro de Microscopia Electrénica. Facultad de Medicina, Universidad de Los Andes. Mérida,
Venezuela.

RESUMEN

Para estudiar el metabolismo mitocondrial en este trabajo se utilizd6 el método de
permeabilizacién del tejido muscular mediante saponina, la cual destruye el sarcolema,
manteniendo las mitocondrias "in situ". Para crear un modelo de patologia mitocondrial se
produjo restriccion caldrico-proteica (RCP) en ratones adultos con un 50% de la dieta de los
ratones alimentados "ad libitum" durante un periodo de 15 dias. Se efectuaron estudios del
consumo de oxigeno, relacion ADP/O, asi como la actividad enziméatica de los Complejos | y 11
de la cadena respiratoria y la determinacién de proteinas. Para evaluar el efecto de la
saponina sobre el tejido muscular en presencia y ausencia de restriccidon calérica-proteica se
observaron muestras del mismo al microscopio electrénico de transmision. Los resultados
revelaron en los animales una pérdida de peso, disminucién en el consumo de oxigeno y de la
relacion ADP/O en presencia de glutamato y de succinato, por otra parte se obtuvo una
disminucién evidente de la actividad del Complejo I, sin modificacion del Complejo Il. Las
observaciones obtenidas con el microscopio electréonico demuestran que la RCP en ratas tiene
efecto directo sobre el aparato contractili de las fibras musculares, produciendo
desorganizacion de las estructuras sarcoméricas y reduccion importante de los miofilamentos.
La saponina, por otra parte afecta todo el sistema de citomembranas.

Palabras claves: Restriccién alimentaria; mitocondria; saponina.

ABSTRACT

In this work, the method of permeabilization of muscular tissue with saponin was employed,
which destroyed the sarcolemma but maintained the mitochondria "in situ". To create a
model of mitochondrial pathology, a caloric-protein restriction (CPR) was produced in adult
mice by reducing 50% the diet to fed animals for 15 days. Determinations of oxygen
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consumption, ADP/O ratio, total proteins, as well as enzymatic activities of respiratory chain
Complexes | and Il were performed. To evaluate the effect of saponin on muscular tissues
under normal or CPR conditions, electron microscopy observations were done. Results of the
study showed that the animals in CPR group had loss of weight, reduced total proteins,
diminished oxygen consumption, lower ADP/O ratio in the presence of glutamate and
succinate, and a notable decrement in the activity of Complex | but without modifications of
that of Complex Il. Electron microscopic observations demonstrates directs effects of CPR
over the contractile apparatus of muscle fibers, such as, disorganization of sarcomeric
structures and an important reduction of the myofilaments. On the other hand, saponin
affected all cytomembranous systems.

Key words: Nutritional restriction; mitochondrial metabolism; muscle fiber ultrastructure;
mouse.

INTRODUCCION

La busqueda de un método para el diagnéstico de enfermedad mitocondrial ha tomado
importancia en los ultimos afios debido a que diversas patologias, muchas de ellas de
caracter genético, con desacoplamiento de la fosforilaciéon oxidativa (1-10) y que cursan
clinicamente con acidosis lactica. Afectan el musculo y el cerebro dando origen a diversas
encefalomiopatias que parecen tener como origen una alteracion primaria de las
mitocondrias.

La biopsia muscular es necesaria en estos casos para el diagnéstico diferencial de estas
enfermedades. La técnica es aparentemente eficiente en el caso de deficiencias de la cadena
respiratoria, en las cuales se requiere estudiar su actividad usando medidas polarograficas,
mediante el aislamiento de las mitocondrias por sucesivas centrifugaciones; sin embargo se
han expuesto razones que sefialan las ventajas de utilizar otro método, tal como el de la
permeabilizaciéon, utilizando saponina, la cual destruye las membranas ricas en colesterol,
especialmente el sarcolema, manteniendo las mitocondrias "in situ" (8,9).

Por eso en el presente trabajo estudiamos el metabolismo mitocondrial disefiando un modelo
de patologia del muasculo esquelético y sus mitocondrias, mediante la restriccion calérico
proteica (RCP), ya que se ha demostrado que la restriccion de alimentos causa alteraciones
en el metabolismo y la morfologia de las mitocondrias (11,12), y en algunos componentes de
la cadena respiratoria, particularmente el Complejo I, el cual se modifica en la desnutricion,
como se ha observado en animales de experimentacibn y en humanos (13,14).
Adicionalmente en este trabajo evaluamos el efecto de la saponina sobre las membranas y
sobre la integridad de los tejidos mediante observaciones al microscopio electréonico de
transmision.

MATERIAL Y METODOS

Para el presente trabajo se utilizaron ratones NMR con pesos entre 18 y 24 g, obtenidos en el
Bioterio Central de la Universidad de Los Andes. Los animales fueron mantenidos durante 8
dias en jaulas individuales, previo al inicio del proceso experimental. Al cabo de ese periodo
se dividieron en dos grupos: grupo control (GC), el cual fue alimentado "ad libitum”, y el
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grupo con restriccion calérico proteica (RCP), el cual recibié la misma dieta del grupo control,
pero con un 50% menos del consumo diario. Este proceso fue realizado durante 15 dias.
Después de este periodo ambos grupos fueron usados para obtener muestras para medidas
polarogréficas, enzimaticas y muestras para microscopia electrénica de transmision.

Permeabilizacion de las fibras musculares y mediciones polarograficas

El proceso de permeabilizacion se realizé segun los procedimientos descritos por Veksler y
cols. (8) y Lettelier y cols. (9). Las fibras permeabilizadas fueron usadas para medir el
consumo de oxigeno mitocondrial con un electrodo tipo Clark (Gilson). La camara para
respiracion fue mantenida a 37 ©C y el volumen final fue de 2 ml. Como medio de respiracion
se utilizé el tampdn B descrito por Lettelier y cols. (9). Las velocidades respiratorias fueron
determinadas en los haces de fibras, usando glutamato, malato y succinato en agitacion
continua como sustratos respiratorios. El 100% de oxigeno fue calculado a 460 nanogramos
atomos/ml. La relacién ADP/O y el consumo de oxigeno en el estadio 3, fueron medidos de
acuerdo al procedimiento de Chance y Williams (15). La concentraciéon de proteinas fue
determinada por el procedimiento de Lowry y cols. (16) y las determinaciones de los
Complejos | y Il se efectuaron segun la metodologia descrita por Hatefi y Stiggal (17).

Preparacién de las muestras para microscopia electrénica de transmisiéon (MET)

Las muestras para MET se obtuvieron de ratones del grupo control y del grupo RCP con 15
dias de tratamiento. Los ratones fueron anestesiados con vapores de éter y las muestras
fueron tomadas de una de las extremidades inferiores. Se tomaron pequerias secciones de
tejido y fueron sumergidas inmediatamente en una mezcla al 3% glutaraldehido y 3%
formaldehido en tampodn cacodilato 0,1 M; pH 7,2 y procesadas de acuerdo a la metodologia
descrita por Palacios-Pri y Mendoza (18). Estas muestras fueron identificadas como GC y
RCP, indicando que se trata de un grupo control y un grupo con restriccion calérica-protéica.
Adicionalmente pequefias secciones de tejido fueron sumergidas en el fijador, luego de haber
sido permeabilizadas con saponina. Estas muestras fueron identificadas como GCS y RCPS, lo
cual significa grupo control en saponina y grupo con restriccion alimentaria en saponina. Los
cortes de 2 pm se colorearon con Azur Il y los cortes ultrafinos (90 nm) se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plomo usando, las técnicas de Watson (19) y Reynolds (20),
modificadas. Las observaciones fueron realizadas con un microscopio electréonico de
transmision, Hitachi H-7000.

Métodos estadisticos: La evaluacion de los datos se llevd a cabo aplicando el test de
Student S para la diferencia entre los promedios y considerando el valor de p< 0,05 como
significativo .

RESULTADOS Y DISCUSION

El primer aspecto a destacar en los resultados de este trabajo es el efecto de la restriccion de
alimentos, la cual fue evaluada mediante la pérdida de peso y la disminucién de las proteinas
musculares en los animales con RCP, tal como se muestra en el grafico 1. En cuanto a los
cambios metabdlicos a nivel de las mitocondrias destaca la disminucién del Complejo | en los
animales con RCP demostrable con las mediciones polarogréaficas (Tabla 1) donde se observé
una disminucion significativa de la relacion ADP/O de 3,43+0,84 a 2,18%+0,6 utilizando
Glutamato + Malato como sustratos, lo cual sugiere que se deja de producir una molécula de
ATP a través de esta via. Esto fue coherente con las mediciones espectrofotométricas, ya que
se evidencié una disminucion significativa de la actividad del Complejo I, desde 10,61 en el
GC hasta 5,66 en el grupo RCP (grafico 2). Estos resultados son coherentes con los obtenidos
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por otros autores (13,14), quienes refieren una disminucién del Complejo | en células
mononucleares obtenidas de pacientes con desnutriciéon. Otros autores sugieren un vinculo
entre las alteraciones del Complejo | y la enfermedad de Parkinson y el Alhzeimer (21, 22) En
cuanto al Complejo IlI, no se observaron cambios significativos con las determinaciones
espectrofotométricas, lo cual podria explicarse por una escasa sensibilidad del método
utilizado o a sus caracteristicas funcionales, ya que tiene una subunidad unida a la
membrana, y otra es soluble, poseyendo ambas actividad catalitica (23).

TABLA 1

Determinaciones polarogrificas en el grupo control ¥y con restriceion caldrico-proteica
GC RCP

Glutamato+Malato Succinato Glutamato+Malato Suoecinato

Relacitn ADP/O 343 £0,84 251009 2,18+06* 1,26 +0.4*

Velocidad de consumao de O, 0,34 + 0,00 0,25 = 0,01 0,22 % 0,07 0,12£ 0,1
en el estadio 3

Determinaciones polarogrificas. en presencia de 200 ul de (L1 M Glutamatos Malato y de 20 ul de 0.1 M Suecinata,

El tampdn respiratonio comesponde 1 2 mi de la solucidn B.

La velocidod de eonsumo de oxigeno en el estadio 3 se expresa en nanodtomos de oxizeno por mg de tejido (n=6).
*significativo con respecto al grupo conirol, pe 0,05, Grupo contral (GC); gropo con resiricesin calbnco-proteica (RCP).

Los resultados obtenidos en el presente estudio con el microscopio electrénico de transmision
nos permiten confirmar, en primer lugar el patréon estructural de las fibras musculares del
GC, tal como se muestran en la figura 1, donde se observa claramente las cadenas de
mitocondrias intercaladas entre las miofibrillas y por otra parte que la permeabilizacién con
saponina tiene efecto directo sobre el aparato contractii de las fibras musculares,
caracterizado por la desorganizacion de las estructuras sarcoméricas y una importante
reduccion de los miofilamentos, como se aprecia en las figuras 2 y 3 del grupo GCS. Asi
mismo, un hallazgo comun en las fibras que han sufrido RCP es el desplazamiento de las
mitocondrias de su ubicacidén normal entre las miofibrillas hacia espacios en los cuales el
componente contractil ha desaparecido, lo cual le permite a las mitocondrias congregarse
formando verdaderas lagunas mitocondriales (Figura 4). Finalmente los resultados obtenidos
de animales con RCPS muestran como era de esperarse, la combinacién de ambos efectos.
En estas fibrocélulas musculares pudimos observar fantasmas mitocondriales no
edematizados, con lisis de sus membranas, tanto en las crestas como en la membrana
externa y ademas con disminucién significativa o lisis de la matriz mitocondrial, asi mismo se
pudo observar la lisis o reduccién importante de los miofilamentos de actina como se ilustra
en la figura 5, que ocasiona el importante desarreglo de la banda | de los sarcémeros. Esta
disminucién de los filamentos de actina y desarreglo de la banda | se acompafia en estos
animales con tratamiento combinado, de una microvesiculacion (Figura 6) del sistema T y de
las cisternas laterales del reticulo sarcoplasmico. Es importante destacar el hecho que los
filamentos de miosina resisten mejor la accion combinada de la RCP-saponina, mientras que
los filamentos de actina mostraron los mayores grados de alteracion (Figura 6).
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FIGURA

Emn esta fotografi se ilustra un segmento de une céluls muscaler, proveniente de un animal control.
Milese los crestas mitocondriales (flecha curva) y los thbulos del sistema T (fechas rectas).
=

En esta folografia del misculo de un ratdn con saponina (GCS) se observa una importante extineidn mitocondnal, aun
cuando el aparato coniritl conserva su estructun hisica.
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FIGURA 3

En esta imagen podemes apreciar que la saponing también afecta oiras membranas comd las pertenecientes a la cisterna
peninuclear (flecha), las cuales se hacen muy finas reduciéndose el espacio cisternal (flecha). Los poros nucleares
también e redecen o se extnguen. La eucromating se hace mds granular, fina v dispersa. N, macleo, NI, nucléola,

FIGURA 4

I Enesiafoiografia de RCP. podemos apreciar en bas imsdgenes uliraesiruciumles. disminucion de los filamenios conirictiles,
awn cusndo se conservin con caracteristicus normales las mitocondrias (m) les cuales, sin embuargo se reagrupan en
lagunas mitccondriales. N, ndcleo.
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FIGURA 5

En csta micrografia de RCPS hay disminucidn de los filamentos contrictiles como Ja actina v la aparicidn de fantasmas
mitocondnales (m). Notese que en los espacios comespondientes a la banda | no se aprecia Dilumentos contrictiles.

FIGURA 6

En esta forografia a mayer aumento se aprecia claramente el desarreglo de los filamentos de actina de labanda l v la casi
desaparicion de los mismos en la banda A, en el caso de las fibms musculares provenientes de animales con RCE,
posteriormente infiltradas con saponina. La flecha sefiala la formacidn de mucrovesiculas en lugar de las cisternas
laterales o terminales del reticulo sarcoplismico,

Los resultados de este trabajo confirman que se puede utilizar la restriccion de alimentos
como un modelo experimental para estudiar las alteraciones en el funcionamiento de las
mitocondrias, como ha sido sefialado por otros autores (11,12,22) y han puesto a prueba la
utilidad del método de permeabilizacion, como una herramienta eficaz para el estudio de las
medidas polarograficas, evitando la utilizaciéon de grandes cantidades de tejido. Ulteriores
estudios se requieren para profundizar en los efectos de la saponina sobre las citomembranas
y las posibles consecuencias de sus aplicaciones terapéuticas in vivo.
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