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ABSTRACT. An ultrastructural study of cheek mucosa of electric
stimulated rabbits through a plantar electrical shock has been made .
Stimuli were given during 40, 60, 80 and 100 days. Samples taken these
days showed mitochondrial alterations : swelling, crists disruption,
myelin-like bodies, disruption of the external membrane . The alterations
were encountered to be time related, and inversely proportional to the
amount of electrical energy received. by animals .

RESUMEN. Se realiz6 el estudio ultraestructural del musculo del earri-
Ilo de conejos sometidos a stress cronico mediante choque electrieo
plantar sin posibilidad de escape y de sus respectivos controles en pe-
riodos durante 40, 60 80 y 100 dias . Sc encontraron danos mitocondria-
les dados por tumefacci6n, ruptura de crestas, formation de cuerpos de
mielina y ruptura de la membrana cxterna. Se observo dchiscencia de
miofilamentos. Estas alteraciones fueron mas severas en el decursar del
tiempo de estimulaci6n clectrica c ir-versamente proporcionales a la
cantidad de energia electrica suministrada .

INTRODUCCION

Actualmente existe marcado interds en identificar los mecanismos de
enfermedad ocasionados por Stress' y numerosos trabajos relacionados
con la cavidad bucal ban profu_idizado en el efecto que produce el Stress
cronico sobre los tejidos duros y bland os'2 . Mediante estudios morfolo-
gicos se ha asociado la enfermedad a danos subcelulares''-e .

Teniendo en cuenta el creciente numero de entidades morbosas bucales
asociadas a Stress, de las cuales se seiialan agentes precipitadores o faci-
litadores sin conocerse su papel directo en la patologia referida'"', nos
hemos propuesto un modelo de Stress cronico experimental en el conejo,
estudiar los cambios ultraestructurales del musculo del carrillo .
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MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron muestras del tercio posterior del carrillo, de conejos so-
metidos a choque eldctrico plantar sin posibilidad de escape, estimula-
dos durante 40, 60, 80 y 100 dias y de sus respectivos controles sin esti-
mular .

El modelo experimental se estructuro de manera que todos los grupos
de animales, proporcionalm ente recibieron una cantidad igual de ener-
gia eldctrica, asi, los animales tratados durante 40 dias fueron los que
recibieron una mayor exposicion a estimulo . Para mas detalles revisar
las citas 1415
Los fragmentos tisulares fueron fijados en glutaraldchido 32% en tam-
pon de cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, post-fijados en tetraoxido de
osmio al 2% en el mismo tampon, dcshidratados en concentraciones cre-
cientes de etanol e incluidos en Epon 812 10 .
Se realizaron cortes ultrafinos en el ultramicrotomo LKB Ultratome III .

Los cortes obtenidos fueron post-contrastados con acetato de uranilo .
acuoso e hidroxido de plomo 1 y observados en un microscopio electro-
nico Hitachi HU-11A .

RESULTADOS

Las fibras muscularcs de Ins animales controles se caracterizan por pre-
sentar los patrones ya establecidos en la literatura'R • 1 9 . Las sarcomeras,
cortadas longitudinalmente, dejan ver sus componentes (Fig . 1) . Las
mitocondrias localizadas entre ellas y hacia la periferia de la fibra mus-
cular son abundantes y muestran configuracion ortodoxa (Fig . la) 20 ' 21 .
El reticulo endoplasmatico liso ocupa so disposicion caracteristica, rela-
cionado con las sarcomeras .
En los animales estimulados durantc 40 dias, solamente se observaron
mitocondrias : las mitocondrias muestran una matriz mas densa y son
mas alargadas y estrechas que las del m$sculo control (Fig . 2) . Las mio-
fibrillas y miofilamcntos no muestran alteraciones . En el sarcoplasma
que queda entre las miofibrillas pueden verse algunas estructuras mem-
branosas electron transparentes, de aspecto vesicular .
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Fig . 2 . Musculo esqueletieo de conejo estimulado durante 40 dias . Las mitocondrias
muestran matriz densa a los etectrones (M) . Los espacios entre sarcomeras est$n
dilatados . Aparecen estructuras multimembranosas vesiculares en el espacio inter-

celular (flecha) 48000 X .

A los 60 dias de estimulacion las fibras musculares presentan una altera-
cion mitocondrial que consiste en destruction de las crestas, ruptura
de la membrana externa (Fig . 3) y cuerpos de mielina en formation en
algunu's mitocondrias. La forma mitocondrial varia . son pleomorfas y
estan tttmefactas (Fig . 4) . En ocasiones parece como si existiera fusion
o division mitocondrial y se observa que uno de sus componentes muestra
caracteristicas normales, mientras la otra parte de la mitocondria esta
completamante danada. Ya en este tiempo comienza a observarse (Fig . 4)
dehiscencia de miofilamentos dentro de algunas sarcomeras .
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Fir,. 3 . r .usculu csyuelet1co de cunejo cstimulacio durante 60 Bias . Las mitocondrias
(M) muestran ruptuwa d crestas (heck ::) y de la membrana externa (doble flecha) .
Observe la dilatation mitocondriai y esbozos de cucrpos mielinicos intramitocon-

driales (CM) 5400x .

A los 80 dias de estirnulacion . la prop,rcion de m'toccndrias danadas
es 1,5 veces superior qua a los 60 dias . Se obseivan diferentes estadios
de degeneration mitoco-hdrial con tum_faccion de 1a matrix . destruction
de crestas y hasta dcstrucci6n de su mcmbrana externa (Fig . 5) . El fend
meno de la fusion mitocondr'al fue observado (recuentemente (r'_; . 6) .
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Fig. 4. Musculo esqueletico de conejo estimulado durante 60 dias . Observe el pleo-
morfismo mitocondrial, los cuerpos de mielina (CM) y la ruptura de crestas (fle-
cha) . Algunas mitocondrias muestran adhesion de sus membranas externas (M l ,
M9 , M,3, M4 ) . Se destaca como en M una parte de ella muestra signos degenerativos,
mientras la otra no . Los miofilamentos cornienzan a presentar cierto grado de

dehiscencia (flecha) . 33000 X .

Las miofibrillas y las mitocondrias se encuentran muy superiores unas
de otras, indicando edema intracelular. Los componentes de las sarco-
meras no se distinguen bien .

A los 100 dias de estimulacion persisten las alteraciones mitocondriales
(Fig . 7) . La deshicencia de miofilamentos es notoria (Fig. 8) y existen
zonas con pdrdida total de las mismas. En estas zonas, aparecen unos
cuerpos densos (osmiofilos) pleomorfos, homogdneos (Fig . 9) que re-
cuerdan a inclusiones lipidicas .
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Fig . 5. Musculo esqueletico de conejo estimulado durante 80 dias . Observe el alto
grado de tumefacci6n intramitocondrial (M) con destrucci6n de crestas y de la

membrana externa . 80000 X .

Los vasos sanguineos localizados entre las fibras musculares, fundamen-
talmente capilares, muestran una apariencia ultraestructural normal . Las
uniones intercelulares de las celulas endoteliales no muestran alteracio-
nes (Fig . 10) tanto en los casos controles como en los estimulados .

DISCUSION Y CONCLUSIONES

De los resultados podemos observar, que los animales tratados durante
40 dias (que recibieron un tiempo de exposicion por sesion mayor de
estimulo electrico), mostraron danos estructurales de pequena enver-
gadura. Lo contrario se observo en los animales tratados durante 100
dias. Todo parece indicar que la severidad de las alteraciones mitocon-
driales es directamente proporcional al tiempo de estimulacion, a6 n
cuando este es menor por sesion en los animales tratados por mas tiem-
po (100 dias) .
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Fig . 6 . M6sculo esqueletico de conejo estimulado durante 80 dias. Observe la intensa
destruccion mitocondrial (M) y la fusion de algunas mitocondrias (M 1 , M2 ) . Se

destaca el edema intracelular . 36000 X .

Estos danos mitocondriales se relacionan con alteraciones histoquimicas

de la NAD diaforasa22 .
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Fig. 7. Musculo esqueldtico de conejo estimulado durante 100 dias . Mitocondria
que muestra cambios degenerativos (M) . 96000 X .

Fig. 8. Mtisculo esqueletico de conejo estimulado durante 100 dias . Observe miofi-
brillas completamente destruidas (ME) . Comparela con la localizada en la parte

superior de la fotografia que muestra apariencia normal (MF.) . 60000 X .
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Fig. 9 . Musculo esqueletico de conejo estimulado durante 100 dias . Zona con per-
dida de miofilamentos . Observe cuerpos densos, osmi6filos de gran talla, similares
a inclusiones lipidicas (flecha) . Algunas mitocondrias muestran tambien altera-

ciones (M), 16000 X .

Alteraciones mitocondriales similares a las detectadas en nuestro trabajo
han sido observadas en el musculo cardiaco de ratas sometidas a dietas
ricas en colestero122 e interpretadas como cambios degenerativos . Otros
agentes como las radiaciones de cobalto 224 y la inactividad ffsica produ-
cen efectos mitocondriales similares2 iS .

La presencia de figuras mielfnicas mitocondriales se ha asociado a eam-
bios degenerativos de estos organelos en el musculo esquel6tico 211 y en
macrofagos infectados con M . leprae27 . Si a esto aiiadimos los resulta-
dos planteados per Mammas a nivel de neuronas corticales en ratas so-
metidas a neurosis experimental, estamos en posibilidad de plantear
que los cambios mitocondriales observados en nuestro trabajo constitu-
yen reflejos del proceso degenerativo en los conejos bajo stress cronico
plantar .
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Fig. 10. Capilar sanguineo de conejo estimulado durante 100 dias . Se destaca la
region de citoplasma cercana al nucleo y la correspondiente del otro lado de la
luz muestran ausencia casi total de las vesiculas membranosas en comparaci6n
con el resto de la pared . En estas zonas aparecen ribosomas libres y unidos mem-

brana y microfitamentos (MF) . 33000 X .

Debido a que el estimulo electrico no se aplico in situ en los animales,
nos obliga a plantearnos fenomenos de difusion del impulso generado a
nivel de las patas traseras hasta el carrillo . El stress en cualquiera de sus
formas actua a traves de la estimulacion sinergica de dos circuitos cere-
bro-viscerales diferentes, y los reflejos desencadenados por las situa-
ciones de stress, al hacerse cronicos, pueden producir alteraciones de
membrana a diferentes niveles, que al modificar los potenciales de repo-
so pueden inducir alteraciones ionicas de envergadura variable . Estas
alteraciones pueden conducir a cambios de pH en diferentes organelos
celulares, fundamentalmente la mitocondria que es un organito labil y
sensible a las alteraciones ionicas =01 los quc ademas generan alteraciones
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osmolares importantes con la consiguiente entrada de liquido que hincha
el organelo. El acumulo progresivo de liquido conlleva a la destruccion
parcial del mismo 2I como hemos observado en nuestra experiencia .
La alteraci6n mitocondrial afecta de manera importante el metabolismo
celular y conduce a que los mecanismos energeticos necesarios para ei
ensamblaje y funcionamiento de los filamentos actomiosinicos en las
sarcomeras se vea afectado. Ello puede traducirse en las alteraciones
observadas en los filamentos, las dilataciones del reticulo sarcoplasma-
tico y la aparicion de vesiculas membranosas aparentemente libres .
Resultados similares han sido reportados en otras patologias del mio-
cardio 30 .
De lo anteriormente expuesto podemos inferir :
El Stress plantar electrico con conejos produce fenomenos celulares a
distancia que se manifiestan en los miocitos del carrillo como procesos
degenerativos mitocondriales y de los miofilamentos . Las afectaciones
aparecen en diferentes tipos de modelos de stress cronico y todo se com-
porta como si las acciones negativas del stress resultaran inversamente
proporcionales al tiempo de estimulo diario aplicado y directamente pro-
porcionales a la cantidad total en dias, durante la cual los animales
recibieron el castigo electrico .
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