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1. RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica y multifactorial, cuyos principales
tratamientos son una dieta correcta y la incorporacion de actividad fisica (AF).
La AF tiene como funcion estimular la contraccion del musculo esquelético
generando cambios progresivos que se ven reflejados en la regulacion de las
vias de sefalizacion especificas relacionadas con el metabolismo celular,
donde la mitocondria juega un papel primordial. Si la demanda energética se
incrementa, la mitocondria sufre cambios conformacionales, en orden de
mantener su funciéon para atender dichas demandas (Friedman & Nunnari,
2014). La dindmica mitocondrial es uno de los mecanismos que se activan
durante este proceso; a través de eventos de fusidn y fisidon, los cuales estan
mediados por proteinas pertenecientes a la familia de las dinaminas como la
Mitofusina 2 (Mfn2) y la proteina de atrofia 6ptica 1 (Opa1) las cuales participan
en la fusién; asi como la Fisina 1 (Fis1) y la proteina relacionada a dinamina 1

(Drp1) que regulan en la fisién (Otera, Ishida & Mishira, 2013).

La activacion de la dinamica mitocondrial es mediada por las especies
reactivas de oxigeno (ERO), principalmente por el radical superéxido, el cual
genera la propia mitocondria (Liesa & Shirihaj, 2013). Sin embargo, en
condiciones de obesidad, las ERO se encuentran incrementadas debido al
exceso de nutrimentos (Youle & Bliek, 2012) las cuales activan la dinamica

mitocondrial de forma desregulada. En relacién a esto, no existe evidencia

acerca de la requlacion de la dinamica mitocondrial por AF bajo condiciones de

obesidad. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue determinar
los cambios en la dinamica mitocondrial inducidos por la AF en el musculo

esquelético de ratas con obesidad.



El analisis se realiz6 en el musculo gastrocnemio de ratas macho con
obesidad (Ob) y delgadas (Dg) de 12 semanas de edad, midiendo la expresion
de las proteinas de las proteinas involucradas en la dinamica mitocondrial, por
western blot. Ademas se determiné el nivel de estrés oxidativo midiendo la
actividad de enzimas marcadoras como aconitasa, superoxido dismutasa (SOD)
y catalasa (CAT) por medio de ensayos de colorimetria y oximetria

respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran una clara disminucién de la masa
muscular, inducido por la condicién de obesidad (17%, p<0.05) y un aumento
del estrés oxidativo evidenciado por el decremento de la actividad de aconitasa
influenciado por la condicion de obesidad y la AF (31%, p<0.05 y 96% p<0.05
respectivamente). La actividad de SOD y CAT no mostraron cambios

significativos.

Por otro lado, la AF disminuyd la expresion de Drp1 (55%, p<0.05) y se
observd una tendencia a aumentar el contenido de Mfn2 (0.5 veces) y AMPK
(0.3 veces) en la condicion de obesidad sin diferencia significativa. Sin
embargo, en el grupo delgado la AF aumentd la expresion de AMPK y Mfn2
(1.3 y 2.4 veces respectivamente, p<0.05), finalmente la expresion de Drp1 solo

mostr6 una tendencia a incrementar y no mostro diferencia significativa.

Se puede concluir que el exceso de nutrimentos en la condicion de obesidad
eleva la carga metabdlica de la célula polarizando la dindmica mitocondrial
hacia la fisién, sin embargo cuando se somete a AF la demanda energética
aumenta y esto provoca la disminucidon en la expresion de Drp1 con el
concomitante aumento de Mfn2 para favorecer la fusion e incrementar la
eficiencia metabdlica de la célula. El incremento en la expresion de AMPK, en
el grupo ObAF, indica que existe un aumento en la demanda energética y una
tendencia a fusionar la red mitocondrial. Por lo tanto, la propension de los
niveles de expresion de las proteinas relacionadas con la dinamica mitocondrial



bajo condiciones de obesidad y posterior a la AF, concuerda con el hecho de
que la generacion de ERO, secundaria a la contraccién muscular, se relaciona
con la fusién de la red mitocondrial que se encuentra fragmentada bajo
condiciones de obesidad. De manera que la incorporacion de AF bajo
condiciones de obesidad, puede mejorar el estado metabdlico de la célula
restaurando la integridad de la red mitocondrial, a partir de la expresion de

proteinas relacionadas con la fusion.



2. INTRODUCCION

2.1 Definicion del problema

La patologia con mayor prevalencia en el mundo, es la obesidad (Ng,
Fleming, Robinson & Thomson, 2013), en México se calcula que para el afo
2050 mas de la mitad de la poblacién adulta padecera obesidad equivalente al
54% y 57% de hombres y mujeres respectivamente, o que representa un gasto
elevado para el sistema de salud mexicano (Rtveladze, Marsh, Barquera &
Sanchez, 2014).

La obesidad es una enfermedad multifactorial, cuya principal etiologia se
relaciona con el desequilibrio entre la ingesta de nutrimentos y el gasto
energético (Marti, Moreno, Hebebrand & Martinez, 2004); desequilibrio que se
ha asociado con la resistencia a la insulina, la hipercolesterolemia y la
hipertrigliceridemia (Deprés & Lemieux, 2006) afectando directamente al
metabolismo celular, donde la mitocondria es uno de los principales sensores
metabdlicos cuya funcion es dependiente de la presencia de sustratos oxidables
obtenidos de la dieta, de manera que el estudio de la funcién y los cambios
estructurales de la mitocondria ha despertado el interés de muchos
investigadores, con el objetivo de disefiar tratamientos que regulen la funcién

mitocondrial.

Al respecto, se ha descrito que la obesidad conlleva a un incremento de la
respiracion celular, condicion que trae como consecuencia un exceso de
oxigeno, que al disminuir la funcién mitocondrial deriva en un incremento de las
especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas por la propia mitocondria,
alterando sus funciones y provocando cambios morfolégicos en la misma que

perpetuan el deterioro celular (Youle & van del Bliek, 2012).



Por tal razén, la presente investigacion centra su interés en la mitocondria
como unidad de estudio, ya que es importante para mantener la homeostasis
celular (Friedman et al., 2014) en orden de conservar las condiciones que
favorezcan el estado de salud éptimo de un individuo.

Por otro lado, uno de los pilares del tratamiento de la obesidad es la
incorporacion de actividad fisica (AF) diaria, (Toledo, Watkins & Kelley, 2006)
cuyo estudio ha aportado conocimiento acerca de los mecanismos involucrados
en dicho proceso, uno de ellos es la funciébn mitocondrial, en donde la
estimulacién de la contraccion del musculo esquelético activa una cascada de
sefalizacion que regula la expresion de las proteinas relacionadas con la
dinamica mitocondrial (Egan & Zierath, 2012). Sin embargo, no existe evidencia
de los efectos de la actividad fisica y la dinamica mitocondrial en condiciones de
obesidad, por lo que el objetivo del presente estudio se centré en analizar la
dinamica mitocondrial en condiciones de obesidad y/o AF, a través del analisis
de los cambios en la expresidon de las proteinas relacionadas con la dinamica
mitocondrial en muasculo esquelético (gastrocnemio) de ratas con obesidad
antes y después de la practica de AF intensa (natacién). Esto, con la finalidad
de conocer si la condicibn de obesidad compromete la regulacién de la
dinamica y si esta puede ser revertida con solo incrementar la AF. Ya que hasta
el momento solo se han realizado estudios en animales de experimentacion y

pacientes sanos.

2.2 Justificacion

La obesidad presenta una etiopatogenia multifactorial directamente
relacionada con la nutriciéon, que en un individuo tiene como consecuencia un
grave estado de salud. La mitocondria, es el principal generador de energia a
través de los sustratos ingeridos en la dieta y ademas, regula el metabolismo.
Por tal razén la condicién de obesidad compromete su funcién y es de suma

importancia estudiar los cambios estructurales y funcionales de la mitocondria



en condiciones de obesidad. Esto con el propoésito de fundamentar y
comprender los tratamientos y recomendaciones que prevengan las
alteraciones metabdlicas y por ende las comorbilidades causadas por una

nutricidon deficiente.

3. ANTECEDENTES

3.1Etiologia y prevalencia de la obesidad

La obesidad es una enfermedad cronica y multifactorial, cuya principal
etiologia es una ingesta calorica incrementada con relacion al gasto energético
total (GET) (Marti et al., 2004). EI GET consta de tres componentes, i) la tasa
metabdlica basal, que es la cantidad de energia necesaria para mantener las
funciones vitales del organismo en descanso; ii) el efecto termogénico de los
alimentos, que se refiere al costo energético necesario para absorber vy
metabolizar los alimentos consumidos; y iii) la energia utilizada durante la AF.
La alteracién de alguno de estos tres componentes resulta en una modificacion

del peso y la composicidén corporal.

La obesidad se define como una acumulacién excesiva y anormal de grasa
que representa un riesgo para la salud (Organizacion Mundial de la Salud
[OMS], 2015). La Norma Oficial Mexicana NOM-008-SSA-3-2010, para el
tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad, conceptualiza a la obesidad
como la enfermedad caracterizada por el exceso de tejido adiposo en el
organismo, la cual se diagnostica cuando en las personas adultas existe un
indice de masa corporal (IMC) igual o mayor a 30 kg/m?. El IMC se calcula
dividiendo el peso actual del sujeto entre la estatura en centimetros (OMS,
2015).



Actualmente existe una epidemia de obesidad cuya prevalencia mundial va
en aumento. Utilizando datos de encuestas de salud de diferentes paises se
calculé que el numero de individuos con sobrepeso y obesidad a nivel mundial
en 1980 era de 857 millones y se increment6 a 2.1 billones en el 2013 (Ng et
al., 2013). En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
del 2012, reporté que la prevalencia de obesidad en hombres y mujeres
mayores de 20 anos era de 26.8% y 37.5% respectivamente (Gutiérrez, Rivera,
Shamah & Villalpando, 2012). Se calcula que para el afno 2050 la prevalencia
de obesidad en México aumentara de 27% a 54% y de 37% a 57% en hombres
y mujeres respectivamente (Rtveladze et al., 2013). En el mismo estudio, se
realizd una proyeccion del costo de las enfermedades mas comunes
relacionadas con la obesidad (diabetes mellitus tipo 2, cancer y enfermedades
cardiovasculares). Se calcula que si la tendencia del IMC de la poblacién
mexicana continla en aumento, se destinaran para el tratamiento de las
mismas aproximadamente 1.2 y 1.7 billones de ddlares en el afio 2030 y 2050
respectivamente (Rtveladze et al., 2013).

El consumo crénico y excesivo de alimentos y bebidas que exceden las
necesidades energéticas de un individuo, tienen como consecuencia la
acumulacion excesiva de tejido adiposo, de manera que una de las estrategias
para tratar la obesidad es la restriccion calorica. Si bien el resultado es la
disminucién del peso corporal, una de las consecuencias es el decremento del
gasto energético y el aumento en la sensacién de hambre (Hill, Wyatt & Peters,
2012). La pérdida del 10% del peso corporal total en sujetos con obesidad,
disminuye el GET hasta en un 20%, debido al aumento en la eficiencia
energética del masculo esquelético en orden de mantener un peso corporal
constante. La principal causa se atribuye a que el movimiento se lleva a cabo
con una menor cantidad de masa muscular (Rosenbaum, Vandenborne,
Goldsmith & Simoneau, 2003). Aunado a esto, la pérdida de tejido adiposo
disminuye la concentracion plasmatica de leptina, reduciendo la sensacion de
saciedad, generando como consecuencia, un incremento en la ingesta calérica,



lo que resulta en una alta recidiva en la recuperacion del peso perdido. Por lo
tanto, la estrategia con mayor beneficio seria tratar de alcanzar el equilibrio
energético aumentando el gasto a través de la incorporacion de actividad fisica
(AF), ya que el GET durante la AF puede incrementar entre 15 y 25 veces en
relacion al gasto energético basal (GEB). Debido a que una gran cantidad de
energia es utilizada para la contraccidén del musculo esquelético (Kwak, 2013).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se considera AF a
cualquier movimiento corporal producido por los musculos esqueléticos que
exija gasto de energia (OMS, 2015). Se sabe que su incorporacion a la vida
cotidiana tiene efectos positivos en la salud, como la reduccion del riesgo de
cardiopatias coronarias, diabetes tipo 2, hipertensidén, cancer de colon, cancer
de mama y depresion. Ademas es un factor determinante en el consumo de
energia, por lo que es fundamental para conseguir el equilibrio energético y el
control del peso (OMS, 2010).

Existen estudios epidemioldgicos que sostienen que la cantidad de AF esta
directamente relacionada con el peso corporal (Kyle, Morabia, Schutz & Picard,
2004). La inactividad fisica es considerada como un factor de riesgo de
mortalidad, se asocia con la aparicibn de enfermedades crénicas como
obesidad, hipertensién, dislipidemias y diabetes. En México, la ENSANUT 2012
estimé que 58.6% de los nifos y adolescentes entre 10 y 14 anos refieren no
haber realizado ningun tipo de AF durante los 12 meses anteriores a la
encuesta (Gutiérrez et al., 2012). Igualmente, se estimd que la prevalencia de
inactividad fisica en adultos mexicanos de 20 a 69 afnos de edad, aument6 un
47.3% en 6 afnos.

Por lo tanto, el estudio de las caracteristicas metabdlicas de las células
musculares esqueléticas es fundamental para la comprensién de la relacién
entre el gasto energético y la obesidad, lo que pudiera conducir a un tratamiento
eficaz de la obesidad.



3.2 Musculo esquelético y fibras musculares

En los mamiferos, el musculo esquelético comprende el 40% del peso
corporal total y es responsable del 30% del GEB (Egan et al., 2013). La unidad
funcional del aparato locomotor estd compuesta por una neurona motora, y
varias fibras con estructura y propiedades similares (Schiaffino & Reggiani,
2011). EI musculo esquelético tiene una apariencia estriada la cual resulta de
un arreglo ordenado y regular de sus elementos contractiles (Hopkins, 2006)
conocidos como fibras musculares. La fibra muscular es una célula alargada y
multinucleada (Welsch, 2006) que mide alrededor de 40 a 100 um de diametro,
su longitud es variable y alcanza algunos centimetros de largo, se encuentra
delimitada por una membrana celular (sarcolema) la cual forma invaginaciones
digitiformes profundas conocidas como tubulos T. Su funcién es llevar
informacion eléctrica desde la superficie hasta el interior de la fibra muscular,
particularmente hacia el reticulo sarcoplasmico (Figura 1) (Calderén-Vélez, &
Figueroa-Gordon, 2009).
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Figura 1. Estructura de la célula muscular esquelética. (Tomado y modificado de Welsch, 2006)



Cada una de las fibras musculares, contiene centenares de finas fibras
estriadas y paralelas entre si llamadas miofibrillas que llenan el sarcoplasma
(Geneser, 2000). Las miofibrillas se encuentran ordenadas en estructuras
conocidas como sarcoOmeros (Schiaffino et al.,, 2011), que consisten en dos
tipos de miofilamentos, 1) flamentos finos o de actina (6 a 8 nm de diametro y
1 um de longitud) asociados a dos proteinas, troponina y tropomiosina, las
cuales regulan la contraccion por medio de su interaccidon con el calcio. (Geeves
& Holmes, 2005) y 2) filamentos gruesos o de miosina (15 nm de diametroy 1.5
um de longitud) (Ross & Pawlina, 2007). La miosina consiste en dos cadenas
polipeptidicas (cadenas pesadas) combinadas con cuatro cadenas ligeras, el
extremo C-terminal de las cadenas pesadas forman una hélice alfa. La porcion
N-terminal de las cadenas pesadas junto con las cadenas ligeras, forman dos
cabezas globulares y funcionan como ATP-asas (Geeves et al., 2005).

El estriado transversal del musculo esquelético se observa en forma de
bandas oscuras a través de cada fibra. Las bandas mas oscuras se denominan
bandas A (anisotrépicas) formadas principalmente por miosina, las bandas
claras se conocen como bandas | (isotrépicas) compuestas por filamentos de
actina. Cada banda A posee una zona transversal mejor conocida como banda
H. En el centro de la banda H se distingue una linea angosta, la linea M; y cada
banda | es cortada por una linea o disco Z en donde se anclan los filamentos de
actina. El sarcomero se localiza en el segmento ubicado entre cada disco Z, y
se considera la unidad estructural y funcional de la miofibrilla (Figura 2)
(Geneser, 2000; Hopkins, 2006).
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Figura 2. Imagen de microscopio electronico de un sarcémero de musculo esquelético y sus

estructuras. (Tomado y modificado de Craig, 2006)

El musculo esquelético de los mamiferos estd compuesto de varios tipos de
fibras, su diametro varia de 10 a 100 uym. La mayoria de los musculos
contienen una mezcla de fibras (Hopkins, 2006) que se clasifican en funcién de
las isoformas de miosina que contienen. Los musculos expresan 4 isoformas de
la cadena pesada de miosina, una lenta y tres rapidas, la isoforma lenta se
conoce como MHCI y las 3 isoformas rapidas se conocen como MHClla,
MHCIIx y MHCIIb. Histoquimicamente se ha observado que las fibras tipo |
expresan MHCI y las fibras rapidas IlA, IIX y IIB expresan MHCIla, MHCIIx,
MHCIIb respectivamente (Staron, Kraemer, Hikida, Fry, Murray & Campos
1999).

Las fibras denominadas tipo | (lentas), sirven para llevar a cabo actividades
de duracion prolongada y conservan una coloracién roja. Poseen un gran
contenido de mitocondrias, y un nivel elevado de resistencia aerdbica; por lo
tanto son extremadamente eficaces para generar adenosin trifosfato (ATP) a
partir de la oxidacion de hidratos de carbono y lipidos, se utilizan principalmente
en actividades de baja intensidad y tiempo prolongado (Geneser, 2000;
Hopkins, 2006; Kwak, 2013). Las fibras tipo Il o rapidas, se adaptan a
actividades de corta duraciéon y se utilizan en ausencia de oxigeno, juegan un
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papel importante en el ejercicio de alta intensidad e intervalos cortos de tiempo
(Hopkins, 2006; Kwuan, 2013). Existe una subclasificacién de las fibras tipo Il
(lla, b y 1Ix) cada una de estas tiene una coloracion diferente que se relaciona
directamente con la abundancia de oxigeno transportado por la mioglobina, la
densidad mitocondrial y la contribucion relativa del metabolismo oxidativo en
cada una de ellas. (Egan et al., 2012). Las fibras tipo lla, contienen numerosas
mitocondrias, son resistentes al agotamiento y son adecuadas para
contracciones fuertes y de escasa duracion; las fibras tipo llb y IIx, se contraen
con rapidez, su contenido mitocondrial es escaso, se aprecia una coloracion
blanca y se precipitan al agotamiento con facilidad (Geneser, 2000; Hopkins,
2006; Egan et al., 2012).

3.3 Mecanismo de contraccion del musculo esquelético

El acoplamiento de excitacidn—contraccion del musculo esquelético, se
encuentra regulado por calcio, e inicia cuando un potencial de accién
despolariza la membrana sarcoplasmica mediante cambios de conductancia
dependientes de voltaje. La corriente pasa a lo largo de esta y de los tabulos T,
mediante un proceso dependiente de sodio (Schiaffino et al., 2011; Calderén-
Vélez et al., 2009) la despolarizacion es detectada por los receptores de
dihidropiridina (RDHP) o canales de calcio tipo L sensibles a voltaje. La
magnitud de la sefal eléctrica es proporcional al numero de RDHP presentes en
la membrana. Las proyecciones intracelulares de estos receptores se
encuentran en contacto con los canales liberadores de calcio del reticulo
sarcoplasmico conocidos como receptores de Rianodina tipo 1 (RyR1, por sus
siglas en inglés) que se encuentran en la cisterna terminal del reticulo
sarcoplasmico. Su actividad es regulada por ATP, magnesio, calcio y algunas
proteinas como calsecuestrina y calmodulina (Calderén-Vélez et al., 2009). El
RDHP activa por contacto directo a RyR1 lo que permite la salida de calcio del
reticulo sarcoplasmico, siendo este el mecanismo principal del aumento
citosdlico de calcio (Schiaffino et al., 2011).
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Un aumento en la afinidad entre la miosina y la actina ocurre cuando la
concentracion de calcio intracelular incrementa. El calcio se une a la troponina
C lo que suspende la inhibicion de la troponina | y la tropomiosina, liberando el
sitio de unidn entre la actina y la miosina, permitiendo el deslizamiento entre

filamentos, generando tension (Calderén-Vélez et al., 2009).

El acortamiento de un musculo comprende ciclos de contraccidn rapidos que
desplazan los filamentos finos a lo largo de los filamentos gruesos. Al inicio de
la contraccion, la cabeza de miosina esta unida a la molécula de actina del
filamento fino. En la siguiente etapa el ATP se une a la cabeza de miosina e
induce un cambio conformacional del sitio de union a la actina, lo que reduce la
afinidad de la cabeza de miosina por la molécula de actina desacoplando el
filamento fino; posteriormente la hidrélisis del ATP resulta en adenosin difosfato
mas un fosfato inorganico (ADP + Pi) lo que provoca cambios conformacionales
que condicionan la flexion de la cabeza de miosina, provocando un

desplazamiento lineal con respecto al filamento fino de aproximadamente 5 nm.

La siguiente etapa es la generacion de fuerza, como producto de la
liberacion del Pi por parte de la cabeza de miosina, uniéndose al filamento fino
contiguo y generando fuerza conforme retorna a su posicion original (no
flexionada). Finalmente la cabeza de miosina vuelve a unirse a una nueva
molécula de actina del filamento fino y el ciclo puede repetirse (Ross et al.,
2007).

La remocidén de calcio intracelular se debe a la accion de la ATPasa de
calcio del reticulo sarcoplasmico (SERCA) ubicada en la regién longitudinal de
este organelo, su funcién radica en la recaptura de calcio lo que disminuye su
concentracion intracelular iniciando el proceso de relajacion, regresando a los

filamentos a su posicidn original y disponibles para un nuevo ciclo.
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3.4 Regulacion energética del musculo esquelético

Una caracteristica importante del musculo esquelético es su capacidad de
modular la tasa de produccion energética, el flujo sanguineo y la utilizacién de
sustratos en respuesta a la locomocion (Schiaffino et al., 2011; Egan et al.,
2012). El musculo esquelético tiene un papel critico en el control de la
homeostasis metabodlica y el control glucémico, ademas es el 6rgano que
almacena la mayor cantidad de glucdgeno, el cual corresponde hasta cuatro
veces mas comparado con la reserva hepatica. (Egan et al.,, 2012). Las
propiedades estructurales y funcionales de las fibras musculares cambian en
respuesta a estimulos quimicos y mecanicos que requieren una adaptacién
rapida para responder a las demandas energéticas, esta propiedad se define
como plasticidad muscular. (Schiaffino et al., 2011; Egan et al., 2012).

La concentracion de ATP en el musculo esquelético es de aproximadamente
25 mmol/kg de musculo seco, es decir no se encuentra almacenado en grandes
cantidades, por lo tanto, en orden de satisfacer las necesidades de la célula
cuando la demanda energética incrementa el ATP es resintetizado. Por
ejemplo, durante la AF, se estimula la contraccion de la célula muscular, la cual
inicia con la hidrélisis y la sintesis de ATP de manera simultanea. El
mantenimiento de la contraccion, depende de la tasa de degradaciéon de ATP, y
de la capacidad de la célula para utilizar diferentes sistemas en orden de

acoplar la sintesis con la tasa de hidrdlisis (Ball, 2015).

Para responder a las variaciones en el consumo de ATP, es necesario
que el musculo esquelético cuente con mecanismos eficientes. El sustrato
energético mas inmediato es la fosfocreatina (PCr), su reserva aproximada es
de 85 mmol/kg en musculo seco, y sirve para mantener la tasa de recambio de
ATP los primeros 7 a 10 segundos de la contraccién (Ball, 2015). La enzima
creatina cinasa hidroliza las moléculas de PCr consideradas un reservorio para
la generacion rapida de ATP sin acumulacién de ADP (Schiaffino et al., 2011).
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Ademas de la PCr, el musculo esquelético utiliza hidratos de carbono y lipidos
como sustratos para la sintesis de ATP, sin embargo su tasa de produccidn en
comparacién con la PCr es menor, a pesar de esto, la glucdlisis responsable de
la generacion de piruvato o lactato a partir de glucosa y la fosforilacién oxidativa
se consideran mas eficientes que el sistema creatina cinasa (Schiaffino et al.,
2011; Ball, 2015).

3.41 Via de la proteina cinasa activada por adenosin
monofosfato (AMPK)

La mayoria de las funciones celulares necesitan energia que en su mayoria
se obtiene gracias a la hidrélisis del ATP. Existen condiciones como la
contraccion muscular, el ayuno, la isquemia, la hipoxia y el estrés oxidativo o la
presencia de algunos farmacos como la metformina, que someten a la célula a
un estrés energético, es decir, que la tasa de consumo de ATP supera la
sintesis del mismo y por lo tanto, su concentracion disminuye (Carling, Mayer,
Sanders & Gambin, 2011; Kahn, Alquiler, Carling & Hardie, 2005; Hardie, Ross,
& Hawley, 2012).

En orden de mantener una cantidad adecuada de ATP, las células necesitan
mecanismos que compensen el aporte energético con la demanda (Carling et
al., 2011). El sistema encargado de dicha actividad es conocido como la via de
la proteina cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK), esta proteina
esta compuesta por una subunidad catalitica (a) y dos subunidades reguladoras
(B y v) (Gwinn et al., 2008). Es considerada un sensor y regulador energético
celular, activada por el aumento en las concentraciones de adenosin
monofosfato (AMP) acoplada a la disminuciéon de ATP intracelular. (Kahn et al.,
2005; Friedrichsen, Mortensen, Pehmoller & Birk, 2013).

La concentracion absoluta de ATP, ADP y AMP depende de factores como
el estado nutricional y el nivel de estrés energético de la célula (Carling et al.,
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2011). La sintesis de ATP debe permanecer en equilibrio con respecto a su
utilizacién, esto significa que cualquier aumento en la relacion ADP/ATP se
traduce en una caida de la reserva energética (Hardie et al., 2012). Cuando la
concentracion de ADP incrementa, AMPK es activada con la unién de AMP
directamente a la subunidad gamma (y) gracias a la cinasa LKB1 (Gwinn et al.,
2008), promoviendo su fosforilacion en un residuo de treonina (Thr172) (Carling
et al., 2011).

Bajo condiciones de estrés energético severo, el incremento en la
concentracion de AMP puede amplificar la activacién de AMPK, lo que asegura
una respuesta gradual a la actividad de AMPK a través de diferentes
requerimientos energéticos (Harie et al.,, 2012). Ademas, la tasa de
desfosforilacién del residuo Thr172 disminuye por la unién de ADP o AMP a la

subunidad y optimizando la activacion de la enzima (Carling et al., 2011).

La fosforilacion de AMPK, desencadena vias catabodlicas que sintetizan ATP
y apaga las vias biosintéticas que lo consumen. (Hardie et al., 2012). Por
ejemplo, la activacion de AMPK estimula la oxidacion de acidos grasos al
promover la fosforilacion e inactivacién de la acetil coenzima A carboxilasa. Lo
anterior, deriva en la caida de la concentracion de su producto (malonil
coenzima A) el cual inhibe la entrada de acidos grasos a la mitocondria (Hardie
et al., 2012).

Ademas de un cambio en la relacidn AMP/ATP, el sistema AMPK también
se ve influenciado (activado) por farmacos como la metformina y las
tiazolidinedionas, utilizados en el tratamiento de la diabetes tipo 2, ademas de
extractos vegetales como el resveratrol procedente de las uvas, el galato de
epigalocatequina que se encuentra en el té verde, la curcumina proveniente del
ajo y la capsaicina contenida en los pimientos y el chile (Hardie et al., 2012).
Ilgualmente, en presencia de concentraciones elevadas de ERO la activacién de
AMPK es secundaria a la inhibicién de la sintesis de ATP, con el consecuente
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aumento de AMP y ADP (Hardie et al., 2012). Asi mismo, la proteina cinasa
dependiente de calcio calmodulina (CaMK) la cual se activa en respuesta a un
incremento en la concentracion de calcio como sucede en la contraccion
muscular, promueve la fosforilacion del residuo Thr172 de la AMPK con la

activacion concomitante de la enzima (Carling et al., 2011).

3.5 Actividad fisica

De acuerdo a la OMS, se considera AF a cualquier movimiento producido
por los musculos esqueléticos que exija un gasto de energia. Por otro lado el
ejercicio es una variedad de la AF y se refiere a una actividad especifica cuyo
principal objetivo es la mejora o el mantenimiento de la aptitud fisica llevando a
cabo una actividad planificada, estructurada y repetitiva. (OMS, 2010). Por lo
tanto, la utilizacion de sustratos energéticos para mantener los procesos
metabolicos de la célula, varia de acuerdo a la duracion, frecuencia e intensidad
de la actividad, asi como de la cantidad de reservas disponibles (tejido adiposo,
glucosa plasmatica, glucogeno muscular y hepético) y de la demanda
energética del organismo. (Manini, Clark, Nalls, Goodpaster & Ploutz-Snyder,
2007).

Se pueden diferenciar dos condiciones que polarizan los requerimientos
energéticos de la célula, la obesidad y la AF (Manini et al., 2007). Estas se
encuentran estrechamente relacionadas ya que la ganancia de peso por
incremento del porcentaje de grasa corporal, se asocia a una ingesta calérica
elevada y a un decremento progresivo de la AF, generando una tasa metabdlica
basal reducida secundaria a la atrofia muscular (Stenholm, Harris, Rantanen &
Visserm, 2008).

La AF se mantiene gracias al aporte energético que se encuentra
directamente relacionado con las reservas de glucégeno muscular. La
intensidad, es regulada por la activacion de AMPK que es estimulada por la
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hidrélisis del ATP ya que es sensible a los cambios en la relacion AMP/ATP vy
Cr/PCr (creatina/fosfocreatina). (Kahn et al., 2005; Friedrichsen et al., 2013).
Con relacion a lo anterior, se ha reportado que cuando la intensidad de la AF es
menor al 30% del volumen maximo del consumo de oxigeno (VO2 max)
(Fletcher et al., 2001), la principal fuente de energia son los &cidos grasos.
Cuando la intensidad de la AF, se encuentra entre el 40% y el 65% del VO2
max, hay un equlibrio entre los hidratos de carbono y los lipidos; y cuando el
VO2 max es mayor al 70%, hay un aumento exponencial de la oxidacién de
hidratos de carbono con el decremento concomitante de la oxidacién de acidos
grasos (van Loon, Greenhaff, Constantin-Teodosiu, Saris & Wagenmakers,
2001). Con respecto a lo anterior, es importante describir algunas de las vias
de senalizaciéon relacionadas con la AF que regulan la demanda energética de

la célula muscular.

3.5.1 Actividad fisica y vias de senalizacion

Las vias de senalizacion que desencadena la AF estan directamente
relacionadas con el proceso de convertir una sefal mecanica en eléctrica
(contraccion muscular). Los eventos moleculares que promueven la activacidon
de mensajeros primarios y secundarios resultan en la estimulacién y/o
supresion de vias de sefalizacion especificas, regulando la expresion genética
y la degradacion o sintesis de proteinas inducida por la actividad fisica. (Coffey
& Hawley, 2007).

3.5.1.1 El calcio como regulador energético

En estado de reposo, la concentracién citosélica de calcio es de
aproximadamente 50 Nm. Después de la despolarizacién de la membrana
sarcoplasmica y la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico, el calcio
citosélico se eleva hasta 100 veces (Berchtold, Brinkmeier & Muntener, 2000)
tanto para regular el ciclo de relajacién y contraccién muscular como para
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activar deshidrogenasas del ciclo de Krebs tales como la piruvato
deshidrogenasa, la isocitrato sintasa y la alfacetoglutarato deshidrogenasa,
cuya actividad es dependiente de la concentracidn de calcio intramitocondrial,
incrementando la oxidacion de piruvato y estimulando asi la sintesis de ATP
(Clapham, 2007). Por lo que se considera al calcio como el primer mensajero

que relaciona los procesos de utilizacion y generacién de energia.

Por otro lado, el calcio citosélico se une a CaMK (Tate, Hyek & Taffet, 1991).
En el musculo esquelético predomina la isoforma Il (CaMK ll), la cual aumenta
en respuesta a la AF de resistencia de una manera dependiente de la
intensidad. Su fosforilacién incrementa el transporte de glucosa, la captura y
oxidacién de lipidos, e influye en la plasticidad muscular (Egan et al., 2012;
Coffey et al., 2007). El calcio también activa alostericamente a la fosforilasa
cinasa que a su vez fosforila y activa a la enzima fosforilasa b, con la

consecuente ruptura del glucégeno muscular para la produccién de glucosa.

Otra de las funciones del calcio es activar proteinas reguladoras como la
calcineurina. Esta proteina estd asociada directamente a la plasticidad de la
célula muscular, proporcionandole la capacidad de adquirir un fenotipo
metabdlicamente mas eficiente, transformando las fibras musculares rapidas en
lentas. También regula las respuestas adaptativas que inducen el crecimiento y

la regeneracién de la célula muscular.

Por otro lado, se ha reportado que los transitorios de calcio prolongados y de
baja amplitud incrementan la actividad de la calcineurina, la cual desfosforila y
activa al promotor transcripcional del factor nuclear de células T activadas
(NFAT por sus siglas en inglés) para promover la expresion genética (Coffey et
al., 2007) relacionada con la reduccion de la formacién de acido lactico,
atenuando la pérdida de glucégeno y reduciendo la fatiga muscular (Hood et al.,
2006).
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Ademas del calcio, existen otras moléculas que son generadas en la
mitocondria por la cadena transportadora de electrones (CTE) como parte de la
sintesis de ATP. Estas son conocidas como especies reactivas de oxigeno
(ERO), las cuales actian como segundos mensajeros activando cascadas de

sefalizacion que regulan la homeostasis metabdlica de la célula.

3.5.1.2 Especies reactivas de oxigeno como segundos
mensajeros

La fosforilacién oxidativa mitocondrial, es un proceso que utiliza electrones,
en su mayoria provenientes del NADH y FADH2, los cuales derivan de la
oxidacién de los nutrimentos provenientes de la dieta y de las reservas
energéticas del organismo. Estos electrones son transferidos a través de la CTE
hacia el oxigeno como aceptor final (Hood et al., 2006). La CTE es una linea de
ensamblaje que consiste en 5 complejos: la enzima NADH deshidrogenasa
(complejo 1), la enzima succinato deshidrogenasa (complejo Il), la proteina
ubiquinona, complejo-bc (complejo 1ll), citocromo ¢ y citocromo ¢ oxidasa
(complejo 1V). El transporte de electrones en la CTE est4 acoplado con el paso
de protones a través de la membrana mitocondrial interna (MMI), desde la
matriz hacia el espacio intermembranal, de los complejos |, lll y IV, lo que
genera la fuerza proton motriz. Esta fuerza es utilizada por la ATP sintasa
(complejo V) para sintetizar ATP a partir de ADP y Pi. (Hittemann et al., 2008).

Durante este proceso de respiracién celular para la sintesis de ATP, se
consume del 95 al 98% del oxigeno. El porcentaje restante puede pasar por una
reduccién de 1 electrdn lo que deriva en la generacion de ERO (Hood et al.,
2006).

Considerando que la AF requiere de una produccion energética elevada a
partir de la oxidacién de sustratos, se puede inferir que la generacion acelerada
de ATP, significa que mas oxigeno es reducido y que la producciéon de ERO
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aumenta; lo cual genera dafno a las proteinas estructurales y funcionales de la
mitocondria, asi como al ADN mitocondrial (ADNmt) (Clapham, 2007). Para
contrarrestar dicho efecto, la célula cuenta con un sistema antioxidantes,

activado por la presencia de ERO.

Algunos genes antioxidantes pueden ser activados para lidiar con el estrés
agudo y oxidativo infringido por procesos infecciosos, intoxicacidn y alteraciones
metabdlicas; mientras que otros se activan en respuesta al estrés crénico como
el envejecimiento, enfermedades cronicas y cambios ambientales o demandas
energéticas como la AF. El ajuste transitorio a través de mecanismos
intrinsecos como la vasodilatacion y la activacion alostérica o covalente de
enzimas, puede no ser suficiente para lidiar con el nivel de estrés oxidativo
inducido por la actividad fisica. Por lo tanto, la estimulacién de la expresién
genética por vias sensibles a ERO es esencial para que la célula muscular
restaure la homeostasis. (Ji, 2008)

Existen vias de sefalizacion asociadas al estrés oxidativo, las cuales utilizan
ERO para transferir sefiales de la membrana celular hacia el nucleo para
estimular el crecimiento, la diferenciacién, la proliferacion y la apoptosis. Entre
las principales vias se encuentra la del factor nuclear kappa beta (NFKp), la via
del fosfoinositol 3 cinasa/Akt, p53, asi como la via de las proteinas de choque
térmico (HSP por sus siglas en inglés) y de la proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK). (Ji, 2008).

Las ERO impactan la actividad de MAPK, regulando eventos de transcripcion
por fosforilacion de diversos sustratos localizados en el citoplasma o en el
nucleo, incluyendo factores y co-activadores. Por lo tanto, interviene en una
gran variedad de procesos fisiologicos como la diferenciacion celular, la
hipertrofia, la inflamaciéon y la expresién genética (Egan et al.,, 2012). La
activacion de MAPK se debe a diferentes senales como la actividad contractil y
factores asociados a la AF, tales como la secrecion de hormonas, la
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concentracion citosélica de calcio, la actividad neural y la fuerza mecanica. Las
implicaciones biolégicas de MAPK incluyen el transporte de glucosa, la

hipertrofia muscular, la angiogénesis, y la adaptacion vascular. (Ji, 2008).

Otra via que se asocia al estrés oxidativo es la del factor de transcripcion
NFKB que se encuentra inactivo en el citoplasma y esta conjugado con
proteinas inhibitorias conocidas como | kappa beta (IKB). NFKB es activado por
el H20O2y por citosinas proinflamatorias (TNF alfa, IL1 IL6). El H202 se encuentra
involucrado con la activacion de la proteina cinasa C (PKC), que a su vez
disocia a la cinasa IKB liberando las subunidades P50/P65 de NFK},
provocando la translocacion de este hacia el nucleo, donde se une a la
secuencia de ADN de genes blanco. Las proteinas mejor conocidas y enzimas
que requieren la union de NFKB al promotor son la enzima MnSOD,
glutamilcisteina sintasa, NOS inducible (NOSi) COX2 y varias citosinas (Ji,
2008).

La expresion de enzimas antioxidantes permite la regulacion del estrés
oxidativo que genera dano al ADNmt. Ademas del sistema antioxidante, la
mitocondria lleva a cabo un proceso conocido como dindmica mitocondrial, cuyo
principal objetivo, bajo condiciones de estrés, es mantener la funcionalidad de
la mitocondria (Liesa & Shirihai, 2013).

3.6 Dinamica Mitocondrial

Las mitocondrias son los organelos encargados de mantener la homeostasis
de la célula y el abastecimiento de ATP a través de la fosforilacién oxidativa.
Posee su propio genoma, el cual codifica para 13 proteinas de la cadena
transportadora de electrones y se encuentran interconectadas en una red
(Westermann, 2010).

22



Debido a la importancia de su funcién, la mitocondria activa procesos que le
permiten una adecuada sintesis de ATP, principalmente aquellos donde la
demanda de energia se incrementa. Este fendmeno se conoce como dinamica
mitocondrial y consiste en la remodelacion constante de la red mitocondrial, a

través de procesos de union (fusién) y division (fision) (Dorn & Kitsis, 2014).

La fision y la fusion mitocondrial también pueden activarse cuando las
células experimentan algun tipo de estrés metabdlico (Liesa et al., 2013). Estos
procesos son mediados por proteinas guanosin trifosfatasas (GTP-asas)
pertenecientes a la familia de las dinaminas, encargadas de dividir y fusionar

la bicapa lipidica mitocondrial (Otera et al., 2013).

El incremento o la diminucion de la demanda energética, provoca estrés
metabdlico asociado a la produccién de ERO. Por ejemplo durante la AF
extenuante, debido al aumento en la demanda de oxigeno y la actividad de las
vias catabdlicas, la AF representa un estimulo capaz de generar altos niveles
de ERQO. El estado redox puede actuar como mensajero primario a través de un
efecto directo en la regulacién y la especificidad de union al DNA de factores de
transcripcion. Ademas puede tener un efecto en el metabolismo mitocondrial.
(Vernon et al., 2007).

El objetivo principal de la dindmica mitocondrial, es mantener una poblacion
de mitocondrias sanas. Lo cual, se logra a partir de la segregacion del ADNmt,
que puede ser oxidado por las ERO producidas en la CTE, por lo que la fusién y
fisibn son procesos continuos (Friedman et al., 2014).

3.6.1 Fusion Mitocondrial

La fusion mitocondrial es el proceso mediante el cual dos mitocondrias se
unen, esta accién se lleva a cabo con el fin de mezclar el contenido mitocondrial

y mantener la conductividad eléctrica (Madhuparma, Hemachandra, Lijima, &

23



Hiromi, 2015). La fusidén requiere de tres pasos, el primero es la interaccién
entre las membranas externas de dos mitocondrias, el segundo es la unién o
fusion completa de las membranas mitocondriales externas (MME), y el tercero
es la fusion de la membrana mitocondrial interna (MMI) (Dorn et al., 2014).

Como se representa en la figura 3, la interaccién de las MME esta mediada
por dos proteinas GTPasas, la Mitofusina 1 y 2 (Mfn1 y Mfn2), que
interaccionan principalmente con la MME. La regién N terminal protruye hacia
el citosol y contiene el dominio de GTP-asa. La fusiéon de las MMI es mediada
por la proteina de atrofia Optica (Opal) perteneciente a la familia de las
dinaminas (Chan, 2006).

La fusidbn mitocondrial, ayuda a mitigar el estrés, intercambiando el material
genético y enzimatico de mitocondrias sanas y mitocondrias dafiadas como
mecanismo compensatorio. Manteniendo una distribucién uniforme de los
componentes solubles de la matriz mitocondrial y del espacio intermembranal
(Eisner, Gyoérgy & Gydrgy, 2013).

3.6.2 Fision Mitocondrial

Bajo condiciones normales, la fisibn es necesaria para crear mitocondrias
nuevas, sin embargo bajo condiciones de estrés la fisidon se activa para facilitar
la muerte celular programada o apoptosis. Es mediada por una proteina
llamada Fisina (Fis1) y por la proteina relacionada a dinamina (Drp1) que se
localiza en el citosol. Drp1 es reclutada para formar una estructura helicoidal
que envuelve la superficie externa de la mitocondria (Figura 3) en sitios de
constriccion, catalizando la hidrélisis de guanosin trifosfato (GTP) para provocar
cambios conformacionales que permiten coordinar la escisién de la membrana
interna y externa (Friedman et al., 2014). El mecanismo de reclutamiento de
Drp1 no se ha dilucidado por completo, pero se sabe que los puntos de
contacto entre la mitocondria y el reticulo endoplasmico, se relacionan con los
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lugares de constriccion mitocondrial (Dorn et al., 2015) ya que pueden ser
mediadoras para establecer el contacto entre estos dos organelos.

Fision Fusién
Constriccion I
mediada por Fu5|on completa

Drp1 del organelo
Mfn2
Opa 1

Separacion
del organelo m

Figura 3. Dinamica mitocondrial. Esquema representativo de la dindmica mitocondrial y las
proteinas efectoras de los procesos de fision (Drp1: proteina relacionada a dinamina) y fusion
(Mfn2: mitofusina 2; Opal: proteina de atrofia éptica 1).

La pérdida de fusién mitocondrial provoca que la red de mitocondrias se
fragmente y que el ADNmt se pierda total o parcialmente, lo que se asocia a
defectos severos en la fosforilacion oxidativa. Sin embargo, cuando un
determinado umbral de dano es alcanzado, las mitocondrias son eliminadas a
través de la autofagia. La fision, por su parte, segrega el dafio mas serio de las
mitocondrias para preservar la integridad de la red mitocondrial ademéas de
regular su morfologia. El ciclo dinamico de fusién y fision mitocondrial establece
un equilibrio entre los dos procesos que compiten: la indemnizacién del dafo

por fusién y la eliminacion del dafio por fision (Friedman et al., 2014).
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3.6.3 Dinamica Mitocondrial y especies reactivas de oxigeno

Actualmente es aceptado que cuando el potencial de membrana mitocondrial
es elevado, existe una mayor produccién de ERO, evento favorecido en la
obesidad. Por otro lado, la inanicién esta asociada a potenciales de membrana
bajos. Estas dos condiciones, determinan si las mitocondrias se fusionan o se
fisionan, en orden de abastecer las demandas energéticas de la célula
dependiendo de los sustratos disponibles (Liesa et al., 2013). Con respecto a la
dinamica mitocondrial y su relacién con las ERO, se sabe que la expresion de
Mfn2, es dependiente del potencial de membrana de la mitocondria (Zorzano,
Liesa & Palacin, 2009) y por lo tanto de la funcion de la cadena transportadora
de electrones. Cuando el potencial de membrana se abate la expresién de Mfn2

disminuye, comprometiendo la fusion.

Ademas, Jendrach y colaboradores (2008), demostraron que los eventos de
la dinamica mitocondrial en células endoteliales humanas, son dependientes del
tiempo y de la concentracién de H202, un radical frecuentemente producido en
condiciones de estrés metabdlico elevado. Observaron que a mayor dosis (de
3.3 a 22.8 mM) la fusion y la fisibn disminuian su frecuencia. La principal
diferencia, resulté en el dafio al ADNm, el cual era directamente proporcional a
la concentraciéon de H20:2. De la misma forma, la recuperacién de la tasa de los
eventos de fusién y fisibn eran dependientes del tiempo, comprobando que el
estrés oxidativo regula estos procesos de manera dosis y tiempo dependiente.
(Jendrach, Mai, Pohl, Véth & Bereiter-Hahn, 2008).

En el 2014, Igbal y colaboradores, evidenciaron que el H202 induce la
migracion de Drp1 a la mitocondria, favoreciéndose la fisibn mitocondrial y
donde la administracion de un antioxidante, disminuyé la fision y aumenté la
fusion. Siendo las ERO uno de los principales reguladores de la dindmica
mitocondrial (Igbal & Hood, 2014).
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3.6.4 Obesidad, actividad fisica y dinamica mitocondrial

La regulacién de la dindmica mitocondrial estd mediada por los cambios en
el metabolismo energético. Como resultado de la oxidacion de nutrimentos, la
mitocondria suministra energia a la célula en forma de ATP, que gracias al
transporte secuencial de electrones entre los complejos |y Il a los complejos |l
y IV bombea protones desde la matriz hacia el espacio intermembranal. Lo que
se traduce en la generacion de un gradiente electroquimico que resulta en una
diferencia de carga debido a un incremento en la concentracién de protones,

llamado potencial de membrana. (Liesa et al., 2013)

La dindmica mitocondrial esta influenciada por los procesos relacionados al
aporte y la demanda energética de la célula. Existe evidencia que sustenta que
la mitocondria se fusiona cuando se ve forzada a depender de la fosforilacién
oxidativa y la glucosa no es la principal fuente de energia. (Youle et al., 2012;
Westermann, 2010). El aumento de la fusion maximiza la eficiencia de la
fosforilacién oxidativa, con el fin de mantener la produccién energética en
condiciones de estrés; por ejemplo, durante periodos prolongados de restriccion

calorica (anorexia) (Youle et al., 2012).

Existe una relacién entre la arquitectura mitocondrial y la exposicién crénica
y excesiva a nutrimentos, las células expuestas a este ambiente tienden a
mantener sus mitocondrias en un estado fragmentado (fisionadas) debido a un
aporte exagerado de nutrimentos y poca demanda energética (obesidad), esto
crea un potencial de membrana elevado, que después es disipado por proteinas
desacoplantes (UCP) con la inherente fuga de protones despolarizando la
mitocondria (Liesa et al., 2013). Bajo estas condiciones la fisién es estimulada y
la fusién es inhibida, proceso que inicia con el reclutamiento de Drp1 y la
degradacion de Opal y Mfn2, lo que sugiere que la fragmentacién es una
ventaja para un sistema que trabaja a maxima capacidad. (Toledo et al., 2006;
Liesa et al., 2013).
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En este sentido, Bach y colaboradores (2003), reportaron la presencia de
una red mitocondrial fragmentada en el musculo esquelético de ratas con
obesidad, ademas de un descenso del 30% en la expresion de Mfn2. Lo
anterior se traduce en la reduccion de la oxidacion de glucosa, del consumo de
oxigeno y del potencial de membrana de la mitocondria, acompafado de un
decremento del 34% en la expresiéon de ARNm (&cido ribonucleico mensajero)
(Bach et al., 2003).

Por otro lado, la deficiencia de Mfn2 se ha asociado con un aumento en la
concentracion de peroxido de hidrégeno y una actividad de enzimas
antioxidantes deficiente (Sebastian et al.,, 2011). Esto se asocia a una
disminucién (26%) en la expresidon de Mfn2 en el musculo esquelético de
pacientes bajo condiciones de estrés cronico (obesidad y diabetes mellitus tipo
2) (Hernandez-Alvarez et al., 2010).

De manera contraria, cuando la mitocondria enfrenta un incremento en la
demanda energética (AF), esta debe sufrir cambios morfolégicos para
satisfacerla. Se ha descrito que la AF conlleva a un incremento en la expresién
de proteinas relacionadas con la fusion mitocondrial, asi como la interaccion
fisica entre organelos secundario a sesiones de AF aguda (caminata forzada)
con diferentes intervalos de tiempo (30, 60, 90, 150 minutos) (Hood et al., 2006;
Picard, Gentil, McManus, White & Turnbull, 2013). Por lo que las adaptaciones
de la mitocondria en el musculo esquelético son altamente especificas y
dependientes del tipo, intensidad y frecuencia de la AF. Dicha relacién se ha
visualizado con microscopia electronica de transmision, en donde el ejercicio
agudo incrementa la fusién mitocondrial en fibras musculares (Picard et al.,
2013), aunado a un incremento en la expresion de Mfn2 después de una sesién
de AF intensa en el musculo esquelético de hombres sanos (Cartoni, Léger,
Hock, Praz & Crettenand, 2005).
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Bonnard y colaboradores (2008), describieron que el dafio en la red
mitocondrial (fragmentacién) producido por un incremento en las ERO,
secundario a hiperglucemia, es reversible con un tratamiento antioxidante,
restaurando su integridad (Bonnard et al., 2008). Ademas, experimentos en
mioblastos mostraron que el estrés oxidativo inducido con H202 resulté en un
aumento del 41% en la fragmentaciéon de la red mitocondrial aunado a la
reduccion del potencial de membrana. Paralelamente, se observd un
decremento en los procesos de fusion y fision, por lo que el estrés oxidativo es
vital para la senalizacion de la motilidad y morfologia mitocondrial. (Igbal et al.,
2014), lo que reitera el papel de las ERO en el control de la dinamica

mitocondria.

La relevancia bioldégica de la mitocondria va mas alla de mantener la
homeostasis energética de la célula, la reestructuracion dinamica de la
mitocondria influye en la sefalizacion celular, incluyendo la sefalizacién de
calcio que controla directamente la contraccion muscular. Al respecto, una
investigacién reciente demostré que la fragmentacion de la mitocondria causa
alteraciones en los transitorios de calcio alterando el reclutamiento de Drp1 en
la MME vy perpetuando el ciclo de la fision mitocondrial aumentada (Eisner,
Lenaers & Hajndczky, 2014).
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4. HIPOTESIS

Si la actividad fisica promueve cambios en la dinamica mitocondrial que
favorecen su funcion y eficacia, entonces la actividad fisica activara la dinamica

mitocondrial en el musculo esquelético de ratas con obesidad.

5. OBJETIVOS

5.10bjetivo general

Determinar los cambios en la dinamica mitocondrial inducidos por la

actividad fisica en el musculo esquelético de ratas con obesidad.

5.20bjetivos especificos

5.2.1 Objetivo especifico 1

Investigaciones en modelos murinos y humanos han reportado el
aumento de la fusién mitocondrial del musculo esquelético secundaria a
sesiones agudas de actividad fisica (Picard et al., 2013; Cartoni et al., 2005;
Hood et al., 2006), otros reportes evidencian una red mitocondrial fisionada
como resultado del incremento en la generacion de ERO debido un
ambiente celular con una concentracion elevada de nutrimentos (Liesa et al.,
2013; Sebastian et al., 2011; Bonnard et al., 2008). Por lo tanto, es
importante determinar los cambios en la expresion de proteinas involucradas
en la dindmica mitocondrial (Mfn2, Drp1), asi como la expresion de sensores
energéticos como AMPK antes y después de 1 hora de natacion forzada
(actividad fisica a la cual se sometieron a los animales) en un tejido que
favorezca el metabolismo oxidativo de la mitocondria (gastrocnemio).
Consecuentemente el primer objetivo especifico de la presente investigacion
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fue determinar el nivel de expresidon de las proteinas relacionadas con

la_fision y fusién mitocondrial en el musculo gastrocnemio de ratas

sedentarias con obesidad, sometidas a un periodo extenuante de

actividad fisica.

5.2.2 Objetivo especifico 2

La cascada de sefalizacion que activa la fusion y fision mitocondrial esta
determinada por el grado de estrés, principalmente por un incremento en las
ERO (radical superédxido) (Navarro, Gomez, Lépez & Boveris, 2004), cuya
exacerbacién se observa bajo condiciones de obesidad. Por lo tanto, el
segundo objetivo fue determinar_el estrés oxidativo presente en las

mitocondrias aisladas del musculo gastrochemio de ratas sedentarias

con obesidad, sometidas a un periodo extenuante de actividad fisica,

midiendo marcadores de estrés oxidativo como son, la actividad de las

enzimas aconitasa, catalasa y superéxido dismutasa.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material quimico

Los reactivos utilizados para la presente investigacion fueron: pentobarbital

sédico (Pet's Pharma); HEPES, &cido tetraacético del etilenglicol, sacarosa,

inhibidor de fosfatasas, suero de albumina de bovino, NBT, carbonato de sodio,

fosfato monobasico de potasio, cloruro de magnesio, xantina (Sigma -
Aldrich®); peréxido de hidrogeno (NADRO®); RIPA (IGEPAL® CA-630); Bis-
acrilamida 30%, Tris (BioRad®); SDS (AMRESCO®); anticuerpos primarios:

GAPDH policlonal de conejo (Santa Cruz), Drp1 monoclonal de conejo, Mfn2

monoclonal de conejo, AMPKa policlonal (Cell Signaling®); Luminata Forte
(Merck Millipore®)y Clarity Western ECL (Substrate Bio-Rad®).
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6.2 Material biolégico

Se utilizaron diez ratas Zucker obesas de 12 semanas de edad, provenientes
del Bioterio de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud del Tecnologico
de Monterrey (protocolo #2012-003, aprobado por el Comité de Uso y Cuidado
de Animales de Experimentacion). La principal caracteristica de este modelo es
la mutacién recesiva en el receptor de leptina (Ob-R), a partir de un cambio de
una base en el coddn 269 de leptina en el cromosoma 1 (Philips, Liu,
Hammond, y Dugan, 1996), de manera que se impide la unién de la leptina
(hormona secretada por los adipocitos) con su receptor inhibiendo la sensacién
de saciedad, lo que resulta en la presencia de obesidad grave. (Debin, Lauzier,
Sicard, y Delemasure, 2009).

6.3Meétodos

6.3.1 Diseno del estudio

El presente trabajo se describe como un estudio experimental y transversal,
que se realiz6 de julio de 2014 a julio de 2015. Se eligi6 como modelo de
experimentacion a la rata Zucker obesa y como control a la rata Zucker silvestre
(delgada). Como parte de la estrategia experimental se formaron dos grupos, el
primero, compuesto por animales sedentarios (5 ratas obesas y 5 ratas
silvestres) y el segundo conformado por animales sometidos a 60 minutos de
natacion forzada (5 ratas obesas y 5 ratas delgadas).

Con el fin de cumplir con los objetivos planteados en la presente
investigacién, se formd un grupo control con ratas Zucker delgadas (Dg) y un
grupo experimental de ratas Zucker con obesidad (Ob). Cada uno de estos, se
dividi6 en 2 subgrupos (Figura 4): ratas Dg sedentarias (DgS), ratas Dg
sometidas a AF (DgAF), ratas Ob sedentarias (ObS) y ratas Ob fisicamente
activas (ObAF).
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Figura 4. Diagrama de la divisién de los grupos de estudio

Para la determinacion de los niveles de expresion de las proteinas de
interés, se llevd a cabo la electroforesis y transferencia de las proteinas del
homogenado total del musculo gastrocnemio de todos los animales antes
mencionados a membranas de PVDF. Posteriormente se analiz6 la densidad
de pixeles de las bandas detectadas por quimioluminiscencia utilizando el
programa ImageJ®.

La medicidén de la actividad enzimatica se realiz6 utilizando mitocondrias del
musculo gastrocnemio, las cuales se obtuvieron mediante centrifugacién
diferencial. La actividad de la superdxido dismutasa y aconitasa se midio
espectrofotométricamente. Finalmente la actividad de la enzima catalasa se
obtuvo por el método de oximetria. Los valores obtenidos de cada uno de los

experimentos se analizaron con el software GraphPad® Prism 6.
Los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio del Instituto de

Cardiologia y Medicina Vascular del Instituto Tecnolégico y de Estudios
Superiores de Monterrey.
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6.3.2 Medicion del peso

Se pes6 a cada uno de los animales de experimentacion en una balanza

granataria y este se registré en gramos.

6.3.3 Actividad fisica

Los animales se sometieron a una prueba de natacién forzada por 60
minutos. Este tipo de actividad fisica es ampliamente utilizada para identificar
respuestas fisiol6gicas, bioquimicas y moleculares al estrés que produce el
ejercicio agudo (Kramer, Dijkstra & Bast, 1993; Heédou, Pryce, Di lorio &
Heidbreder, 2001). La natacién forzada en animales de experimentacion no
altera los parametros cardiovasculares que pudieran influenciar el rendimiento.
(Kregel, Allen, Booth & Fleshner, 2006). Dicha prueba consistié en introducir a
la rata en un balde (37x28x18 cm) con agua precalentada (35°C), considerando
que si la temperatura del agua excedia o era menor a la temperatura corporal
de la rata podria influenciar el rendimiento del animal. A lo largo de la prueba la
temperatura del agua se mantuvo constante, entre 33 y 36°C.

6.3.4 Diseccion del musculo gastrochemio

La diseccién se llevé a cabo después aplicar una dosis letal de pentobarbital
sédico al animal via intraperitoneal (>60 mg/kg), ya que de acuerdo a la
Asociacion Americana de Medicina Veterinaria, una sobredosis de acido
barbitarico inicia con una anestesia profunda que progresa a apnea debido a la
depresién del centro respiratorio, seguido de un paro cardiaco y finalmente se
observa una pérdida de la conciencia total, ademas de que la eutanasia se lleva
a cabo con pocas molestias para el animal. Idealmente los barbitiricos deben
ser estables en solucién, potentes, de larga duracion y baratos, el pentobarbital
sédico cumple con dichos criterios y es el mas utilizado en modelos de
experimentacién animal. (Leary, Underwood, Anthony & Cartner, 2013). Una
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vez que el animal ya no mostré reflejos o signos de alerta (movimientos
voluntarios o involuntarios), se colocé en posicion ventral sobre una superficie
plana y se aseguraron las extremidades superiores e inferiores. Se inici6 la
diseccion con tijeras de punta roma, con un corte de la piel en la parte posterior
y distal de la extremidad inferior derecha, ingresando a la fascia del musculo, se
localizé el musculo gastrocnemio y se procedié a pinzar el tendon distal,
posteriormente se cortd el tenddn proximal y se retiré con cuidado el musculo
completo cortando el tendon distal (MacIntosh, Esau, Holash & Fletcher, 2011).
Una vez obtenidos los musculos se pesaron en una balanza de precision,
aproximadamente la octava parte del tejido total se utilizé para homogenizarlo,
el musculo restante se coloco en solucidn de extraccion mitocondrial (4°C) los
reactivos utilizados para su preparacion fueron (en unidades de molaridad (M)):
sacarosa 0.25, HEPES 0.01 y EGTA (&cido tetraacético del etilenglicol) 0.001,
pH 7.3 (SHE).

6.3.5 Extraccion de mitocondrias

La extraccion de mitocondrias se realizd por homogenizacién vy
centrifugacion diferencial. Una vez obtenido el musculo se cortd con tijeras en
pedazos pequenos y se retiraron los residuos de tenddn y tejido adiposo con
varios recambios de solucién (SHE). Posteriormente el tejido se incubd con
nagarse (1miligramo/gramo (mg/g) de tejido) por 10 minutos (min) a 4 grados
centigrados (°C), lo que facilité la homogenizacion. Una vez homogenizado, el
extracto se filtr6 con una gasa y el filtrado se centrifugd a 3 000 revoluciones
por minuto (RPM) por 10 min a 4°C; se obtuvo el sobrenadante, se filtro
nuevamente con una gasa, el filtrado se centrifugé a 10 000 RPM por 10 min a
4°C. Se procedié a recuperar la pastilla (mitocondrias) y se despegd la pastilla
con un pincel y solucion SHE con 0.05% de albumina, para atrapar los acidos
grasos libres y se incub6 por 10 min en hielo. Por dltimo, se procedié a realizar
la tercera centrifugacién a 10 000 RPM por 10 min a 4°C, se resuspendio la

35



pastilla con solucion SHE libre de EGTA vy finalmente se realiz6 la cuantificacion
de proteinas mitocondriales por el método de Lowry. (Garcia & Chavez, 2007).

6.3.6 Medicion del peso y homogenizaciéon del musculo

gastrocnemio

Una vez extraido el musculo gastrocnemio de ambas patas, el tejido se pesé
en una balanza de precision, posteriormente se cortd en trozos pequefios y se
le agreg6d buffer RIPA 1X (NaCl 150 mM, IGEPAL® CA-630 1%, sodio
desoxicélico 0.5%, SDS 0.1%, y Tris 50 mM, pH 8.0), con la adiciéon de
inhibidores de proteasas y fosfatasa, el cual permiti6 la solubilizacion de
proteinas evitando la degradacibn de las mismas con una relacidén
peso/volumen de 100 mg / 1 mililitro (ml). Posteriormente, se disrumpié el tejido
con un aparato de homogenizacién (Polytron®) hasta obtener una mezcla
uniforme, a continuacion se centrifugd a 2500 RPM por 5 min a 4°C, se
recupero el sobrenadante y se procedié a la cuantificacion de proteinas por el
método de Lowry (Garcia et al., 2007).

6.3.7 Analisis de la expresion de proteinas por western blot

El homogenado o las mitocondrias se solubilizaron en buffer Laemmlie
seguido de la separacién de las proteinas por electroforesis mediante geles de
poliacrilamida al 10%, las proteinas se separaron en funcién de su peso
molecular, se transfirieron a una membrana de PVDF y se bloqueé con 5% de
leche descremada con el fin de evitar la unién inespecifica de los anticuerpos
que se utilizaron para la deteccion de las proteinas de interés. Las membranas
de PVDF se incubaron con cada uno de los anticuerpos a una dilucion de
1:1000 del anticuerpo primario. Los anticuerpos fueron: GAPDH policlonal de
conejo (Santa Cruz®), Drp1 monoclonal de conejo (Cell Signaling®), Mfn2
monoclonal de conejo (Cell Signaling®) y AMPKa policlonal (Cell Signaling®),
Finalmente se afiadié el anticuerpo secundario correspondiente y se detect6
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con un sustrato de quimioluminiscencia (Luminata Forte Merck Millipore® o
Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad®). (Ding, Jiang, Liu, y Liu, 2010).

6.3.8 Analisis semicuantitativo por densidad de pixeles

Para el analisis semicuantitativo de las bandas que corresponden a las
proteinas identificadas en la membrana de PVDF, se utilizé el software Image
Processing and Analysis in Java (ImageJ®). Se seleccioné un area de la misma
magnitud para cada una de las bandas y se registré la densidad de pixeles de
cada una para obtener un promedio, el cual determin6 de manera indirecta el
nivel de expresion de la proteina en cuestion y fue comparable con el analisis
de todos los grupos.

6.3.9 Actividad enzimatica

La actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD) y
aconitasa se obtuvo por el método calorimétrico. Para la mediciéon de la
actividad de la enzima SOD, se colocaron 75 pg de mitocondrias del musculo
gastrocnemio en una placa la cual contenia (en mM) xantina 10, EDTA 10, NBT
3, NaCOs 500, KH2PO4 50, albumina 0.5%, pH 7.8, que reacciond con la
enzima, generando una coloracion violeta cuya absorbancia fue registrada a
560 nm. La actividad de la aconitasa se midi6 espectrofotométricamente
siguiendo la aparicién de su intermediario (cis-aconitato) a 240nm utilizando una
solucion que contenia: KH2PO4 25mM, Tx-100 0.01%, pH 7.2 con la adicién de
NADP 4mM, isocitrato deshidrogenasa 1U, citrato 5mM y 100 pg mitocondrias
de musculo gastrocnemio. La actividad de la catalasa que hidroliza el H202 a
agua (H20) y oxigeno, se midi6é por el método de oximetria. Se colocé en una
placa una muestra de mitocondrias aisladas de musculo gastrocnemio y 1 ml de
buffer de KH2PO4 50mM a pH 7, la reaccion inicié con la adicién de 10 mM de
H202 y se midi6 la generacion de oxigeno con un electrodo tipo Clarck.
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6.3.10 Procesamiento de los datos
Los datos obtenidos se analizaron en el software Graph Pad® Prism 6 con la

prueba t de Student y se consideraron estadisticamente significativas cuando p
fue menor o igual a 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion antropomeétrica del modelo experimental

La caracterizacién fisica del modelo, se llevo a cabo mediante la medicidn
del peso corporal de los grupos controles y experimentales. La tabla 1, muestra
el peso obtenido del grupo Dg y Ob, observandose que los animales Ob
presentan una ganancia de peso corporal del 42% (p<0.05) en comparacion
con el grupo Dg. Adicionalmente se pesd el musculo gastrocnemio de las patas
traseras de cada uno de los animales, los cuales fueron normalizados con la
longitud del fémur, la comparaciéon entre grupos, arrojo una disminucién

significativa del 17% (p<0.05) en el grupo Ob.

Tabla 1. Peso corporal y peso del musculo gastrocnemio normalizado con

la longitud del fémur de ratas con obesidad y delgadas

Peso corporal (g) Peso del Longitud Peso del musculo
musculo del fémur gastrocnemio/longitud
gastrocnemio (cm) del fémur (g/cm)
)
Delgadas 297.6+7.55 4.5 +0.44 2.9+0.12 1.52 + 0.05
(n=5)
Obesas 425.2+11.3* 3.5+0.33* 2.7+0.13* 1.25 + 0.04*
(n=5)

Los datos representan el promedio + desviacion estandar. *p<0.05.
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7.2 Determinacion de la expresion de AMPK como sensor
energeético.

El AMPK, es una proteina que funge como sensor energético, que responde
a cambios en la relacibn ATP/ADP, y a su vez se relaciona con la dinamica
mitocondrial. La Figura 5A, muestra los niveles de expresion de AMPK de los
grupos sedentarios (DgS y ObS) y con AF (DgAF y ObAF). Se observa que el
subgrupo de animales ObS presentaron un incremento del 69% (p<0.05) con
respecto al grupo DgS. Contrastando con los resultados de la expresion de
AMPK en el musculo de los animales fisicamente activos (DgAF y ObAF), en
donde se mantiene practicamente constante, ya que no presentd diferencia
estadisticamente significativa.

Con respecto al efecto de la AF se encontr6 que en el grupo DgAF la
expresion se incremento6 1.3 veces (p<0.05) con respecto a los animales DgS, y
que en el grupo de ratas ObAF, hay un aumento en la expresién de AMPK del
34% (p>0.05) comparado con el grupo ObS. La Figura 5B-C, muestra las
imagenes del western blot utilizadas para el analisis. Los resultados se
obtuvieron normalizando la intensidad de la banda correspondiente a AMPK con
la obtenida de GAPDH, utilizada como control de carga
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Figura 5. Cambios en la expresion de AMPK en el musculo gastrochemio de ratas con
obesidad y delgadas, sedentarias y sometidas a actividad fisica. Panel A: cuantificacion de
la densidad o6ptica en pixeles AMPK/GAPDH de ratas delgadas sedentarias, DgS, (n=4) y con
actividad fisica, DgAF, (n=4); de ratas obesas sedentarias, ObS, (n=4) y con actividad fisica,
ObAF, (n=4). Panel B: western blot representativo de AMPK y GAPDH de ratas delgadas con y
sin actividad fisica. Panel C: western blot representativo de AMPK y GAPDH de ratas obesas

con y sin actividad fisica. Los datos representan el promedio + error estandar. *p<0.05.
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7.3Analisis de los niveles de expresion de las proteinas
relacionadas con la dinamica mitocondrial

Para responder el primer objetivo, se midié el nivel de expresidn de las
proteinas relacionadas con la dinamica mitocondrial en el homogenado total del
musculo gastrocnemio de los cuatro subgrupos, antes mencionados, mediante

western blot.

7.3.1 Nivel de expresion de Mfn2

Para conocer la influencia de la obesidad y de la AF sobre la fusién
mitocondrial, se determind el nivel de expresion de Mfn2, utilizando el

homogenado total del musculo gastrocnemio de ratas DgS, ObS, DgAF y ObAF.

Los resultados de la figura 6A, muestran que en condiciones de obesidad y
sedentarismo (ObS). La expresién de la proteina se vio ligeramente aumentada
(19%) en contraste con las ratas DgS pero no presenté diferencia significativa.
Cuando se compararon los resultados entre los animales DgAF y ObAF, se
observé una disminucién del 45% (p<0.05) en la expresion de Mfn2 en el
musculo gastrocnemio de las ratas ObAF. En relacién al efecto de la AF, la
gréfica (panel A) muestra que la expresion de Mfn2 aumentd 2.4 veces (p<0.05)
en el musculo de ratas DgAF con respecto a los animales sedentarios (DgS).
Por otro lado, el grupo de ratas Ob, mostré6 una tendencia no significativa a
incrementar (0.5 veces) después de la AF. La figura 6B-C muestra las imagenes
del western blot utilizadas para el andlisis. Los resultados se obtuvieron
normalizando la intensidad de la banda correspondiente a Mfn2 con la obtenida
de GAPDH, utilizada como control de carga.
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Figura 6. Cambios en la expresion de Mfn2 en el misculo gastrochemio de ratas con
obesidad y delgadas, sedentarias y sometidas a actividad fisica. Panel A: cuantificacion de
la densidad optica en pixeles Mfn2/GAPDH de ratas delgadas sedentarias, DgS, (n=4) y con
actividad fisica, DgAF, (n=4); de ratas obesas sedentarias, ObS, (n=3) y con actividad fisica,
ODbAF, (n=4). Panel B: western blot representativo de Mfn2 y GAPDH de ratas delgadas con y
sin actividad fisica. Panel C: western blot representativo de Mfn2 y GAPDH de ratas obesas con

y sin actividad fisica. Los datos representan el promedio + error estandar. *p<0.05.
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7.3.2 Nivel de expresion de Drp1

A partir del analisis de los western blots, se evalu6 el nivel de expresion de la
proteina relacionada a la fision mitocondrial, Drp1. La figura 7, muestra el
analisis semicuantitativo, en donde los animales ObS presentaron una
tendencia no significativa a incrementar la expresién de Drp1 (39%) cuando se

comparé con el grupo DgS.

Por otro lado, se encontrd que la expresion de Drp1 en el musculo de ratas
ObAF, disminuy6 drasticamente en un 60% (p<0.05) al compararse con el
grupo DgAF. En el caso del grupo de ratas Dg, el resultado indica que la
expresion de Drp1 tiene una tendencia a incrementar (0.5 veces) en el musculo
de ratas DgAF en contraste con el control (DgS), sin embargo el analisis

estadistico no arroj6 una diferencia significativa.

También, se observé que el grupo de ratas ObAF presentaba una
disminucién en la expresiéon de Drp1 del 55% (p<0.05) al compararse con los
animales ObS. La figura 7B-C muestra las imagenes del western blot utilizadas
para el andlisis. Los resultados se obtuvieron normalizando la intensidad de la
banda correspondiente a Drp1 con la obtenida de GAPDH, utilizada como

control de carga.

44



Drp1 . Sedentarias
0.3 * |:| Sometidas a AF
 rr— *
I
0O 3 0.2-
T
<%
g o
a O
C 0.1
5 (] 1
0.0- T T
Dg Ob
B DgS DgAF C ObS ObAF
Drp1 | - | | |
GAPDHl ----"—---—l |----.—'---—|

Figura 7. Cambios en la expresion de Drp1 en el musculo gastrocnemio de ratas con
obesidad y delgadas, sedentarias y sometidas a actividad fisica. Panel A: cuantificacién de
la densidad optica en pixeles Drp1/GAPDH de ratas delgadas sedentarias, DgS, (n=4) y con
actividad fisica, DgAF, (n=4); de ratas obesas sedentarias, ObS, (n=5) y con actividad fisica,
ObAF, (n=5). Panel B: western blot representativo de Drp1 y GAPDH de ratas delgadas con y
sin actividad fisica. Panel C: western blot representativo de Mfn2 y GAPDH de ratas obesas con

y sin actividad fisica. Los datos representan en promedio + error estandar. *p<0.05.
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7.4 Analisis del estrés oxidante

Para abordar el segundo objetivo el cual consistid en determinar el estrés
oxidativo presente en las mitocondrias del musculo gastrocnemio de ratas
ObAF, se midié la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y catalasa.
Debido a que esta se incrementa en presencia de una concentracién elevada
de ERO. Por lo tanto, el calculo de dicha actividad sirve como marcador
indirecto de estrés oxidativo.

7.4.1 Analisis de la actividad de las enzimas antioxidantes
superoxido dismutasa y catalasa

Se midi6 la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD y catalasa mediante
ensayos de espectrofotometria. Con respecto a la actividad de la enzima SOD,
la figura 8A muestra que el grupo ObS la actividad disminuy6é en un 22% en
comparacién con el grupo DgS (p>0.05). En el grupo ObAF, la actividad
presentd un decremento del 27% con respecto al grupo DgAF (p>0.05). En el
grupo DgAF la actividad de esta enzima disminuy6 (46%) con respecto al grupo
control (DgS), de igual forma se presentd una reduccién en el grupo ObAF con
respecto al grupo ObS (50%). Sin embargo ninguno de los resultados anteriores
presentd significancia estadistica.

Con respecto a la enzima catalasa, en la figura 8B, muestra que en el grupo
de ratas ObS mostr6 un aumento en la actividad de la enzima del 50% al
comparase con el grupo DgS (p>0.05). La actividad de la enzima no mostrd
diferencia significativa entre el grupo DgAF y DgS (11%). Por otro lado, la
actividad de la enzima en el grupo DgAF y ObAF mostr6 un decremento del 9%
(p>0.05), decremento que se duplicé (18%, p>0.05) cuando se compararon los
grupos ObAF y ObS.
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Figura 8. Cambios en la actividad de enzimas antioxidantes de mitocondrias del musculo
gastrochemio de ratas con obesidad y delgadas, sedentarias y sometidas a actividad
fisica. Panel A: actividad de superdxido dismutasa en unidades de ratas delgadas sedentarias,
DgS, (n=4), fisicamente activas, DgAF, (n=4) y de ratas con obesidad sedentarias, ObS, (n=4) y
fisicamente activas, ObAF, (n=2). Panel B: actividad de catalasa en unidades de ratas delgadas
sedentarias, DgS, (n=5), fisicamente activas, DgAF, (n=5) y de ratas con obesidad sedentarias,
ObS, (n=5) y fisicamente activas, ObAF, (n=5). Los datos representan el promedio + error

estandar. *p<0.05.
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7.4.2 Analisis de la actividad de la enzima aconitasa

Se analiz6 la actividad de la enzima aconitasa, la cual, posee un centro de
hierro y azufre que es sensible a la oxidacion, esta enzima cataliza la
isomerizacion de citrato en isocitrato via cis-aconitato en el ciclo del &cido
tricarboxilico y la pérdida de su actividad, se considera una medida de dafno
oxidativo (Cantu, Schaack & Patel, 2009). Dicha actividad, se normalizé con la
actividad de la enzima citrato sintasa. La figura 9 muestra que al comparar al
grupo DgS con los animales ObS la actividad de la enzima disminuyé en un
31% (p<0.05) en el grupo de ratas con obesidad. Se observd una disminucion
en la actividad de la enzima en el grupo Dg AF (80%, p<0.05) con respecto al
grupo DgS. En el caso del grupo ObAF los resultados mostraron un decremento
del 96% (p<0.05) al compararlo con su control (ObS), al igual que el grupo
ODbAF el cual presentd un decremento en la actividad de la enzima del 97%

(p<0.05) en comparacion con el grupo DgAF.
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Figura 9. Cambios en la actividad de catalasa/citrato sintasa de mitocondrias del musculo
gastrochemio de ratas con obesidad y delgadas, sedentarias y sometidas a actividad
fisica. Unidades de catalasa/citrato sintasa en unidades de ratas delgadas sedentarias, DgS,
(n=5) y fisicamente activas, DgAF, (n=5), y de ratas con obesidad sedentarias, ObS, (n=5) y con
actividad fisica, ObAF, (n=4).
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8. DISCUSION

La obesidad es una enfermedad multifactorial, cuya principal etiologia se
relaciona con el desequilibrio entre la ingesta de nutrimentos y el gasto
energético (Marti et al., 2004). Afecta directamente al metabolismo celular,
donde la mitocondria juega un papel primordial (Egan et al., 2012) cuya funcién

es dependiente de la presencia de sustratos oxidables obtenidos de la dieta.

Uno de los principales tratamientos es la realizacién de AF, (Toledo et al.,
2006), la cual, estimula la contraccion del musculo esquelético, generando
cambios progresivos que se ven reflejados en la regulacién de las vias de
sefnalizacion especificas relacionadas con el metabolismo celular. (Friedman et
al., 2014). Sin embargo, poco se sabe acerca de la influencia de la AF sobre la
dinamica mitocondrial bajo condiciones de obesidad.

En orden de contribuir al esclarecimiento de dichos mecanismos, se analiz6
la expresion de las proteinas relacionadas con la dindmica mitocondrial y del
sensor energético por excelencia AMPK. Esta proteina es activada por el
aumento de la concentracion de AMP acoplada a la disminucion de ATP
intracelular. (Kahn et al., 2005; Friedrichsen et al., 2013).

Los resultados de la presente investigacidon concuerdan con lo reportado por
Gwinn y cols. (2008), en donde sugieren que el aumento en la expresion de
AMPK se debe a un incremento del estrés energético (elevacién en la
concentracion de AMP), suprimiendo vias biosintéticas, para favorecer la
sintesis de ATP. Sin embargo, en condiciones de obesidad, la AF, no logré
incrementar los niveles de AMPK, pero interesantemente la expresiéon de dicha
proteina se increment6 Unicamente por la condicién de obesidad, por lo que las
alteraciones metabdlicas ocasionadas por esta patologia pueden incrementar la
disponibilidad de la enzima.
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Es importante mencionar, que la actividad de la enzima es altamente
dependiente de fosforilacion en los residuos de Thr172 (Carling et al., 2011) y
Ser108 (Warden, 2001), evento que no es posible afirmar en condiciones de AF
y la propia condicién de obesidad, ya que no se cuenta con evidencia. Sin
embargo se ha reportado (Sriwijitkamol et al., 2005) que el entrenamiento fisico
(7 semanas de caminata forzada) de ratas Zucker obesas, se relaciona
positivamente con el aumento en la expresion de AMPK a1 (60%) que también

se fosforila ante el estrés energético.

Por otro lado, se realiz6 la comparacién de los grupos sedentarios (DgS vy
ObS), y se encontrd una diferencia significativa del 69% (p<0.05). De acuerdo a
la literatura, en el musculo gastrocnemio de ratas Zucker obesas (Sriwijitkamol
et al.,, 2005) los niveles de AMPK total, bajo condiciones basales no se
modifican. Sin embargo, es importante mencionar que ese resultado se refiere a
la suma de los niveles en la expresion de las diferentes subunidades de AMPK.
En el presente trabajo, se utilizd un anticuerpo que solo reconoce las

subunidades a1y a2, de donde podria surgir la diferencia entre ambos reportes.

Con respecto a las proteinas relacionadas con la dindmica mitocondrial, se
sabe que la funcion de Mfn2 en la fusion mitocondrial es dependiente del
potencial de membrana (Legros, Lombeés, Franchon & Rojo, 2002) la cual se
activa para reestablecer el potencial de membrana, cuando este se abate y
ademas favorece el intercambio de material genético. Un ejemplo de ello es la
inanicion o la alta demanda energética (Youle et al., 2012; Liesa et al., 2013).

Los resultados del presente trabajo mostraron que la AF incrementd la
expresion de Mfn2 en condiciones normales (Figura 6), lo cual concuerda con lo
reportado por Picard y cols. (2013), en donde observaron que las interacciones
entre las MME del musculo esquelético de ratones sometidos a una sola sesién
de AF intermitente, incrementaron 1.9 veces. Ademas, otro estudio (Cartoni et
al., 2005) revelé que en el musculo esquelético de ciclistas de alto rendimiento
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el RNAm de Mfn2 se incrementd 2.7 veces 24 horas después de una sola
sesion de AF extenuante. En ninguno de los dos trabajos mencionados, se
encontro diferencia en la expresion total de Mfn2, sin embargo el modelo era
distinto y la exposicion a la AF fue a diferentes tiempos. Ademas es importante
recordar que las ERO son las principales orquestadoras de la dinamica
mitocondrial y la frecuencia e intensidad de la AF modifica sus concentraciones

y por lo tanto, la respuesta a las mismas.

Con respecto a la activacion de la fisibn mitocondrial, los resultados
muestran que la condicion de obesidad presenta un elevado contenido de Drp1
(Figura 7) debido a que la fragmentacion de la red mitocondrial se encuentra
presente como consecuencia del estrés oxidante cronico al cual estan
sometidas (Liesa et al., 2013; Sebastian et al., 2011; Bonnard et al., 2008). Por
otro lado, en el grupo Dg se observd una tendencia a aumentar (0.5 veces)
después de una sola sesion de la AF, la cual, fue suficiente para observar un
incremento en Drp1, comparada con la condicion crénica de obesidad.

Estos resultados empatan con lo reportado por Igbal y cols. (2014), en donde
se encontr6 que la red mitocondrial de mioblastos expuestos a altas
concentraciones de H202 se encontraba fragmentada. Ademas, con estudios de
imagen, observaron que Drp1 se recluta desde el citosol hasta la mitocondria
bajo estas condiciones y que en presencia de un antioxidante la tasa de
eventos de fisibn se restauran mientras que los de fusién incrementa,

estableciendo una relacion dependiente de la presencia de ERO.

Al respecto, en la presente investigacién se llevé a cabo la mediciéon de la
actividad de enzimas antioxidantes como marcadores indirectos de estrés
oxidativo. Se encontr6 que la obesidad compromete la actividad de SOD (Figura
8), de manera que la incorporacién de la AF no reconstituyé su actividad,
debido a que la propia AF promueve una disminucion de la actividad de la
enzima, incluso en condiciones normales (Figura 8). Sin embargo, la actividad
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de la catalasa, no se vio modificada en ninguno de los grupos, lo cual es posible
debido a que la actividad de SOD disminuye y por lo tanto, la generacién de
H202 es mas baja por parte de la mitocondria. Este efecto, permite que el
radical superoxido se acumule, afectando enzimas como la aconitasa, la cual es
altamente sensible a este radical por tener un centro Fe-S (Cantu et al., 2009),
comprometiendo la funcién mitocondrial, el cual puede fungir como sefial que
dispara la cascada de sefializacidén relacionada con la dinamica mitocondrial
(Igbal et al., 2014; Bonnard et al., 2008).

Es importante mencionar que los resultados de investigaciones relacionadas
con el estrés oxidativo y la AF (Sebastian et al., 2010; Arbogast, Reid, 2004;
Navarro et al., 2003) no son concluyentes, ya que dependen del modelo
experimental, el tipo (aerébico o anaerdbico), el tiempo, el tejido, la frecuencia y
la intensidad de la AF, asi como el método de medicién, por lo tanto, nuestros
resultados no pueden ser ampliamente comparables con lo reportado en la
literatura. Por ejemplo, se ha reportado que la actividad de la SOD durante el
entrenamiento de resistencia incrementa, pero los niveles de RNAm
disminuyen (Li, 2008).

Otro estudio revela que la expresion de SOD citoplasmatica después de una
sesion de AF extenuante (6 horas de caminata forzada) incrementa de manera
significativa y de igual manera el RNAm de esta enzima pero la SOD
mitocondrial no presenta cambios. (Hitomi et lal.,, 2008). Estos resultados no
son comparables debido a que solo se aplicé una sesion de AF. Sin embargo,
nos permite sugerir que es necesaria mas de una sola sesién de AF para que el

sistema antioxidante se exprese y logre amortiguar los niveles de EROs.
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Con respecto a la actividad de la catalasa, se reportd que en el pulmoén, el
higado, el rifidén y el corazdn de ratas sometidas a 1 hora de natacion forzada,
la actividad se incrementd significativamente (Terblanche, 2000) lo que se
contradice con los resultados del presente trabajo, sin embargo, el efecto que
encontramos se realiz6 en el musculo gastrocnemio y no puede ser comparable

con otros c')rganos.

Por otro lado, la actividad de la enzima aconitasa que normalizada con la
actividad de la enzima citrato sintasa, mostré una reduccién significativa en
todos los grupos (Figura 9). Los resultados indican que las mitocondrias de las
ratas con obesidad estan expuestas a un estrés oxidativo mas elevado que las
ratas delgadas (Zorzano et al. 2009). De igual forma la disminucién de la
actividad de la enzima inducida por la AF (Figura 9), concuerda con la nocién de
que la AF promueve la formacion de ERO y por lo tanto, incrementa la
oxidacién de proteinas y enzimas sensibles como la aconitasa (Finkel,
Holbrook, 2000). Sin embargo, un reporte del 2007 demuestra que la AF en
humanos no afecta la actividad de la aconitasa del musculo esquelético, a pesar
del incremento del estrés oxidativo (Zhang et al., 2007). Otro estudio, encontrd
que la expresion genética de la enzima se ve significativamente inhibida en
ratones obesos sometidos a un entrenamiento (natacion forzada) de 5
semanas. (Petriz, Cunha, Villeth, Mehta, Rocha, Silva, 2012). Los resultados
indican que existe un incremento de estrés oxidativo después de la realizacion

de la AF extenuante y que la generacidén de ERO se encuentra presente.

La principal aportacion de esta investigacion, es que la AF aplicada a
individuos con obesidad, puede llevar a un aumento en la expresion de Mfn2
como respuesta adaptativa que involucra la regulacién de los eventos de la
dinamica mitocondrial, activando la fusiéon y disminuyendo la fisiébn. En este
sentido cabe mencionar que al medir la expresion de la proteina relacionada
con la fisibn mitocondrial se encontrd que al analizar el resultado del grupo Ob,
la expresién de Drp1 en el grupo ObAF disminuyd de manera significativa en
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comparacién con el grupo DgAF, esto correlaciona con la hipétesis de que la AF
puede favorecer a fusion mitocondrial bajo condiciones de obesidad. La razén
de esta respuesta involucra el aumento en la demanda energética, ya que los
animales han sido sometidos a una disminucién de las reservas de ATP debido
al ayuno y a la AF extenuante. Por lo tanto, con el afan de restaurarlo, el
potencial de membrana se ve disminuido, obligando a la mitocondria a

fusionarse y a inhibir la fisién.

Es importante mencionar que Mfn2 y Drp1, representan solo algunas de las
proteinas relacionadas con la fusién y la fisibn mitocondrial respectivamente.
Por lo tanto, no se puede asegurar que la dinamica mitocondrial se polariza
hacia la fusién después de un evento agudo de AF extenuante.

Como parte de las perspectivas del presente trabajo, se debe analizar la
expresion de otras proteinas como Opail y Fis las cuales interaccionan con la
MME, igualmente llevar a cabo experimentos que confirmen la activacion de
Drp1 (forma fosforilada).
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9. CONCLUSIONES

El exceso de nutrimentos en la condicidon de obesidad eleva la carga
metabdlica de la célula, polarizando la dinamica mitocondrial hacia la fision. Sin
embargo, cuando se somete a AF la demanda energética aumenta, y esto
provoca la disminucién en la expresién de Drp1 con el concomitante aumento
de Mfn2 para favorecer la fusion e incrementar la eficiencia metabdlica de la

célula.

El incremento en la expresién de AMPK en el grupo ObAF indica que existe
un aumento en la demanda energética y una tendencia a fusionar la red
mitocondrial. Por lo tanto, la propensiéon de los niveles de expresion de las
proteinas relacionadas con la dindmica mitocondrial bajo condiciones de
obesidad y posterior a la AF, concuerda con el hecho de que la generacion de
ERO secundaria a la contraccién muscular, se relaciona con la fusiéon de la red
mitocondrial que se encuentra fragmentada bajo condiciones de obesidad.
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