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ABREVIATURAS
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ACC: Acetil-CoA carboxilasa

AF: Actividad fisica

AMP: Monofosfato de adenina

AMPK: Cinasa dependiente de AMP

ASP: Proteina estimuladora de acilacion
ATP: Trifosfato de adenina

CAT: Catalasa

CBS: Cistationina-p-sintasa

CFTR: Regulador transmembranal de la fibrosis quistica
cm: centimetros

DK: Dominio con la actividad cinasa

dL: decilitros

DR: Dominio autorregulador

DT2: Diabetes tipo 2

ECV: Enfermedad cardiovascular

EDL: Mdsculo extensor largo de los dedos
EF2: Factor de elongacion 2

eNOS: sintasa endotelial de 6xido nitrico
FAS: Sintasa de acidos grasos

G6Pasa: Glucosa-6-fosfatasa

GBD: Dominio de unién a glucégeno
GLUT4: Transportador de glucosa

GPAT: Glicerol-3-fosfato acetiltransferasa



GPx: Glutation Peroxidasa

GS: Glucégeno sintasa

HDL: Lipoproteina de alta densidad

HMGR: 3-hidroxi-metilglutaril-CoA

HSL: hormona sensible a lipasa

IL-6: Interleucina 6

IRS1: sustrato receptor de insulina

KIS: Dominio de secuencia de interaccion cinasa
ME: Musculo esquelético

mg: miligramos

mTOR: Blanco de rapamicina en mamiferos
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
PAI-1: inhibidor del activador de palmin6geno
PE: Prueba de esfuerzo

PEPCK: Fosfoenolpiruvato carboxicinasa
PFK2: fosfofructosacinasa 2

RI: Resistencia a la insulina

SM: Sindrome metabdlico

SNF1-ASC: Dominio de asociacion con el complejo SnF1
SOD: Super oxido dismutasa

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

Mg: microgramos

ML: microlitros

pMU: microunidades



ABREVIATURAS CORRESPONDIENTES A LOS GRUPOS EXPERIMENTALES
SM SIN EXER : Ratas con sindrome metabdlico sin realizacidén de ejercicio

SM + EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio
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Resumen
El sindrome metabdlico (SM) se diagnostica por la presencia de obesidad abdominal,

el incremento en la presién sanguinea, elevados niveles de glucosa vy triglicéridos en
sangre, y bajos niveles de colesterol de baja densidad c-HDL de acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

La prevalencia del SM ha aumentado globalmente, y es debido al consumo excesivo
de dietas hiperenergéticas (elevadas en azlcar y grasa), y la reduccién de la actividad

fisica.

El objetivo de este trabajo fue determinar si la actividad fisica en ratas con SM, tiene
un efecto sobre la activacién de la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK) vy el
estrés oxidativo (EOx), y con ello la mejora del SM. Con este fin se propusieron dos
grupos experimentales; a ambos grupos se les ministro sacarosa al 30% en su agua
para beber ad libitum. ElI grupo uno lo conformd aquellas ratas que no realizaron
actividad fisica (SM SIN EXER) n=5, y el grupo dos correspondi6é a las ratas que

realizaron actividad fisica de la semana 17-25 (SM + EXER) n=5.

En este proyecto se realiz6 una curva de ganancia de peso corporal semanal de las
ratas de cada grupo experimental. Se aplicaron los protocolos de activacion fisica a
las ratas y estimulacion eléctrica sobre los musculos séleo y el masculo extensor largo
de los dedos (EDL), con el fin de determinar el efecto del ejercicio sobre la ganancia

de peso y la activacion de la AMPK.

Se realizé también, una prueba de tolerancia a la glucosa via oral, se determinaron
parametros bioquimicos (glucosa, triglicéridos e insulina), se cuantificé proteina por
método de Lowry, se realizaron ensayos de Western-blot para cuantificar la cantidad
de AMPK fosforilado ( p-AMPK), AMPK total y actina de los musculos séleo y EDL de
las ratas con y sin aplicacion de actividad fisica con y sin estimulo eléctrico

(contraccion).



Finalmente se determind la actividad de las enzimas antioxidantes (catalasa, glutation

reductasa y super 6xido dismutasa) y la carga antioxidante (ABTS).

Ante la induccién del SM mediante la ministracion de sacarosa al 30% en el agua para
beber en ambos grupos experimentales, se observaron cambios notables en la
ganancia de peso corporal, en los niveles de triglicéridos, glucosa e insulina en
sangre, validando a su vez el desarrollo del sindrome metabdlico. El grupo que no
realizé actividad fisica (AF) durante 8 semanas (SM SIN EXER), tuvo una ganancia de
peso significativamente mayor en comparaciéon al grupo que si realiz6 AF (SM +
EXER). En los niveles de glucosa, triglicéridos e insulina, se observo que no hay una

mejoria.

También se observd que la fosforilacion de AMPK aumentd con la realizacion de

ejercicio y la aplicacion de estimulo eléctrico (contraccion).

Respecto a las enzimas antioxidantes hay una mayor actividad de la enzima catalasa
(CAT), pero en la actividad de las enzimas GPx, SOD total, citosolica y mitocondrial

no hay diferencias significativas.

Finalmente, en la carga antioxidante se observa que el grupo SM+ EXER presenta
una actividad oxidante mayor con respecto a los demas grupos, este resultado puede
relacionarse a que los animales generaron un mayor estrés oxidativo en respuesta al
SMy la AF.



1.0 Introduccioén

1.1 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es un conjunto de factores de riesgo para la diabetes tipo dos
(DT2) y las enfermedades cardiovasculares (ECV), teniendo como factor comuan la
resistencia a la insulina (RI) e hiperinsulinismo, dando como resultado la asociacion

con trastornos en el metabolismo de los carbohidratos y lipidos [1].

Desde un principio se ha puesto en evidencia la existencia de multiples factores de
riesgo asociados al SM. Se han encontrado informes historicos en donde se describen
las bases anatomicas de muchas enfermedades (1761, De Sedibus et Causis
Morborum per Anatomen Indagatis), en donde Morgani hace una asociacion entre la

obesidad abdominal, metabolismo anormal y ateroesclerosis [2].

En 1923 Kylin describe la presencia de hipertension, hiperglicemia y la acumulacién
de &cido urico en las articulaciones que provocan artritis. En 1947 Vague asocia la
obesidad con ciertas anormalidades metabolicas. Pero es hasta 1988, cuando Gerald
Reaven describe el SM, o “Sindrome X", y lo define como el conjunto de alteraciones
en la homeostasis de la glucosa, la insulina, los bajos niveles del colesterol HDL y la

presion arterial elevada [3].

Reaven et al postularon que la resistencia a la insulina es el factor comun del
sindrome X, sugiriendo que las alteraciones presentes en el metabolismo de la

insulina tienen como consecuencia un factor de riesgo cardiovascular [3].

Diez afios después la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), introduce el término
sindrome metabdlico como una enfermedad que se puede diagnosticar mediante

criterios definidos.

En un informe del 2001 realizado por el Panel Il de Tratamiento del Adulto (ATP 1lI
por sus siglas en inglés Adult Treatment Panel Ill), se hace uso del término SM,

convirtiéndose en la definicién mas utilizada.



Los estudios realizados sobre la prevalencia del SM en nuestro pais reportados por el
ATP Ill, e IDF indican que los adultos mayores de 20 afios presentan el SM en un
36.8% para el ATP lll, y 49.8% para la IDF, siendo las mujeres las méas afectadas,

debido a que tienen un mayor porcentaje de obesidad, [4].

1.2 Obesidad
La Organizacion Mundial de la salud (OMS), define a la obesidad como una

acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud [4].

De acuerdo a la definiciéon de la OMS, un IMC igual o superior a 25 kg/m? determina
sobrepeso y un IMC igual o superior a 30 kg/m? determina obesidad, [4]. En las ratas

la obesidad se determina por la relacion del tamafio de la tibia y la grasa abdominal

[5].

La obesidad y las comorbilidades asociadas a ella como la resistencia a la insulina
(RI), las dislipidemias, DT2 y ECV, constituyen actualmente el mayor problema de
salud publica en el mundo. Los datos arrojados en el 2014 mencionan que, mas de
1900 millones de adultos de 19 afios 0 mas tenian sobrepeso, de los cuales mas de
600 millones eran obesos, y aseguraba que alrededor del 13% de la poblacion adulta
mundial (un 11% de los hombres y un 15% mujeres) eran obesos. Asimismo, se
estima que alrededor de 41 millones de nifios menores de 5 afios tienen sobrepeso u
obesidad, [4].

A nivel mundial la prevalencia de la obesidad (entre 1980 y 2008) se ha duplicado a

mas de quinientos millones de personas [4].

La causa principal del sobre peso y la obesidad es un desequilibrio energético entre
calorias consumidas y gastadas, debido a un aumento en la ingesta de alimentos de
alto contenido energético, ricos en grasa y azucar, esto aunado a una disminucion en

la actividad fisica [4].



Las consecuencias mas comunes de la obesidad para la salud son: 1) ECV; 2) DT2;
3) trastornos del aparato locomotor principalmente osteoartritis; 4) algunos canceres

(endometrio, mama, ovarios, prostata, higado, vesicula biliar, rifones y colon).

1.3 Actividad Fisica
La OMS define actividad fisica como cualquier movimiento corporal producto de los

musculos esqueléticos que exija gasto de energia, [4].

La inactividad fisica representa el cuarto factor de riesgo en lo que respecta a la
mortalidad mundial (6% de las muertes registradas en todo el mundo). Se estima que
la inactividad fisica es la causa principal de aproximadamente un 21%-25% de los

canceres de mamay colon y el 27% de los casos de diabetes, [4].
Realizar actividad fisica de manera regular:

e Reduce el riesgo de hipertension, cardiopatia coronaria, diabetes, cancer de

mama y colon.
e Aumenta las concentraciones de colesterol HDL.

e Disminuye las concentraciones de proteina C reactiva en el organismo. Esta
proteina es un indicador de la inflamacién, concentraciones altas de proteina C
indican un mayor riesgo de sufrir enfermedad coronaria [6].

e Disminuye el sobrepeso y obesidad cuando se combina con una alimentacion

sana y balanceada.
e Mejora la salud 6sea y funcional.
e Es fundamental para el equilibrio calérico y control de peso.

e Mejora el control glucémico, posiblemente debido a que el efecto de
contraccion muscular es similar al de la insulina, ya que desplaza la glucosa

desde el plasma al interior de la célula [7].



La actividad fisica no debe confundirse con el ejercicio. Se entiende por ejercicio a
una variedad de actividad fisica planificada, estructurada, repetitiva, con un objetivo
relacionado con la mejora o el mantenimiento de uno o mas componentes de la
aptitud fisica. La actividad fisica abarca el ejercicio; pero también otras actividades

como son: labores domésticas, formas de transporte activas, actividades recreativas,

[8].



ANTECEDENTES

Hoy en dia, la humanidad enfrenta uno de los mas grandes problemas de salud: la
obesidad, la diabetes y las enfermedades cardiovasculares (ECV), ya que estos
desdrdenes metabdlicos crénicos, representan la principal causa de mortalidad a nivel
mundial, disminuyen la calidad de vida de quien lo padece, asi mismo, afectan
severamente a la poblacidbn econdmicamente activa, debido a que se invierte una

cantidad considerable de dinero para tratar las complicaciones crénicas que conllevan

91

El conjunto de estos desdrdenes metabdlicos cronicos se conoce como SM, cuyas
consecuencias representan el 60% de las causas mortalidad a nivel mundial asi

mismo sus complicaciones cardiovasculares representan la primera causa de muerte

[9]

El sindrome metabdlico es considerado como una enfermedad multifactorial ya que es
el resultado de la interaccion de distintos factores como son: 1) factores metabdlicos;

2) factores genéticos; 3) factores ambientales, y 4) malos habitos alimenticios [10].

Dentro de los diferentes factores causantes del SM hay dos principales: 1) La
resistencia a la insulina (RI); que se refiere al momento en que las células del cuerpo
se vuelven menos sensibles y, eventualmente, resistentes a la insulina. En cada tejido
se presentan diferentes niveles de afectaciéon, por ejemplo, en masculo esquelético se
altera la captacion de glucosa estimulada por insulina, en pancreas se deja de
producir suficiente insulina por lo que hay un aumento de glucosa en sangre, dicha
alteracién es diagnosticada como DT2. 2) La obesidad que se define como la
acumulacion anormal de masa grasa en el cuerpo, y guarda una estrecha relacién con
la resistencia a la insulina (RI). A esta enfermedad se le atribuye tener altos niveles de

colesterol en sangre, bajos niveles de c-HDL e hiperglicemia [2].



Independientemente de los diferentes factores causante del SM, el denominador
comun es un desequilibrio en la produccion y utilizacion de energia a nivel celular,

obtenida principalmente por oxidacion metabdlica de hidratos de carbono y lipidos, [9].

En diferentes estudios se ha comprobado que el SM y la RI alteran diferentes vias de
sefalizacion siendo de principal estudio la via de la proteina cinasa dependiente de
AMP (AMPK) la cual actia como un sensor metabdlico regulando el metabolismo de
lipidos y glucosa [11].

La activacion de la AMPK depende en gran medida del nivel de energia, por ejemplo,
durante la realizacion de ejercicio la proporcion ATP/AMP cambia, ya que aumentan

los niveles de AMP, lo que eventualmente conlleva a la activacion de la enzima.

Se ha estudiado que la desregulacion de la AMPK juega un papel importante en la RI
y el sindrome metabdlico. Asi mismo se han propuesto estrategias que pueden ser
aprovechadas para la prevencion y tratamiento del SM teniendo como blanco a la
AMPK [11].

El ejercicio ha mostrado tener efectos sobre la activacion de esta enzima, dicho efecto
se ve reflejado en la disminucién de diferentes enfermedades asociadas al SM
ejemplo son: DT2, hipertension, ateroesclerosis, algunos canceres, ECV ya que

reduce la RI.

En un estudio realizado con roedores, los cuales fueron puestos a correr sobre una
banda sin fin. Se demostré que esta intervencion incrementa la expresiéon de 3
enzimas que regulan a AMPK que son: LKB1, CAMKKB y SIRT1, y eventualmente
activa la oxido nitrico sintasa (eNOS) enzima que se ha demostrado que protege

contra la aterogénesis en animales experimentales [12].

Asi mismo se han publicado numerosos estudios que indican una estrecha relacion
entre las enfermedades implicadas en la patogénesis del SM y el estrés oxidativo
(EOx). Ejemplo es: la hiperglicemia crénica que, causa EOx en tejidos propensos a

complicaciones de pacientes con DT2.



Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para generar energia liberan radicales
libres (RL) y en las células existen sistemas de defensa que neutralizan a estas
moléculas, como las enzimas antioxidantes (Catalasa (CAT), Super Oxido dismutasa
(SOD) y Glutatibn Peroxidasa (GPx)). Tanto los RL como los antioxidantes se
encuentran en equilibrio; cuando hay un exceso de RL y superan la barrera

antioxidante se llega al EOx.

Los productos nitrosilados u oxidados del ataque de radicales libres, disminuyen la
actividad biolégica de macromoléculas, lo que lleva a la disminucién en el
metabolismo energético, sefalizacion celular, transporte y otras funciones principales,
[13].

El ejercicio posee un rol controversial en la produccién de RL. El ejercicio fisico
agudo, es decir extenuante, el cual esta asociado con el incremento en la generacion
de RL, debido principalmente al incremento en el consumo de oxigeno [14]. El
ejercicio extenuante causa EOx en personas sedentarias. Realizar ejercicio de
intensidad moderada, podria prevenir diversas patologias debido a la peroxidacion

lipidica, disminucion del dafio muscular y elevacion del sistema antioxidante [15].

En condiciones normales los roedores sometidos a una rutina de ejercicio no
presentan alteraciones en los parametros bioquimicos. Sin embargo hay mejores
adaptaciones al ejercicio en las ratas sanas, en comparacion con aquellas que

padecen alguna alteracién causada por el SM.

Asi mismo existe un balance entre las especies antioxidante y oxidantes en animales
sanos, por lo que no se genera un EOx, en comparacion con la ratas que padecen SM
ya que hay un exceso de especies oxidantes, las cuales causan dafos a
macromoléculas (hidratos de carbono, lipidos proteinas y acidos nucleicos), que se
asocia con el desarrollo de diversas enfermedades sobre todo en aquellas que
conllevan un proceso inflamatorio, como la diabetes, artritis, enfermedades

cardiovasculares entre otras [16, 17].



Modelo de SM inducido por consumo de sacarosa

El modelo de SM en ratas se ha convertido en uno de los principales objetos de
estudio, debido a que actualmente, la obesidad y el SM se han convertido en una
pandemia. Como ya se ha mencionado, los principales factores causantes de la
obesidad y el SM son un aumento en el consumo energético y una disminucion de la

actividad fisica [9].

La inducciéon del SM en ratas se logra por medio de una dieta alta en hidratos de
carbono o grasas o la combinacién de ambas. En este estudio se realizé6 mediante
una dieta alta en hidratos de carbono, ya que el consumo excesivo y prolongado de
hidratos de carbono causa almacenamiento de acidos grasos en el tejido adiposo y se

asocia con la ganancia de peso, con el aumento de triglicéridos en sangre y RI.

El modelo de SM inducido por consumo de sacarosa se realizd mediante la
ministracion de sacarosa al 30% en el agua para beber ad libitum [9].

En este proyecto no se requirié el uso de ratas sanas, ya que se evaluo el efecto de la
actividad fisica sobre el SM y EOx, en un modelo de SM inducido por una dieta alta en
hidratos de carbono, con el fin de demostrar que la actividad fisica puede ser una
alternativa de tratamiento y asi mejorar las complicaciones crénicas que conllevan el
SM.
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2.0 MARCO TEORICO

2.1 Definicion de Sindrome metabadlico

El sindrome metabdlico (SM) es un trastorno multicomponente caracterizado por:
obesidad, resistencia a la insulina (RI), dislipidemia e hipertension, y a su vez se
asocia al riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2 (DM2), y enfermedades

cardiovasculares, [1].

MEDICION OMS EGIR ATPIN AHA/NHLBI IDF
CLINICA 3 0 mas factores 2 0 mis de 3 0 mas 3 0 miis factores 2 o mis de
factores factores factores
INSULINO GAA, TGA, DM Insuling No No No
RESISTENCIA tipo2 0 plasmitica >
disminucitn de la percentil 75
sensibilidad & Ia
insulina
OBESIDAD IMC > 30 ylo Cintura >95cm Cintura> 102 Cintura > 102 cm Cintura > del
relacién cintura envaronesy >  cmenvaronesy en varones y > 88 umbral definido
cadera > 09 en B0 ¢men B8 cmen cIm en mujeres para cada grupo
varones y > 0.83 mujeres mujeres étnico
on mujeres
DISLIPIDEMIAS TG = 150 mg/dL TG =150 TG =150 TG = 150mg/dL. TG > 150 mg/dL.
y'o HDL < 35 mg/dL y/o HDL mg/dL
mg/dL en varones < 35 mg/dL en
0<3¥mgidl.en  varomeso <39
mujeres mg/dL en o HDL< 40 o HDL< 40 o HDL< 40
mujeres mg/dL en mg/dL en varones mg/dL en
varones 0 <50 0 <50 mg/dL en varones o < 50
mg/dL en mujeres mg/dL en
mujeres mujeres
PRESION = 14090 mm Hg > 140/%) mm 213085 mm = 130V85 mm Hg > 13085 mm
ARTERIAL Hg Hg Hg*
GLUCEMIA GAATGA o Glucemia en Glucemia en Glucemin en
DM tipo 2 ayunas > 110 ayunas > 110 ayunas > 110
mg/dL mg/dL mydL
OTROS Micro
albuminuria

Tabla 1. Definiciones del SM de acuerdo a diferentes Organizaciones de salud; EGIR, Grupo Europeo
para el estudio de la resistencia a la insulina; ATP Ill, Panel del Tratamiento para Adulto I,
AHA/NHLBI, Sociedad Americana de Corazon/ Instituto Nacional del corazén, Pulmén y Sangre; IDF,
Federacién Internacional de Diabetes; GAA, Glucosa alterada en ayunas; TGA, Tolerancia a la glucosa

Alterada [9].
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2.2 Obesidad y SM

La obesidad es el factor principal causante para el desarrollo del SM, lo que implica
una alteracion en el metabolismo de la glucosa, modificaciones del patron lipidico
(aumento de triglicéridos y descenso en los valores de colesterol HDL), hipertension
arterial, desarrollo de DM2 entre otros [18].

En las ultimas décadas la obesidad ha crecido de manera acelerada alcanzando
proporciones epidémicas a partir de 1998 y, desde esa fecha, se ha convertido en uno
de los principales problemas de salud publica en el mundo. La OMS ha estimado que
mas de 2.8 millones de personas mueren cada afio en todo el mundo a causa del

sobrepeso y la obesidad [19].

Las prevalencias de sobrepeso y obesidad son mayores en el continente americano
(62% de sobrepeso en ambos sexos y 26% de obesidad), y menores en el sur de Asia

(14% de sobrepeso en ambos sexos, y 3% de obesidad) [20].

La prevalencia del SM a nivel mundial se ubica entre un 15%-40%, y varia segun el
género, edad, etnia, y criterio: Criterio OMS: 35.3%, ATP Ill 20.2%, y EGIR 24% [10].

2.3 Impacto del Sindrome Metabdlico en el mundo

El SM se esta convirtiendo en uno de los principales problemas de salud publica, lo
cual esta asociado con incremento de 5 veces en la prevalencia de DM2 y de 2 a 3
veces en ECV [21, 22]. Debido a todos los factores que conforman al SM se ha
considerado como un elemento importante en la epidemia actual de diabetes y de
ECV. Las ECV también son un problema de salud publica importante. En todo el

mundo 16.7 millones de muertes se deben a enfermedades cardiovasculares [23].

El actual aumento de la obesidad y el SM llevard a una nueva epidemia de ECV a
nivel mundial. La razéon de esta posible epidemia no estd del todo establecida; se
asocian factores medioambientales, cambios en el estilo de vida, dietas con alto

aporte calorico y disminucion de la actividad fisica [18].
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Se sabe que dentro de todos los factores causantes del SM el origen étnico es uno
ellos, en Estados Unidos se demostroé que el SM se desarrolla segun las diferentes
etnias por lo que la ATP-IIl y la IDF determinaron que la prevalencia del SM es la
siguiente: hombres blancos la prevalencia del SM es de 35% (IDF 46%), en hombres
afroamericanos es de 21.6% (IDF 24.2%), en el caso de la mujeres se observé que
aguellas de origen mexicano tienen la mayor prevalencia de SM con un 37.8%
(39.2%), respecto a las mujeres blancas (33.7% y 33.8% IDF) y las afroamericanas
(36.9% y 35.8% IDF) [22].

2.4 El impacto del sindrome metabdlico en México
La DT2y las ECV son la principal causa de mortalidad en nuestro pais, y son factores

de riesgo para desarrollar SM.

Desde el afio 2000, la DT2 en México es la primera causa de muerte entre las
mujeres y la segunda entre los hombres [23]. En 2010, esta enfermedad causo cerca

de 83000 muertes en el pais [24].

Las ECV causan también la mayoria de los decesos en el pais considerandose a las
cardiopatias isquémicas como el padecimiento mas letal, afectan principalmente a

personas mayores de 40 afios y con mas frecuencia en hombres, en un 65%.

De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Puablica (INSP) el 68.5% de los
mexicanos tiene problemas de obesidad y sobrepeso, el 58% padece DT2, 21% de
dislipidemia y el 43.2% padece hipertension arterial [24]. A nivel mundial México se

posiciona en primer lugar en obesidad infantil y el segundo en adultos.

Conforme a la Encuesta Nacional de la Salud y Nutricion realizada en el afio 2012, se
encontr6 que la poblacibn mexicana mayor de 20 afios presenta una prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad del 71.28% (48.6 millones de personas), esto
significa que 7 de cada 10 mexicanos sufren de sobrepeso u obesidad, asimismo se
observd que la prevalencia de DM2 era del 11% y de un 30% para la hipertensiéon
[6,23].
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2.5 Factores causantes del sindrome metabdlico

Los factores de mayor riesgo del SM se relacionan con la Rl y con el aumento del
tejido adiposo (en particular el incremento de la grasa visceral abdominal), estos
factores son consecuencia del consumo de dietas con alto contenido energético e
inactividad fisica. La disminucion de la sensibilidad a la insulina conlleva a un menor
ingreso de glucosa al muasculo y tejido graso, teniendo como consecuencia la
hiperglucemia que estimula a las células beta-pancreaticas a producir mas insulina
dando como resultado el agotamiento de éstas [25].Las alteraciones inducidas por
obesidad y ECV, son también factores involucrados con el SM. El tejido adiposo
secreta proteinas denominadas adipocinas, entre ellas destaca la adiponectina
(proteina involucrada en la sensibilidad de la insulina), PAI-1, ASP, TNF-a, IL-6 y

resistina [26].

Uno de los principales efectos de las adipocinas, es la homeostasis metabdlica ya sea
sensibilizando o desensibilizando la accién de la insulina en los diferentes tejidos
blanco lo que se conoce como resistencia a la insulina. La obesidad se caracteriza por
un aumento desmesurado de la adiposidad, o que conlleva al incremento de las
adipocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, resistina), y un decremento de las
adipocinas antiinflamatorias (adiponectina), las cuales modifican la sensibilidad a la

insulina, desencadenando la arteriosclerosis y otras complicaciones vasculares [26].

La adiponectina es una adipocina antiinflamatoria producida por los adipocitos, se
encarga de la regulacion del balance energético y del metabolismo del tejido adiposo
periférico. EI mecanismo por el cual media la sensibilidad a la insulina parece estar
relacionado con el aumento de la oxidacién de &cidos grasos y la utilizacion de

glucosa via activacion de AMPK [26,27].
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2.6 Musculo esquelético y contraccion muscular

El masculo esquelético (ME) comprende a la gran masa de la musculatura somatica,
funciona bajo el control voluntario ya que se encuentra inervado por el sistema
nervioso somatico; esta constituido por largas células multinucleadas (células
musculares) y es el responsable directo de que el organismo y todos sus
componentes tengan movilidad. Las células musculares tienen la capacidad de
convertir la energia quimica en energia mecanica, funcién requerida para llevar a

cabo el proceso de contraccion [28].

2.6.1 Morfologia

El ME esta constituido por fibras musculares individuales, que son los ladrillos del
sistema muscular. Casi todos los musculos esqueléticos comienzan y terminan en
tendones, estando las fibras musculares dispuestas en paralelo entre los extremos
tendinosos, de modo que la fuerza de contraccion de las unidades es aditiva (Figura
1) [29].

Cada fibra muscular es una célula con varios ndcleos, es alargada, cilindrica y se
encuentra rodeada por una membrana celular denominada sarcolema. Las fibras
musculares estan hechas de miofibrillas, y se dividen en filamentos individuales. Estos

filamentos estan constituidos por proteinas contractiles (Figura 1) [29].

Los diferentes componentes de las fibras musculares causan diferencias en los
indices de refraccion formando estrias que se ubican de forma transversa y son
caracteristicas del ME. Estas zonas son identificadas por letras y se denominan
bandas.

La banda clara | esta dividida por la linea oscura Z, y la banda oscura A que contiene
en el centro a la banda H mas clara. Una linea transversa M se observa en medio de
la banda H, y esta linea mas las areas claras angostas a cada lado de ella, a veces
son llamadas la zona seudo-H. El area entre dos lineas Z adyacentes se denomina

sarcomero. (Figura 1) [30].
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Las estriaciones forman filamentos delgados y gruesos. Los filamentos gruesos, estan
hechos de miosina, tienen un didmetro aproximadamente del doble que los filamentos
delgados y estan alineados para formar las bandas A. Los filamentos delgados estan

constituidos por actina, tropomiosina y troponina, y forman las bandas | [30].

Las bandas mas claras H, en el centro de las bandas A, son las regiones donde los
filamentos delgados no se sobreponen a los gruesos cuando el masculo esta relajado.
Cuando se contrae ocurre un deslizamiento de los filamentos delgados sobre los

gruesos (Figura 2) [30].

Miofibrilla

Fibra muscular

Fasciculo

Epimisio muscular

Endomisio

Perimisio

Figura 1. Organizacién general del misculo esquelético. Esta representacion esquematica muestra la

organizacion general del musculo esquelético y su relacién con el tejido conductivo circundante [31].
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Miofibrilla
{compuesta por
miofilamentos)

Figura 2. Organizacién estructural de una fibra muscular. Los filamentos se organizan de tal forma
que imparten a la miofibrilla y a la fibra un aspecto estriado (formacién de bandas). La unidad

funcional de la miofibrilla es el sarcomero, que se extiende desde una linea Z hasta la siguiente

banda [30].

) Fidamento grueso
Filamento fino

H

Linea M
Figura 3. Sarcomeros en estados funcionales diferentes. En estado relajado (diagrama del medio)

el entrecruzamiento de los filamentos delgados y gruesos no es completa; las bandas H e | son

relativamente anchas [30].
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El mecanismo contractil del ME depende de las proteinas miosina (peso molecular
46kDa), actina (peso molecular 43kDa), tropomiosina (peso molecular 70kDa) y
troponina. Esta ultima esta formada por tres subunidades troponina |, troponina T y

troponina C. las tres subunidades tienen pesos moleculares que van de 18-35 kDa.

2.6.2 Proteinas contractiles

La miosina es una proteina compleja que se une a la actina. En las células epiteliales
del intestino, en el ojo y probablemente en otros 6rganos, presenta una sola cabeza
sin cola (miosina 1), mientras que en el madsculo esquelético presenta una cola con

dos cabezas (miosina Il) [30].

La miosina Il estd formada por dos cadenas pesadas y cuatro cadenas ligeras. Las
cadenas ligeras y las porciones terminales N de las cadenas pesadas se combinan
para formar las cabezas globulares (figura 6). Esta cabeza globular posee dos sitios
de fijacion especificos, uno para el ATP y el otro para la actina. También presenta
actividad de ATPasa y motora. Las moléculas de miosina de la fibra muscular, se
agrupan cola con cola para formar los filamentos gruesos de miosina. Las cabezas
globulares de los filamentos de miosina establecen puentes cruzados entre los

filamentos gruesos y delgados [30].
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Cadena ligera Cadena ligera
de 18 kDa \ de 22 kDa

J Cadena pesada Sitio de fijacion
Molécula de miosina P \/ J

s s ; . para actina
F;SS\‘*\%\%B‘—‘{/; § Sitio de fijacion
: = I para ATP

Cola Cabeza'-' Sitio de fijacion

Filamento
grueso

para actina

<

Figura 4. Representacion de la miosina Il, una proteina de 510 kDa, estd compuesta por dos cadenas
polipeptidicas pesadas (222kDa cada una) y cuatro cadenas ligeras que son de dos tipos: cadena
esencial (18 kDa) y la cadena reguladora (22kDa), Las moléculas de miosina de la fibra muscular, se

agrupan cola con cola para formar los filamentos gruesos de miosina [30].

Actina G; es una molécula pequefia (42 kDa) se polimeriza para formar una hélice
bicatenaria, denominado filamento de actina F. estos filamentos de actina son polares;
todas las moléculas de actina G estan orientadas en el mismo sentido. El extremo
‘plus” de cada filamento esta unido a la linea Z por a-actinina, mientras que el
extremo “minus” se extiende hacia la linea M. Cada molécula de actina G del

filamento delgado tiene un sitio de unién a la miosina (figura 5) [30].

Tropomiosina; es una proteina de 64kDa, compuesta por una hélice doble de dos
polipéptidos. Forma filamentos largos que se ubican en el surco que se encuentra
entre las dos cadenas de actina F. En el madsculo en reposo la tropomiosina y su
proteina reguladora (complejo de troponina), ocultan el sitio de unién a la miosina que
hay en la actina (figura 7).

Troponina, las moléculas de troponina estan localizadas en intervalos a lo largo de las
moléculas de tropomiosina. Consiste en un complejo de tres subunidades globulares.
Cada molécula de tropomiosina posee un complejo de troponina; La troponina C
(TnC) es la subunidad mas pequefia de complejo (18kDa) y su funcion es de fijar
Ca?* lo cual es esencial para que inicie la contraccion. La troponina T (TnT), es una

subunidad de 30kDa, se une a la tropomiosina y ancla el complejo de la troponina. La
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troponina | (Tnl) también es de 30kDa se une a la actina e inhibe la interaccion actina-

miosina (Figura 5) [30].

Complejo de troponina

T”CT T Moléculas
1) R de tropomiosina
\ \ A
2 "‘ ’// \
4
\X \\ e oy
SR8 0 o MR o S,
’-.-"‘";"*,s_‘:.;a\ X FIDNNONT e ') i s Ex N
Edremo- ¥ &8 g X s == —h &l
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Figura 5. Representacién de la disposicion de actina, tropomiosina y las tres subunidades de

troponina (I, Cy T) [30].

2.6.3 Contraccion muscular
La contraccion muscular es el proceso mediante el cual se realiza el acortamiento de

los elementos contractiles en el musculo, implica el deslizamiento de los filamentos
delgados sobre los gruesos. El deslizamiento durante la contraccidn muscular es
producto de la ruptura y generacion de los enlaces cruzados entre la actina y miosina
[30].

La fuente energética inmediata para la contraccion muscular es el ATP. La hidrélisis
de los enlaces fosfato de alta energia de esta molécula esta catalizada por la
adenosintrifosfatasa (ATPasa) situada en las cabezas de miosina donde hacen

contacto con la actina.

El proceso de contraccion muscular, que se describe a continuacion es el mas

aceptado [31]:

1) La transmision del impulso nervioso activa a la fibra esquelética, provocando
una despolarizacion del sarcolema, y consecuente liberacion de iones calcio de
las cisternas del reticulo sarcoplasmico (RS), aumentandose la concentraciéon

de calcio intracelular (Fig.6-A)
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2)

3)

4)

5)

6)

Se lleva a cabo la unién de los iones calcio a la troponina C, causando un
cambio de conformacion del complejo de troponina, que conlleva al movimiento
de la molécula de tropomiosina, dejando libre el sitio de unién para la miosina,

en la actina (Fig.6-B)

La unién miosina-.actina marca el inicio de proceso de contraccion muscular,
debido a que la union induce la liberacion de ADP + Pi de la cabeza de miosina
Il (Fig.6-C)

Debido al cambio conformacional de la cabeza de miosina, ésta es capaz de
desplazar al filamento delgado de actina aproximadamente 10nm hacia la
banda H (Fig.6-D)

El cambio conformacional de la cabeza de miosina Il, hace posible la union del
ATP mediante la ATPasa (Fig.6-E)

Lo anterior conduce a un nuevo cambio conformacional del sitio de unién de la
actina, que provoca la separacion de los filamentos. Posteriormente se
hidroliza el ATP y con la energia liberada es posible que la miosina recupere su

conformacion inicial (Fig.6-F).
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ADPP

/ A+M-ADP-P,

Ca?+

A+M*-ATP

o)

Figura 6. Ciclo de la contraccion muscular; la hidroélisis del ATP permite que se lleve a cabo la union 'y
separacion de actina-miosina, por lo que el ATP separa la cabeza de miosina del filamento delgado y le

da energia a la contraccion [31]

2.7 Tipos de fibras musculares y caracteristicas metabdlicas del
musculo

Las fibras musculares esqueléticas se clasifican en tres tipos: las fibras tipo |
(oxidativas lentas), las fibras tipo lla (glucoliticas oxidativas rapidas) y las fibras de

tipo Ilb (glucoliticas rapidas) (Tabla 1) [31].
2.7.1 Caracteristicas metabdlicas del musculo séleo y EDL

El masculo séleo y EDL, son dos tipos de muasculo representativos de dos tipos de
metabolismo (oxidativo y glucolitico), y tipo de fibra (contraccion lenta y rapida). Una
de las diferencias funcionales mas grandes del metabolismo oxidativo y glucolitico es
que el glucolitico genera ATP a través de una corta via entre sustratos (por ejemplo,
glucosa) mientras que en el oxidativo, la via entre el sustrato (por ejemplo, glucosa) y
el ATP constituye de mas pasos en la reaccion (por ejemplo, glucdlisis mas ciclo
tricarboxilico, ademas del transporte de electrones) y corresponde a un proceso mas

largo. Consecuentemente, los musculos esqueléticos de accion répida son
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compuestos predominantemente de fibras blancas glucoliticas mientras que los

musculos de accion lenta, generalmente son rojos y oxidativos [31].

Caracteristica Tipo | Tipo IIA Tipo IIB
Otros nombres Oxidante Oxidante Glucaolitico rapido;
lento; rojo rapido; rojo blanco
Actividad de ATPasa Lenta Rapida Rapida

isoenzima miosina

Capacidad de bombeo de  Moderada Alta Alta
Ca?* del reticulo
sarcoplasmatico

Diametro Moderado Corto Largo
Capacidad de glucdlisis Moderada Alta Alta
Capacidad de oxidacion  Alta Alta Baja

(se correlaciona con el
namero de mitocondrias,
densidad capilar y
contenido de mioglobina)

Tabla 2. Clasificacion de los tipos de fibras en el misculo esquelético y sus principales caracteristicas
metabdlicas [31].

2.8 Musculo Soleo y musculo extensor largo de los dedos (EDL)
Tanto en el humano como en la rata, el musculo EDL se encuentra entre el Tibialis

anterior y los musculos Peroneus sobre las caras anteriores de la fibula y de la tibia.
El tenddn proximal del EDL se origina en el céndilo lateral de la tibia, en el asta
anterior de la fibula y en la membrana interésea (figura 7). El musculo pasa por
debajo de los ligamentos crurales cruzados y transversos en compafiia del peroneo

anterior y se divide en cuatro partes que recorren el dorso del pie, y que a cada una
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de las cuales se inserta en las falanges medias distales de los dedos del pie excepto
el dedo gordo [32,33].

A) B)

Extensor digitorum — Crasirooncm s

longus -— Cals

mussics
Solcus —

Achalics scodon

q

EDL

A' N\~
“
v

Figura 7. A) Localizacion del misculo EDL en humano y B) Localizacion del misculo séleo en humano
C) Localizacién musculo EDL en rata, D) Localizacion misculo soleo en rata.

Tiene la funcion de producir extension simultanea de los dedos del pie excepto la del
dedo gordo, se considera de metabolismo glucolitico, de contraccién rapida y tipo de
fibras llb.

El musculo séleo se encuentra por debajo de los musculos Gastrocnemius (gemelos)
por la parte posterior de la Fibula y de la Tibia (figura 9). El tenddn proximal del s6leo
se origina en la superficie proximal posterior de la Tibia y en la parte proximal
posterior de la cabeza de la Fibula. El s6leo y los Gastrocnemius forman una

estructura que se conoce como “triceps surae” que se convierte en el tenddn
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Calcaneal (Achilles), el cual se inserta en la parte posterior del hueso Calcaneus

[32,33]. Su funcién es de mantener la postura del cuerpo.

El musculo séleo se caracteriza por tener el mayor contenido de fibras de contraccion

lenta, por lo que su metabolismo es de tipo oxidativo.

2.9 Estrés oxidativo (EOx) y medicion del estado oxidante

El EOx se refiere al desequilibrio entre los niveles de agentes oxidantes y
antioxidantes, estando a favor el nivel de los oxidantes en células y tejidos. Este
desequilibrio causa la modificacion de lipidos, proteinas y ADN. Estas modificaciones
o dafios en dichas moléculas, se conoce como dafio oxidativo. Las especies
oxidantes son aquellas que causan o promueven la oxidacion y se entiende por
antioxidantes a las moléculas que inhiben la oxidacion y la formacion de especies
oxidantes (Figura 8) [16,17].

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas que en su estructura atdmica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, otorgandoles una

configuracion altamente reactiva o inestable a las moléculas [16].

En términos de reactividad con macromoléculas (acidos nucleicos, proteinas y
lipidos), el radical hidroxilo (*OH) es el mas reactivo y el tiempo de vida de estas
especies presentes en los constituyentes biologicos es extremadamente corto. Por
ejemplo, el anién superdxido (O2*) reacciona rapidamente con otra molécula de
superoxido (auto reaccidon de dismutacion), para formar peréxido de hidrégeno (H202).
Por otro lado, el tiempo de vida media del H202 puede ser de meses, siempre y
cuando, se proteja de la luz y de la contaminacion por trazas de metales. H202 es
rapidamente utilizado por enzimas antioxidantes como: catalasa, glutation peroxidasa
(Figura 9) [16].
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ANTIOXIDANTES

b
ESTRES OXIDATIVO

PRO-OXIDANTES

ERO

N
/ ERON

| DANOS OXIDATIVOS |

' : : - }

OBESIDAD || DIARETES TRANSTORNOS ATEROGENESIS | | CANCER
NEURODEGENERATIVOS

Figura 8. Representacion del desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes, propiciando la
oxidacién de biomoléculas y/o por alteracion de la homeostasis dando como resultado al padecimiento

de enfermedades crénicas [17].

NADP~ NADPH
A N
GSH GSSG

-/J\

0" ——> H,0; 02
Figura 9. Representacion de la accion de las enzimas antioxidantes [17]. Donde GSH representa el

mondmero reducido de glutation, GSSG representa la forma oxidada de glutation, GR glutatién

reductasa, GPx glutation peroxidasa.

El oxigeno singulete (‘O2) reacciona rapidamente con los grupos de cisteina e
histidina presentes en las proteinas, con lipidos insaturados y con algunos acidos

nucleicos.
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Las ERO se forman durante una gran variedad de procesos metabdlicos y son
requeridas para la sefalizacion celular. Durante el metabolismo se producen
moléculas toxicas que pueden causar dafio estructural y funcional a las células. Las
ERO o las especies reactivas del nitrogeno (ERN), tales como el anion superoxido
(O2*), peroxido de hidrogeno (H2032) y oxido nitrico (NO) entre otras juegan un papel

importante en la fisiologia y patologia celular [17].

El EOx puede deberse a: 1) la disminucion de los niveles de antioxidantes o enzimas

antioxidantes; 2) defectos en la expresion de genes antioxidantes [10].

La reduccion de los antioxidantes (vitaminas E, C y D flavonoides y carotenoides) y
micronutrimentos (Hierro, Cobre, Zinc, Selenio), los cuales son necesarios para el
correcto funcionamiento de enzimas antioxidantes (catalasa, super O0xido dismutasa
(SOD), glutation reductasa (GR), da como resultado la acumulacion de especies

oxidantes (radicales libres y ERO) [10].

El EOx se asocia con el desarrollo de diversas enfermedades sobre todo en aquellas
gue conllevan un proceso inflamatorio, como la diabetes, artritis y ECV, entre otras
[10]

Medicion del estado oxidante

El dafio ocasionado por el EOx, se determina mediante dos métodos: directos e
indirectos. Entre los se encuentra la medicibn de la concentracion de agentes
oxidantes, lo cual resulta poco viable debido al costo, y por su corta vida media, por lo

gue la determinacion indirecta es la mejor opcion [34].
Métodos indirectos:

1. Determinacion de productos terminales de la accidbn oxidante sobre
biomoléculas; las EROs inducen en las proteinas la acumulacién de grupos
carbonilos, que pueden ser evaluados después de la condensacion con 2-4
dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH), comunmente utilizado para evaluar la

oxidacion de proteinas celulares. Algunos ejemplos son: medicion de
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compuestos que reaccionan con el acido tiobarbitarico, medicién de otros
aldehidos procedentes también de la lipoperoxidacion, medicion de
hidrocarburos voléatiles en el aire expirado y medicibn de compuestos

fluorescentes de la lipoperoxidacion [34].

2. Medicion de la concentracion de antioxidantes; en diferentes estudios
muestran que los niveles de antioxidantes pueden disminuir o aumentar por
diferentes enfermedades, por lo que al monitorearlos pueden resultar como

marcadores de enfermedades [34].

3. Medicion del estado antioxidante; expresa el balance dindmico entre el
sistema antioxidante y los oxidantes. Por ejemplo, la evaluacién de las
enzimas de EOx (catalasa, super oxido dismutasa y glutation peroxidasa)
[34].

3.1 Enzimas de estrés oxidativo
Las enzimas antioxidantes celulares mas estudiadas son:
» Catalasa (CAT):

La CAT, cataliza la descomposicion del peroxido de hidrogeno (H202) en
agua y oxigeno, se expresa en células aerdbicas de mamiferos y no
mamiferos conteniendo el sistema citocromo. La actividad de catalasa varia
de tejido en tejido por ejemplo: se ha observado actividad alta en el higado
y en elriidén, mientras que el tejido conectivo presenta una actividad baja.
La presencia de catalasa en los peroxisomas de células de mamiferos
promueve la mejora del dafio causado por el EOx, se logra catalizando el

metabolismo de peréxido [34].

2HO0———» > HXO+ 02
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> Super 6xido dismutasa (SOD)

La super oxido dismutasa cataliza la conversion del anion super oxido
(O2) en peroxido de hidrogeno (H202), y oxigeno (O2). El H202
subsecuentemente se convierte en agua mediante la catalasa. SOD es
la enzima mas importante en el sistema de defensa antioxidante. Se han
identificado tres isoenzimas de SOD en mamiferos, las cuales son: la
forma citosélica de SOD que incluye Zinc y Cobre (CuzZn-SOD), La
forma mitocondrial que contiene Manganeso (Mn-SOD), y la SOD
extracelular (EC-SOD) [15].

SOD

202"+ 2H" H202 + O2

» Glutation peroxidasa (GPx):

La GPx es un tetramero con 4 subunidades idénticas de peso molecular de
84kDa. Esta enzima requiere Selenio como cofactor y contiene un residuo
aminoacido de selenocisteina en su sitio activo en cada monomero que
participa en el mecanismo. La GPx se ha encontrado en células de
mamiferos y previene la peroxidacion lipidica de la membrana celular
mediante el consumo de peroxido libre en la célula. La enzima cataliza las

siguientes reacciones [34].
GPx
2GSH + H202 » GSSG + 2H20
GR
GSSG + NADPH+H* __ , 2GSH + NADP*

Donde GSH representa el monémero reducido de glutation, GSSG representa la

forma oxidada de glutatién, GR glutation reductasa, GPx glutation peroxidasa.
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2.10 La cinasa dependiente de AMP (AMPK)

La mayoria de los procesos celulares que consumen energia lo hacen impulsados por
el paso de ATP a ADP. En condiciones de estrés metabdlico, la relacion ADP/ATP
incrementa. Lo que provoca un cambio conformacional en AMPK y la hace
susceptible a ser fosforilada (figura 10) por ejemplo: durante el ejercicio, la isquemia y
también la diabetes, en donde, a pesar de haber glucosa en la sangre, ésta no puede
entrar a la célula y por lo tanto la célula resiente la falta de energia. Una vez activada,
la AMPK fosforila un gran nimero de proteinas provocando que se apaguen ciertas
vias anabdlicas que consumen energia como la biosintesis de macromoléculas,
crecimiento y proliferacién celular, mientras que enciende las vias que producen ATP
como la glucdlisis y la oxidacién de acidos grasos (figura 11). Por esta razén se
considera a AMPK como un regulador maestro del metabolismo energético, debido a
la cantidad de vias que regula e inhibe a partir de su activacion. Se puede activar
mediante diferentes estimulos: pueden ser quimicos, medicamentos como metformina
y el ribonucleétido 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AICAR) o fisicos como ejercicio,

estimulacion eléctrica e hipoxia [11,12].

2.11 Estructura de la AMPK y activacion

La AMPK es un complejo heterotrimero que consiste en una subunidad catalitica (a) y
dos subunidades regulatorias (B, y). Se ha identificado que cada subunidad tiene
diferentes isoformas: dos isoformas de la a (a1 y a2), dos de la subunidad 8 (B1y B2)
y tres de la subunidad y (y1, y2, y3). Las subunidades cataliticas de AMPK contienen
un dominio de cinasa de residuos de Serina y Treonina (Ser/Thr) en el extremo amino
(N-terminal). Cuando el residuo de Treonina 172 (Thr 172) que se encuentra en el asa
de activacion es fosforilado por cinasas rio arriba, ocasiona que la actividad del

complejo incremente hasta mas de 100 veces (figura 12) [35].

La subunidad B contiene tres dominios: hacia el N-terminal un dominio de unién a
glucégeno (GBD, Glucogen Binding domain), el dominio de secuencia de interaccion
cinasa KIS (Kinase Interacting Sequence), y el dominio de asociacion con el complejo

SnF1ASC (Association with SnF1 Complex) en el extremo C-terminal. Mediante el
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dominio KIS es posible la unién a la subunidad a mientras que la subunidad y une al
ASC, por lo que esta subunidad constituye la base del complejo, permitiendo la
interaccién entre las tres subunidades. Finalmente, la subunidad y est4 formada
basicamente por dos dominios Bateman, constituidos a su vez por cuatro CBS
(cistationina B sintasa), los cuales pueden unir ligandos que contengan adenosina,
como AMP, ATP o S-Adenosilmetionina, por lo que se considera que la subunidad y

esta monitoreando el contenido celular de ATP y AMP [35].

Durante situaciones de estrés energético el AMP se une directamente a las
repeticiones en tandem del dominio CBS en la subunidad y de AMPK, lo que provoca
un cambio conformacional que expone Thr 172 [36, 37]. Se considera que la unién de

AMP a la subunidad y evita la desfosforilacion en la subunidad a [36].

La AMPK es activada cuando se fosforila por accion de una o mas AMPK cinasas
(AMPKKSs), en el residuo Treonina 172 de la subunidad a (Thr1729), por ejemplo, la
cinasa de higado bl (LKB1), la cinasa dependiente de calmodulina (CaMKKa) vy
(CaMMKZB) y la cinasa activada por el factor de crecimiento transformante - (TGF)-
[35].

En tejido muscular, tanto el ejercicio como el estimulo eléctrico son factores
estresantes metabdlicos que pueden activar a AMPK. Se ha encontrado que
contracciones musculares de alta intensidad activan preferentemente a heterotrimeros
gue contienen la isoforma catalitica a1; mientras que los conformados por la isoforma

02 son activados por ejercicios de baja intensidad [11].
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Figura 10. Blancos de AMPK. Las proteinas y procesos activados por AMPK se indican con una flecha,
mientras que los inhibidos se indican con una flecha sin punta. Cuando el efecto es causado por un
cambio en la expresién genética se indica con un signo de interrogacion, debido a que no se conoce el
factor de transcripcién sobre el que actia AMPK (adaptado de la referencia 35).
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Figura 11. Estructura de la AMPK vista desde dos angulos. (a) en verde claro y obscuro se muestra la
subunidad catalitica, el extremo carboxilo terminal de esta subunidad se muestra en color azul marino y
el azul claro corresponde a la subunidad B. En color rojo se marca un péptido de unién que contiene
una estructura llamada a-hook , la cual interactia con AMP (color amarillo) en la subunidad y (color
morado) especificamente en el sitio 3 de unién a AMP (b) la asa de activacion se marca en color
naranja dentro de la subunidad a. La treonina 172 se marca en color rosa [38].
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2.13 AMPK en musculo esquelético

El musculo esquelético es caracterizado por un aumento en la renovacién de energia
en respuesta a la contraccioén y el ejercicio. Para alimentar la produccién de ATP en el
musculo durante el proceso de contraccion, las reservas de hidratos de carbono
provenientes de la glucosa en plasma y el glucoégeno del musculo, asi como también

los lipidos provenientes del plasma vy triglicéridos intramusculares, son oxidados [39].

La habilidad del musculo esquelético para producir ATP depende del contenido y
actividad de los organelos y las proteinas responsables del procesamiento de

sustratos oxidacion y produccion de ATP.

Especificamente durante el ejercicio las alteraciones en mensajeros citosolicos (Ca?*,
AMP libre, Pi, creatina, H*, intermediarios lipidicos), estan asociados con la activacion
de varias cascadas de sefializacion y un rapido incremento en el consumo y
movilizacion intracelular de la glucosa y acidos grasos. Simultaneamente, las vias de
sefalizacion que provocan la transcripcion de genes que codifican para proteinas
metabdlicas son iniciadas. Estas alteraciones quiza cambien la capacidad metabdlica
del masculo en periodos después del ejercicio, y se vera particularmente manifestado

si estas vias son repetidamente activadas durante la actividad fisica regular [40].

Existen evidencias que indican que la contracciéon y el ejercicio activan AMPK
(estimulacion eléctrica), en una forma dependiente de la intensidad y de la duraciéon.
Se ha demostrado, por ejemplo, que en un periodo de ejercicio (entre 30s y 120 min)
aumenta la actividad de la AMPK en humanos. Se ha demostrado que durante el

ejercicio se lleva a cabo activacion de la subunidad a2 de la AMPK [41].

En roedores las isoformas a1 y a2 de la AMPK son activadas durante el proceso de
contraccion/ejercicio, en humanos se ha demostrado que hay una mayor sensibilidad
en la isoforma a2-AMPK, por lo tanto, hay una mejor respuesta en la activacion en
comparacion con a1-AMPK (Tabla 12) [40]
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Aparentemente la expresion de las diferentes isoformas de la AMPK varia entre el tipo
de fibra muscular (roja oxidativa o blanca glucolitica), ejemplo en el masculo de roedor
las isoformas a1, yl1 y las B-isoformas estan distribuidas uniformemente entre el tipo
de fibra roja y blanca, mientras que las isoformas a1, y2 y y3 su contenido es alto en

fibras blancas [41].

EDL, % Soleus, %
a2f2yl 70 60
a2p2y3 20 <2
alp2yl <5 20
a2plyl <3 10
alplyl <2 <8

Tabla 3. Distribucion de las diferentes isoformas de la AMPK del masculo EDL y séleo en
roedor [33].
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3.0 JUSTIFICACION

El SM ha tomado importancia en los ultimos afios, siendo en la actualidad una
epidemia en materia de salud, debido al creciente nimero de personas con sobrepeso
y obesidad, su asociacion con la diabetes y el riesgo cardiovascular. Se estima que
alrededor del 20 al 25% de la poblacion adulta tiene SM, lo que conlleva a presentar
doble riesgo de muerte, se triplica el riesgo de un evento cardiovascular y 5 veces el

riesgo en desarrollar diabetes mellitus tipo 2 [24].

El SM se considera una enfermedad crénica metabdlica que conlleva a un desbalance
de los sistemas reguladores de la homeostasis energética. Resulta importante
estudiar la biologia fundamental del balance energético, particularmente en un
sistema clave de control de las enzimas que modulan la homeostasis energética

celular como la cinasa dependiente de AMP (AMPK) [39].

Se propone investigar los efectos del ejercicio sobre la via de sefalizacion de la
AMPK, y el EOx, evaluando su activacion y actividad enzimatica respectivamente. Lo
cual ayudaria a comprender el papel de la AMPK como regulador energético y la
participacion de su desregulacion en el desarrollo de sindrome metabdlico.
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4.0 HIPOTESIS

Si se someten a las ratas Wistar que tienen SM a realizar actividad fisica de manera
regular, habra un incremento en la fosforilacion de la AMPK, y por consecuencia una
mejora de las alteraciones impuestas por la enfermedad como lo via de la AMPK y los
sistemas antioxidantes.
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5.0 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES

Determinar si la actividad fisica en ratas con SM tiene un efecto sobre la activacion de
la AMPK y el EOX, y con ello la mejora del SM.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Ministrar una dieta alta en hidratos de carbono (sacarosa al 30%), para inducir
sindrome metabdlico en ratas Wistar

. Aplicar el protocolo de actividad fisica en animales con SM, durante 8

semanas mediante el uso de la banda sin fin, con el objetivo de lograr la
activacion crénica de AMPK.

Realizar una curva de tolerancia a la glucosa oral en un modelo de SM
inducido por dieta alta en hidratos de carbono, para evaluar la respuesta al
ejercicio sobre la RI.

Analizar los parametros bioquimicos (glucosa y triglicéridos) en ambos grupos
experimentales para observar el efecto de la actividad fisica en un modelo de
SM inducido por una dieta alta en hidratos de carbono.

Evaluar la fosforilacion de AMPK en respuesta al ejercicio e inducida por
estimulo eléctrico in vitro mediante ensayos de Western Blot.

Evaluar el EOx en ratas con SM sin y con aplicacion de ejercicio mediante
ensayos de actividad enzimatica.
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6.0 METODOLOGIA

6.1 Resumen del procedimiento experimental
En el siguiente diagrama se muestra un resumen de las metodologias y tratamiento

utilizados (Figura 12).

| Modelo
experimental: ratas
macho Wistar entre
250-300g n:9
' Tratamiento dietario
con sacarosa al 30%
disuelta en su agua —
para beber (2
semanas)
| . I ,
indrome mwk:o] indrome mcubouco!
sin ejerciclio (SM SIN con ejercicio (SM +
EXER)n: 4 EXER)n: 5§

Semana 1: Semana 16: determinaciénde Semana 17: prueba  Semana 25: Término del EXER,
Inicio del  paridmetros bioquimicos ycurva de esfuerzo (PE)e PE, determinacidn de pardmetros
walamienlo ge toleranciaalaglucosaal inicio delprotocolode  bioquimicos y curva de tolerancia a

Getano  grupo SM +EXER actividadfisica al 1a glucosa a ambos grupos
grupo SM +EXER
Misculocon
. Aplicacidndelprotocolo l
estimeto (+) ] : Recoleccion de [ e—
., deestimulacién alos G - ;
- & | misculos musculos (Soleoy | i u
Musculo en EDL)
re00sol-) ¢
Lisado de tefido y extraccion Cuantificacién de proteina Ensayos de actividad
enzimaticayws

de proteina » por método de Lowry
A

Figura 12. Diagrama de la metodologia y tratamiento utilizados durante el protocolo de investigacion.
El tratamiento utilizado fue sacarosa al 30% en su agua para beber.
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6.2 Obtencién y validacion del sindrome metabdlico ratas

El SM en roedor se indujo en 9 ratas macho Wistar con un peso inicial entre 250-300
g, a través de una dieta alta en hidratos de carbono que consistié en 30% de sacarosa
en el agua de beber y una dieta sdlida de pellet marca Rodent Lab Chow 5008 ad

libitum durante un periodo de 25 semanas.

Los animales permanecieron en un bioterio de barrera con periodos de luz oscuridad
de 12 h c/u, temperatura de 18-22 °C y humedad relativa de 40-50 %. EIl protocolo y
uso de los animales fue aprobado por el comité de investigacion del Instituto Nacional
de Pediatria, y el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) (Registro INP 2017/21).

Para la validacion del sindrome metabdlico en animales, existe una relacion directa
con la evaluacion de biomarcadores como glucosa y triglicéridos en ayunas
(biomarcadores en sangre), la sangre se obtuvo de la punta de la cola de las ratas
con 5 horas de ayuno y se analizé mediante el uso de equipos comerciales. Se
empled el equipo Optium Xceed Abbott ® para medir la glucosa en sangre y el equipo
Accutrend GCT Roche ® para medir los triglicéridos, la metodologia empleada una
vez obtenida la muestra de sangre fue la sugerida por el proveedor.

Ademas de los biomarcadores en sangre, se registraron los pesos de las ratas al
comienzo de cada tratamiento, al concluir el mismo y al momento del sacrificio, asi
mismo la grasa peritoneal de todos los animales sacrificados, se diseccion0, peso y
conservo en congelacién a -68°C envuelto en papel aluminio previamente etiquetado.
También se obtuvieron registros de la longitud de la tibia izquierda de cada uno de los

animales al momento del sacrificio, la cual fue medida con un calibrador tipo vernier.

También se determind la concentracién de insulina en suero en ambos grupos
experimentales a las 16 y 25 semanas de tratamiento, se realiz6 mediante el uso del
Kit Rat Insulin ELISA de ALPCO No. de catalogo 80-INSRT-EO01, E10, la metodologia
utilizada fue la sugerida por el proveedor.
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6.3 Formacién de los grupos experimentales

Una vez validado el sindrome metabdlico a las 9 ratas macho Wistar; se dividieron en
2 grupos; el grupo sindrome metabdlico sin realizacion de ejercicio (SM SIN EXER)
n=4; y el grupo sindrome metabdlico sometidas a ejercicio (SM + EXER) n=5; ambos
grupos continuaron con dieta alta en hidratos de carbono después de las 16 semanas

de tratamiento para la obtencion del SM; la duracién total fue de 25 semanas.

6.4 Prueba de tolerancia a la glucosa antes y después del protocolo
de actividad fisica

Después de 16 semanas de tratamiento dietario, al grupo SM + EXER se le realiz6 la
Prueba de tolerancia a la glucosa, para ello, se mantuvieron en ayuno durante 5 h.
Se ministré una solucion de glucosa al 50 % via oral a una dosis de glucosa de 2 g/kg
pc. Se midio el valor basal de la concentracion de glucosa en sangre, realizando una
pequefa incision en la punta de la cola de los animales previo a la administracion oral
de glucosa (valor considerado como tiempo cero). Posterior a la administracion, se
midi6 la concentracion de glucosa en sangre con el mismo procedimiento durante los
siguientes intervalos de tiempo: 15 min, 30 min, 60 min, 120 min y 180 min. La
concentracion de glucosa en sangre se determing utilizando un glucémetro Optium
Xceed Abbott ®; tiras reactivas FreeStyle Optium Abbott, Uk, y el andlisis para la
prueba se llevo a cabo calculando el area bajo la curva para glucosa en sangre (AUC)
para las 3 horas del tiempo de la prueba. Al término del protocolo de actividad fisica y
después de realizar la prueba de esfuerzo (semana 25), del grupo SM + EXER se le
realiz6 nuevamente la prueba de tolerancia a la glucosa, asi mismo al grupo SM SIN

EXER a las 25 semanas de tratamiento dietario.

6.5 Aclimatacion, prueba de esfuerzo y protocolo de actividad fisica

Para llevar a cabo el protocolo de actividad fisica fue necesario el uso de, y el equipo
de calorimetria que se compone del analizador de gases LE 405 Panlab Harvard

Apparatus y un suministrador de aire y cambiador Panlab Harvard Apparatus.
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6.5.1 Aclimatacion

Antes de dar inicio al protocolo de actividad fisica, en la semana 16, las ratas del
grupo SM + EXER, fueron sometidas a un periodo de aclimatacion sobre la banda sin
fin (Treadmill) Panlab Harvard Apparatus durante una semana, consistio en ponerla a
la rata a caminar en la banda sin fin a una velocidad de 12 cm/s durante 15 min
(Figura 13).

6.5.2 Prueba de esfuerzo

Posteriormente en la semana 17 se les realizdé una prueba de esfuerzo con el fin de
conocer la capacidad fisica inicial de las ratas. Antes de dar inicio a la prueba se
colocaba a la rata en la banda sin movimiento durante 15 minutos para medir su
actividad fisica basal, después la rata realizaba un calentamiento a una velocidad de
12 cm/s durante 5 min, al término del calentamiento daba inicio la prueba la cual
consistid en aumentar la velocidad 5 cm/s cada 3 min sin inclinacion, hasta que la
rata se agotaba, se declaraba que la rata se habia agotado cuando se acostaba por
mas de 20 s en la rejilla ubicada al final de la banda, esta rejilla les daba una
descarga eléctrica de 0.6 mA, con el propésito de motivar a la rata a seguir
caminando (Figura 13). Durante todo el tiempo se midié el consumo de Oz y la
produccion de COz, para evaluar la tasa metabdlica mediante el uso del analizador de
gases LE 405 Panlab Harvard Apparatus y un suministrador de aire y cambiador
Panlab Harvard Apparatus.

6.5.3 Protocolo de actividad fisica
Una vez realizada la prueba de esfuerzo, se dio inicio con el protocolo de actividad

fisica. El protocolo consistio en: poner a las ratas a correr a una velocidad de 20 cm/ s
a una inclinacion de la banda de 10°, una vez al dia, 5 dias por semana, durante 8
semanas (semana 17-25). Al término de las 8 semanas se les realiz6 nuevamente
una prueba de esfuerzo (Figura 13). El protocolo de actividad fisica se determind
previamente realizando un estudio piloto comparativo entre dos protocolos de AF la
variante utilizada fue la inclinacion, al término de las 8 semanas se realizaron ensayos

de Western-Blot para evaluar la respuesta de los dos protocolos, se observé un mayor
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incremento en la fosforilacibn de AMPK, en los muasculos de las ratas que se

sometieron a una inclinacién de 10°.

.~ Grupo SM+EXERn=5
[ semana 17-25) J

[ Aclim&acién J

| Prueba de esfuerzo realizada antes
- del protocolo de actividad fisica en
la banda sin fin, incremento de
velocidad 5cm/s cada 3 minutos,
sin inclinacion hasta el agotamiento

»

Protocolo de actividad fisica
duracion: 8 semanas, 5
dias/semana, 1 hora por dia, auna
velocidad de 20cm/s, con10°
inclinacion

Prueba de esfuerzo al término
de las 8 semanas (semana 25)

Rejilla de estimulo eléctrico

Figura 13. Esquema general del protocolo de actividad fisica aplicado al grupo de SM + EXER
durante 8 semanas (semana 17-25).
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6.6 Aislamiento de musculo s6leo y EDL

Teniendo en cuenta la localizacion anatdmica de los musculos se realiz6 la diseccion

de la siguiente manera:

Los animales se anestesiaron con 0.8 mL de pentobarbital via intraperitoneal (0.5
mL/kg de peso corporal) previo al sacrificio. Después se coloco a la rata en posicion
de tendido ventral para tener acceso a la cara exterior de las patas posteriores, se
estird la pata de la rata, se le aplico solucién salina, se le retir6 el exceso de pelo,
para después colocar la punta de la tijeras iris de punta recta justo por debajo del
tendén de Aquiles, hasta atravesar la piel, se sujeté con las pinzas homeostaticas el
tendon y se comenz6 a cortar los lados posteriores, se cortd el tendon distal y se
estir6 hasta dejar expuesto el musculo séleo, una vez ubicado el musculo séleo se
anudo, se extrajo, se peso, y finalmente se colocé en un recipiente que contenia
amortiguador esencial de Ringer Krebs (ver apéndice), burbujeando con carbégeno
(95% O2/ 5%CO2) (Figura 14).

La diseccion del musculo EDL se realizé de la siguiente manera: Se colocé a la rata
de lado para dejar expuesta la parte lateral. Se cort6 la piel con las tijeras curvas de
punta roma a la altura de la rotula dejando expuestos un par de tendones que se
insertan en el coéndilo lateral de la tibia, una vez ubicado el tendon méas proximal a la
rodilla, se anudo, se cortaron los tendones distales, se tens6 con cuidado el musculo
desde el hilo hasta que éste se separ6 de la pierna, una vez extraido, se le realizo el

mismo tratamiento que al musculo soleo.
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A)

Figura 14. A) Material quirGrgico utilizado para la disecciéon de los misculos, B) recipiente donde
fueron colocados los musculos extraidos.

6.7 Protocolo de activacion de la AMPK mediante estimulacion
eléctrica sobre el musculo séleo y EDL aislado
Una vez que se tienen los musculos séleos y EDL’s en un recipiente con base de

silicon con amortiguador Krebs y burbujedndose con carbdgeno; la funcion de la base
de silicon sirvié de apoyo para poder realizar los nudos tipo gasa en los extremos de

los tendones con ayuda de las agujas (figura 15).

De los cuatro musculos extraidos de cada una de las ratas, se tomaron dos (un soleo
y un EDL), como musculos controles de los que recibieron el estimulo eléctrico, por lo
que los controles fueron anudados de ambos extremos de los tendones y se dejaron

en reposo (Figura 15).

Figura 15. Representacion del masculo aislado y sujetado dentro del recipiente con base de silicon y

sumergidos en Krebs.

Para la colocacion del musculo en la cAmara de estimulacion se realizaron nudos en
forma de gasa y se ataron en cada uno de los extremos de la cdmara. Y se estir0 el
musculo (para determinar que tanto debido estirarse el musculo se multiplicé por 1.3

veces la longitud del musculo en media relajacion, medida con una regla) (Figura 16).
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El protocolo de estimulacion eléctrica se realiz6 mediante el uso de un estimulador
GRASS S88 (Figura 17 A), una unidad de estimulo de aislamiento GRASS SIU5
(Figura 17 B), y una cadmara de estimulacion eléctrica (Figura 17 C).

Cada musculo recibio el siguiente tren de estimulacion (ver condiciones en la Tabla
4).

Parametros Soleo EDL
Voltaje (V) 60 60
Frecuencia(Hertz) 30 50
Duracion del 350 600
estimulo eléctrico

(ms)

Pausa 0.01 0.01
Velocidad del tren 0.3 0.1
Tétanos/min 18 6

Tabla 4. Condiciones de estimulacion eléctrica aplicadas al misculo so6leo y EDL.

Tanto los musculos en reposo como los estimulados se encontraban inmersos en
amortiguador de Krebs y burbujeandose con carbégeno, y cada 10 min se

reemplazaba el amortiguador con una pipeta de transferencia tres veces.

Una vez finalizados los protocolos de estimulacion eléctrica los musculos se
congelaban en nitrogeno liquido, se colocaban en tubos previamente etiquetados, y

se almacenaron a -80°C.
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Figura 16. Representacion del musculo colocado en la camara de estimulacion eléctrica inmerso en
amortiguador de Krebs burbujedndose con carbégeno.

Figura 17. Aparatos utilizados para realizar el protocolo de estimulacion eléctrica, A) Estimulador
GRASS S88, B) Unidad de estimulo de aislamiento GRASS SIU5, C) Cadmara de estimulacion eléctrica.

6.8 Lisis de tejido y extraccidon de proteina

Para la extraccién de proteina celular fue necesario realizar la lisis del tejido muscular.
Para llevar a cabo dicho procedimiento, se preparé la cantidad necesaria de
amortiguador de lisis base (por cada 100 mg de tejido se adicionaban 600 pL
Amortiguador de lisis base + inhibidores, ver apéndice), la composicion del
amortiguador de lisis base era la siguiente: HEPES 50 mM, KCL 50 mM, EDTA 1 mM,
B-Glicerolfosfato 5 mM, TRITON X100 0.10%, NaF 5 mM, NaPPi 1 mM,
posteriormente se le adicionaban los siguientes inhibidores, DTT 1M, PMSF 0.1 M,
NasvVOs4 0.1M, NaF 1 M, NaPPi 0.25 M y finalmente el coctel de inhibidores de
proteasas Complete Tablet, mini marca Roche (una tableta por cada 10 mL de

Amortiguador de lisis base + inhibidores). Una vez preparado el amortiguador de lisis,
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se realizé la homogeneizacion se pesd aproximadamente 80 mg. de tejido (se
conservo el tejido congelado en todo momento usando nitrégeno liquido), se liso el
tejido en ciclos de 7 s a una potencia intermedia usando un politron de vastago a 4 °C,
después de haber lisado el tejido se dio un vortéx ligero cada 10min, por un periodo

de 30 min, y se mantuvieron las muestras a 4°C.

Transcurridos los 30 min, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm/40 min/4 °C.
Terminando la centrifugacion el sobrenadante se recuperd y se determiné la cantidad

de proteina.
6.9 Determinacion del contenido de proteina por método de Lowry

La determinacién de proteina soluble se realizé utilizando el método cuantitativo de
Lowry y los datos de absorbancia se interpolaron en una curva patron de albamina

sérica bovina (BSA) con concentraciones en un intervalo de 0 a 50 pg/pL.

Para la muestra se utilizan: 5 yL de la muestra diluida 1:2 + 47 uL de agua grado | +
100 pL de Deoxicolato de sodio al 0.4% (DOC) + 1mL de Reactivo de Lowry se
mezclaba el contenido de cada tubo y se dejaba reposar 10 min, finalmente se
adicionaron 100 pL de reactivo de Folin diluido 1:1, se mezcl6 el contenido de cada
tubo, se dej6é reposar 30 min, transcurrido ese tiempo, las muestras se leyeron a

580nm en el espectrofotometro (Cary 100 de Varian) contra un blanco de agua.

6.10 Ensayos de Western Blot (WB) vy revelado por
guimioluminiscencia

Para el analisis de proteinas por WB se utilizaron geles de poliacrilamida-SDS de 15
pozos de 1 mm de ancho al 10% y 4% gel separador y concentrador respectivamente,
la concentracidn de los geles varia dependiendo del peso molecular de la proteina de

interés.

Las muestras por analizar se ajustaron a la misma cantidad de proteina (40 ug), y se
les adiciono el amortiguador de carga 2x que contiene 20% de mercaptoentanol para

separar las proteinas, PMSF y EDTA para impedir la protedlisis, posteriormente se
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hirvieron por 5 min a 95 °C. Las muestras se cargaron en el gel para la separacion de

proteinas por peso molecular en la camara de electroforesis.

Una vez terminada la electroforesis, se llevé a cabo la transferencia de los geles, para
eso, se utilizaron membranas de PVDF (Polivinilidenodifluoruro), activadas

previamente con metanol durante 5 min y posteriormente 5 min en agua.

Los geles se colocaron en un recipiente que contenia 250 mL de amortiguador de
transferencia 1X, posteriormente se realizd la transferencia por el método semi-
himedo durante 50min, usando una camara de transferencia Trans-Blot ®, de Bio-
Rad a un amperaje constante de 300 mA. Al finalizar la transferencia la membrana se
tind con Rojo de Ponceau para verificar la transferencia y el gel se tifié con Azul de

Coomassie.

Una vez que se transfirio, y se destifid con PBS-Tween 0.1% (PBS-T 0.1%), la
membrana se bloque6 con leche en polvo libre de grasa al 5% disuelta en PBS-T 0.1
% durante 1 hora en agitacion constante a temperatura ambiente; transcurrido el
tiempo de bloqueo la membrana se incubd en el anticuerpo primario de interés (p-
AMPK, AMPK-t, actina) utilizando una dilucién 1:1000 para p- AMPK y AMPK-ty en el
caso de actina 1:20000, se diluyé con leche al 3% en PBS-T 0.1% (ver apéndice). Los
anticuerpos p-AMPK y AMPK-t se dejaban incubando toda la noche a 4 °C y para la
actina se incubaba durante 1 hora. Posteriormente se realizaron 3 lavados por 10 min
con PBS-T 0.1% se incub6 en el anticuerpo secundario, durante una hora y
finalmente se realizaron 3X10 min lavados y se reveld. Al dia siguiente se retird el
anticuerpo primario (p-AMPK y AMPK-t) y se realizaron 3 lavados de 10 minutos c/u
con PBS-T 0.1%. Una vez que se realizaron los lavados se proseguia con la
incubacion en el anticuerpo secundario correspondiente ( HRP-conejo), a una diluciéon
1:1000 en leche al 3% con PBS-T 0.1%, durante 2 horas, en agitaciébn constante a
temperatura ambiente, concluido con el tiempo de incubacién, se realizaban 3 lavados
de 10 min con PBS-T 0.1%.

Para el revelado de la membrana se agregd una solucion de sustrato de luminol y

peroxido de hidrogeno 1:1 por 3 minutos en la oscuridad; transcurridos los 3 minutos,
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se reveld por quimioluminiscencia en un fotodocumentador (Bio-Rad) y se guardaron

las imagenes.

Las bandas de las proteinas reconocidas por el anticuerpo fueron analizados por

densitometria en el programa de Quantity One normalizando los datos con actina.
6.11 Evaluacién de la actividad enzimatica (enzimas de EOx)

A partir de la lisis del tejido muscular en reposo, se determiné la actividad de las
enzimas de EOx: catalasa (CAT), super oxido dismutasa (SOD), glutation reductasa
(GR), y el &cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)

6.11.1 Catalasa (CAT)

La actividad de catalasa se evalu6 mediante el uso del kit: Catalase
Fluorometric Detectiton Kit, Enzo Cat No: ADI-907-027, el procedimiento se
realizé de acuerdo a lo indicado en el inserto. De los lisados musculares en
reposo, se realizé una dilucion 1:20 utilizando PBS 1X. Posteriormente se
realizé la curva de estandares de CAT con concentraciones que iban de 0-4
Unidades/ uL. Una vez preparada la curva se agregaron 50 yL de cada
estandar en los pozos correspondientes. Asi mismo se agregaron 50 pL de
las muestras previamente diluidas en cada pozo, por duplicado. Después de
agregar las diluciones de la curva y las muestras se adicionaron 50 uL de
peroxido de hidrogeno 40 uM en todos los pozos. Se dejdé la placa
incubando durante una hora a temperatura ambiente, en un cuarto oscuro.
Transcurrida la hora se adiciond 100 pL del céctel de reaccién (reactivo de
deteccidn + perdxidasa de rabano 100x + amortiguador de reaccion 1X). Se
incubd una vez mas bajo las mismas condiciones durante 15 min. Al término
del tiempo de incubacion, se ley6 la placa mediante el uso de un
espectrofotometro de placa para detectar florescencia, se us6 una longitud
de onda de excitacion de 530-570 nm con una emision de 590-600 nm

(analito: Oxired). Los resultados se expresaron en nMH202/min/ug Proteina.

2H O ———» 2 HO + O
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6.11.2 Glutation Peroxidasa (GPx)

La actividad de la enzima GPx se evalué en una reaccion acoplada a la GR
utilizando el kit: Glutathione Reductase Activity kit, Enzo Cat No. ADI-900-159,
el procedimiento se realiz6 de acuerdo con lo indicado en el inserto. De los
lisados musculares en reposo, se realiz6 una diluciéon 1:20 utilizando
amortiguador GR 1X. Posteriormente se realizd la curva de estandares con
concentraciones que iban de 0-0.0005 Unidades/pL de acuerdo con el
procedimiento mencionado en el inserto del Kit. Una vez preparada la curva se
agregaron 50 pL de cada estandar en los pozos correspondientes. Asi mismo
se agregaron 50 pyL de las muestras diluidas en cada pozo, por duplicado.
Después se anadié 100 pyL del Master Mix (Amortiguador GR 10X + GSSG +
agua grado Il) en cada pozo. Posteriormente para dar inicio a la reaccidén se
afiadi6é 50 pL de una solucion de NADPH en todos los pozos usando la pipeta
multicanal, después la placa se agitd oscilatoriamente durante 10 s antes de
iniciar la lectura. Para leer la placa se hizo uso de un espectrofotometro de
placa, utilizando la longitud de onda de excitacién de 365 nm y una emision de
440 nm, se ley6 durante 10 min, una lectura por minuto, en total se realizaron
10 lecturas de la placa. Lo detectado por el espectrofotometro fue la
disminucion en la fluorescencia debido al consumo de NADPH. Los resultados

fueron expresados en nmol/min/ugProteina.

GPx
2GSH + H2O2 —» GSSG + 2H20
GR
GSSG + NADPH + Hf ———  » 2GSH + NADP*

Donde GSH representa el mondmero reducido de glutation y GSSG

representa la forma oxidada del glutation.
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6.11.3 Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima se evalué mediante el uso del kit: SOD activity, Enzo
Cat No.: ADI-900-157, el procedimiento se realizé de acuerdo a lo indicado en
el inserto.De los lisados musculares en reposo, se realizé una dilucion 1:20
usando el amortiguador SOD 1X. Posteriormente se realizd la curva de
estandares de SOD con concentraciones que iban de 0-10 Unidades/pL de
acuerdo al procedimiento mencionado en el inserto. Antes de agregar los
estandares y las muestras diluidas en los pozos correspondientes e afladié 25
ML de amortiguador SOD 1X (50 Unidades/ uL) que fue la referencia.
Posteriormente se afnadieron 25 pyL de cada uno de los estandares en los
pozos correspondientes, después se afadieron 25 uL de las muestras diluidas
1:20 tanto la referencia como los estandares y las muestras se afadieron por
duplicado. Seguidamente se agregaron 150 pyL del Master mix (Enzima SOD
10X + Xantina oxidasa + agua grado Il) en todos los pozos. Para dar inicio a la
reaccion enzimatica, se afnadié 25 uL de solucion de Xantina diluida 1:10 con
amortiguador SOD 1 X en todos los pozos usando la multicanal. Una vez
agregada la solucion de Xantina, la placa se agitd oscilatoriamente durante
10s, transcurrido ese tiempo se leyd la absorbancia a 450 nm usando el
espectrofotometro de placa, durante 10 min, 10 lecturas por minuto. Los
resultados se expresaron en U/ugProteina.

SOD
202+ 2HY ———» H202 + O2

6.11.4 Carga antioxidante (ABTS)

El radical ABTS se genera a partir de su precursor el acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), cuando éste reacciona con radicales
hidroxilos (OH=), que son generados por la reaccion del H202 con la peroxidasa.
El radical catidnico obtenido es un compuesto de color verde-azulado, estable y
con un espectrofotometro de absorcion en el UV- visible a una longitud de onda
de 405-414 nm.
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Para llevar a cabo la reaccién fue necesario preparar las siguientes soluciones:
amortiguador de fosfatos (POsHNa=H20 + PO4H2Na) 30 mM a pH 7.0, ABTS 20
MM, perdxido de hidrégeno (H202) 200 uM, 5 uL de peroxidasa (1:10) diluida en
amortiguador de fosfatos.Una vez preparadas las soluciones, se preparé el
amortiguador de reaccién (Amortiguador de fosfatos + H202 + ABTS). Para
realizar las lecturas, en cada celda de cuarzo se afiadi6 1.5 mL de
amortiguador de reaccién + 5 pL de la muestra + 6 yL de peroxidasa 1:10), se
leyd a 420nm en el espectrofotometro (Cary 100 de Varian). Las lecturas se
expresaron como porcentaje de inhibicion de la peroxidasa. Los resultados

fueron expresados en nmol/min/ug Proteina.

6.12 Analisis estadistico

Los valores mostrados en cada una de las tablas estan expresados como la media +
el error estandar. Los datos de los graficos de peso corporal en diferentes etapas del
tratamiento, la curva de tolerancia a la glucosa, parametros bioguimicos, los ensayos
de Western Blot, y la actividad enziméatica, fueron evaluados por la prueba de t de
Student para lo cual se considero diferencia significativa cuando se obtuvo un valor de
p<0.05
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7.0 RESULTADOS

7.1 Efecto de la actividad fisica en el peso corporal y ganancia de
peso

Durante 25 semanas de tratamiento dietario y 8 semanas de actividad fisica (grupo
SM+ EXER, semana 17-25), se registr0 y se graficO el peso semanal de los 9
animales correspondientes a cada uno de los grupos utilizados: (SM SIN EXER n: 4) y
(SM + EXER n: 5).

A continuacion, se muestra el grafico lineal de peso corporal y de ganancia de peso
corporal a lo largo de las 25 semanas de cada uno de los grupos experimentales
(Figura 18); asi como el grafico comparativo por columnas del peso corporal a las 16
semanas de tratamiento y del peso corporal al final del tratamiento dietario y actividad
fisica. Finalmente, se muestran los valores promedio de peso corporal a las 16
semanas de tratamiento, peso corporal final y ganancia de peso final de las ratas
(Tabla 5).
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Figura 18. Efecto de la actividad fisica en el peso corporal y ganancia de peso. A. Gréfico lineal de
peso corporal (g) B. Gréfico lineal de ganancia de peso corporal (g). n=5 para cada grupo experimental.
Semana 1-16 desarrollo de sindrome metabdlico (SM), semana 17-25 aplicacion del protocolo de
activacion fisica al grupo SM +EXER, duracién total del tratamiento dietario 25 semanas.

SM SIN EXER: ratas con sindrome metabdlico sin realizacion de ejercicio n=4

SM + EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5
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Grupo Peso corporal Peso corporal a Peso corporal Ganancia de peso

experimental o las 16 semanas final (25 corporal final (25
inicial de tratamiento semanas) (g) semanas) ()
dietario (g)
SM SIN EXER 282.3+2.21 640+38.5 712.0+46.8 *440.5+11.14
N=5
SM + EXER 345.5+4.12 551.12+38.3 666.00+27.85 320.5+17.34
N=5

Tabla 5. Valores promedio del peso corporal inicial, a las 16 semanas de tratamiento, peso al final del
tratamiento dietario y actividad fisica (25 semanas), y la ganancia de peso corporal final (25 semanas).
Se utiliz6 como método estadistico la prueba t de student p<0.05, *p:0.0366 SM SIN EXER vs SM
+EXER.

En la figura 18 A, se observa un comportamiento similar en el crecimiento de ambas
curvas durante las 25 semanas de tratamiento dietario; en el caso del grupo de SM +
EXER se presenta un comportamiento casi constante durante las 8 semanas de
actividad fisica (semana 17-25). Estadisticamente no hay diferencia significativa en el
peso corporal de las ratas entre ambos grupos experimentales a lo largo de las 25
semanas, debido a que el peso inicial de las ratas fue diferente. En la figura 18 B, se
muestra la ganancia de peso corporal de ambos grupos experimentales, se observa
qgue el grupo SM SIN EXER presenta una ganancia de peso corporal mayor respecto

al grupo de SM + EXER, siendo significativamente diferentes.

En la Tabla 5, se muestra el promedio del peso corporal de ambos grupos
experimentales y la ganancia de peso corporal; se observa que el grupo SM SIN
EXER presenta una diferencia significativa en la ganancia de peso corporal respecto
al grupo SM + EXER al término de las 25 semanas (p: 0.0366).

55



7.2 Evaluacion del SM y el efecto de la actividad fisica sobre
parametros bioquimicos y somatomeétricos

A continuacion, se muestran los resultados de los parametros bioquimicos (glucosa,
triglicéridos e insulina) medidos en sangre en ambos grupos experimentales (Tabla 6),
asimismo se muestran los resultados de la prueba de tolerancia a la glucosa (Figura
20). También se muestran los resultados del tejido adiposo, para evaluar el desarrollo

del SM durante las 25 semanas de tratamiento con sacarosa al 30%.

Variable SM + EXER (-) SM SIN EXER SM + EXER
(16 semanas de (25 semanas de (25 semans de
tratamiento tratamiento tratamiento
dietario) dietario) dietario + 8
semanas de AF*)
% GRASA = 5.1+1.8 5.7t1.4
ABDOMINAL
(RESPECTO AL
PESO)
% GRASA = 11.04+1.95 9.4+2.41
ABDOMINAL
(RESNPECTO AL
TAMANO DE TIBIA)
TRIGLICERIDOS 318.6+26.01 437.2+21.9 326.8+30.39
(mg/dL)
GLUCOSA 6.5+0.78 5.1+0.94 6.5+1.7
(mmol/L)
INSULINA mUI/mL 4.1+0.99 5.1+2.6 4.0+0.78
INDICE HOMA 1.2+0.18 1.2+0.56 1.2+0.19

*AF: Actividad fisica

Tabla 6. Resultados de los parametros medidos en sangre (glucosa, triglicéridos e insulina), en
diferentes etapas del tratamiento grupo SM + EXER y al final del tratamiento SM SIN EXER, también se
muestran los resultados del tejido adiposo de ambos grupos experimentales. HOMA (Homeostasis
Model Assessment, por sus siglas en inglés), Es un modelo homeostatico, utilizado para evaluar los
niveles de insulina en ayunas con tolerancia normal a la glucosa. HOMA= (insulina mUl/mL * Glucosa
mmol/L)/ 22.5. Un elevado indice HOMA significa una baja sensibilidad a la insulina [10]. Se utiliz6
como método estadistico la prueba t de student p<0.05. SM SIN EXER: Ratas con sindrome metabdlico
sin realizacion de ejercicio n=4; SM + EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5
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Figura 19. Resultados de la prueba de tolerancia a la glucosa realizada a ambos grupos
experimentales. El caso del grupo SM + EXER se realiz6 la prueba antes y después de la aplicacion del
protocolo de AF. A. Grafico lineal de la concentracion de glucosa en sangre (mg/dL) de los animales
experimentales durante las 3h de la prueba. B. Grafico en columnas de la comparacién del area bajo la
curva de tolerancia a la glucosa. Se utiliz6 como método estadistico la prueba t de student p<0.05, SM
SIN EXER: Ratas con sindrome metabdlico sin realizacion de ejercicio n=4; SM + EXER: Ratas con
sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5

Durante 25 semanas las ratas de ambos grupos experimentales fueron sometidas a
una dieta alta en hidratos de carbono, lo que provoco el desarrollo del sindrome
metabolico (SM). El caso del grupo del SM + EXER una vez establecido el SM, en un
periodo estimado de 16 semanas, se les aplic6 el protocolo de actividad fisica
(semana 17-25). En la tabla 6 se muestran los resultados de los parametros utilizados
para la evaluacion del SM, se observa que hay un incremento considerable de grasa
abdominal, asi como niveles atipicos de triglicéridos en sangre. Respecto a los
valores de glucosa, insulina, indice HOMA y los resultados obtenidos en la prueba de

tolerancia a la glucosa, son consistentes con un estado de resistencia a insulina.

En el porcentaje de grasa abdominal sé observa que la relacibn peso de
grasa/longitud de la tibia no son significativamente diferentes entre ambos grupos
experimentales, se esperaria que el porcentaje de grasa abdominal en el grupo SM +
EXER fuera menor en comparacion al grupo que no realiz6 AF. Se sabe que la

realizacion de ejercicio intenso incrementa la oxidacion de acidos grasos. En este
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trabajo no se observa un efecto modulador sobre porcentaje de grasa abdominal
como era de esperarse y puede relacionarse a la intensidad de la actividad fisica, que
fue insuficiente, aunado a que tampoco se hizo algun tipo de restriccion energética
durante la realizacién del protocolo de AF, ya que se continué con una dieta alta en
hidratos de carbono hasta completar las 25 semanas. Este mismo efecto se ve
reflejado en la concentracion de triglicéridos en sangre, ya que los valores entre
ambos grupos experimentales no son significativamente diferentes, ni tampoco se
observa un efecto modulador de la AF en el grupo SM + EXER ya que aparentemente
se mantiene la concentracién de triglicéridos en sangre, sin llegar a parametros de

ratas sanas, como era de esperarse (2150 mg/dL).

En la medicién de insulina en sangre se observa que no hay diferencia significativa
entre los grupos experimentales; se observa que las concentraciones de insulina
logran mantener en parametros normales los valores de glucosa. La realizacion de
actividad fisica podria llegar a mantener valores adecuados de insulina manteniendo

normalizados los valores de glucosa.

En la curva de tolerancia a la glucosa se muestra que hay diferencia significativa p=
0.0106 SM + EXER (-) vs SM + EXER, por lo que hay un mejoramiento del transporte
de glucosa, relacionado también a un mayor consumo durante la actividad fisica

efectuada.

7.3 Resultados de la prueba de esfuerzo realizada al grupo SM +
EXER antes y después de las 8 semanas de actividad fisica

A las 16 semanas del tratamiento con sacarosa al 30% al grupo SM + EXER se le
realiz6 una prueba de esfuerzo (PE) (semana 17), antes de aplicar el protocolo de AF.
Al término de las 8 semanas de la AF (semana 17-25) se les realiz6 nuevamente una

prueba de esfuerzo.

En la figura 20 se muestran los gréficos comparativos por columnas de los resultados
de los diferentes parametros medidos durante la prueba (distancia, tiempo, velocidad,

VO2 maximo alcanzados durante la PE), antes y después de las 8 semanas de AF.
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Figura 20. Comparacion del efecto de la AF sobre la capacidad fisica de los animales. **A. Distancia
maxima (m) alcanzada durante la PE, **p: 0.001 antes de la AF vs después de la AF, ***B. Tiempo
maximo (min) alcanzado durante la PE, **p: 0.0005 antes del ejercicio vs después del ejercicio, ***C.
Velocidad maxima alcanzada durante la PE, ***p: 0.0001 antes de la AF vs después de la AF, D. Vo2
maximo alcanzado durante la PE. Se utiliz6 como método estadistico prueba t de student. p<0.05

SM + EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5

En la figura 20-A se compara la distancia maxima alcanzada por los animales durante
la prueba de esfuerzo (PE); aplicada antes y después de la AF. Se observa que al
final del protocolo de AF las ratas recorren una mayor distancia, este mismo

comportamiento se observa en el tiempo, y la velocidad (Figura 20-B y 20-C), ya que
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en ambos parametros las ratas soportan un mayor tiempo corriendo en la banda y
responden mejor al incremento de velocidad durante la PE aplicada al término de las
8 semanas de AF. Respecto al consumo méaximo de oxigeno (VOz), no se presenta
diferencia significativa, se esperaria que el VO: disminuyera al término de las 8
semanas de la AF, pero este se mantiene por lo que las ratas consumen
aparentemente la misma cantidad de oxigeno que al inicio del protocolo, pero
recorren una mayor distancia, soportan mayor tiempo y velocidad en la banda, por lo
gue evidentemente hay una mejoria en la capacidad fisica de las ratas al término de

las 8 semanas de AF.

7.4 Resultados de la actividad fisica sobre la respuesta a la
activacion aguda in vitro de AMPK por contraccion en musculo EDL
y séleo

El objetivo de someter a los musculos aislados de las ratas a una estimulacion
eléctrica fue evaluar la respuesta a la activacion aguda in vitro de AMPK, por
contraccion en musculo EDL y soleo aislados de las ratas pertenecientes a cada uno
de los grupos experimentales (SM SIN EXER y SM + EXER); con y sin la aplicacion
de estimulo eléctrico (contraccion) definidos por los signos (+) y (-) respectivamente.
El protocolo consistié en colocar a los musculos aislados EDL y séleo en una camara
de estimulacién eléctrica que a su vez, se encontraban inmersos en amortiguador
esencial de Krebs, burbujeandose con carb6geno. Los musculos que no recibieron
estimulo (-), se colocaron en un recipiente con amortiguador de Krebs vy
burbujeandose con carbdgeno y permanecieron en reposo hasta el término del tren de

estimulacién de su contraparte.
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Se analiz6 la activaciéon de AMPK mediante ensayos de western blot, las membranas
usadas para cada uno de los ensayos se incubaron con diferentes anticuerpos
primarios (p-AMPK, AMPK-T y actina).

En las Figuras 21 y 22, se muestran los resultados del andlisis de densitometria
(fosforilacion relativa y absoluta) realizado a la proteina reconocida por el anticuerpo
p-AMPK, en el musculo EDL y séleo respectivamente. Se entiende por fosforilacion
relativa al andlisis entre la p-AMPK en relacion con la AMPK contenida en musculo, la
cual se fosforil6 en respuesta al ejercicio y la contraccion. La fosforilacion absoluta
indica la cantidad de AMPK que se fosforilo en relacion con el contenido total de la
proteina que hay en el musculo, se hace con referencia a la actina, la cual es una

proteina utilizada como control de carga.

En la Figura 21.1 y 21.2 se muestra a la proteina p-AMPK la cual se reconocié a una

Unica banda de peso de 62 kDa aproximadamente.
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Figura 21.1 Imagen representativa de los ensayos de western blot banda de la proteina reconocida

peso molecular aproximado de 62kDa, del musculo EDL extraidos de las ratas de los dos grupos
experimentales; con y sin la aplicacion de estimulo eléctrico (contraccidn) definidos por los signos (+) y
(—) respectivamente. P-AMPK (1:1000), AMPK-T (1:1000), Actina (1:20000)
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Figura 21. Resultados del andlisis densitométrico del efecto de la actividad fisica y estimulo eléctrico
(contraccién) sobre la fosforilacion de AMPK en musculo EDL  A. Fosforilacion en reposo (basal)
relativa del masculo EDL (-) y fosforilacion relativa en respuesta a la contraccion (+);*p: 0.0242 SM sin
exer (-)vs SM+Exer (-), ***p: 0.0005 SM sin exer (+)vs SM+Exer (+); B. Fosforilaciébn en reposo
absoluta del musculo EDL y fosforilacion absoluta en respuesta a la contraccion; ***p: 0.0002 SM sin
exer (-) vs SM+Exer (-), **p:< 0.0001 SM sin exer (+) vs SM+Exer (+); C. Expresion de AMPK en
musculo EDL; **p: 0.0038 SM sin exer vs SM+Exer; D. Aumento de la fosforilacion de AMPK en
musculo EDL en respuesta a la contraccion; NS: no existe diferencia significativa p: 0.1833 SM sin exer
vs SM+Exer. Se utilizd la prueba t de student. SM SIN EXER= ratas con sindrome metabdlico sin
realizacion de ejercicio n=4; SM +EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5
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Figura 22.1 Imagen representativa de los ensayos de western blot del musculo séleo extraidos de
las ratas de los dos grupos experimentales; con y sin la aplicacién de estimulo eléctrico (contraccion)
definidos por los signos (+) y (—) respectivamente. P-AMPK (1:1000), AMPK-T (1:1000), Actina
(1:20000)
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Figura 22. Resultados del andlisis densitométrico del efecto de la actividad fisica y estimulo eléctrico
(contraccién) sobre la fosforilacion de AMPK en musculo s6leo, A. Fosforilacion en reposo (basal)
relativa del misculo séleo(-) y fosforilacion relativa en respuesta a la contraccion (+); no se presenté
diferencia significativa p: 0.3961, SM sin exer (-)vs SM+Exer (-),no se presentd diferencia significativa
p: 0.4236, SM sin exer (+)vs SM+Exer (+); B. Fosforilacién en reposo absoluta del muisculo séleo y
fosforilacion absoluta en respuesta a la contraccion; *p: 0.0411 SM sin exer (-) vs SM+Exer (-), no se
present6 diferencia significativa p: 0.1273 SM sin exer (+) vs SM+Exer (+); C. Expresién de AMPK en
mudsculo séleo; ***p: <0.0001 SM sin exer vs SM+Exer; D. Aumento de la fosforilacion de AMPK en
musculo EDL en respuesta a la contraccion; NS: no existe diferencia significativa p: 0.2511 SM sin Exer
vs SM+Exer. Se utiliz6 como método estadistico prueba t de student p<0.05. SM SIN EXER= ratas con
sindrome metabdlico sin realizacion de ejercicio n=4; SM + EXER: Ratas con sindrome metabdlico
sometidas a ejercicio n=5
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En las Figuras 21.1 y 22.1 se muestran las imagenes del WB, se observa que, en las
muestras estimuladas eléctricamente de ambos musculos, tuvieron una mayor
intensidad en la banda marcada con un signo (+), en comparacion a las que se
mantuvieron en reposo (-), por lo que la proteina AMPK con un peso aproximado de
62kDa se fosforila mas en las muestras de SM + EXER, lo mismo ocurre en las

estimuladas eléctricamente (contraccion).

En las Figuras 21 y 22 se muestran los resultados del andlisis de densitometria
realizado a la proteina reconocida por el anticuerpo p-AMPK, en el musculo EDL, se
observa que hay diferencia significativa en la fosforilacion relativa (21 A) y absoluta
(21 B) de AMPK en el grupo de SM + EXER, lo mismo sucede en aquellas muestras

que fueron estimuladas eléctricamente (contraccion).

Por otro lado, en el musculo sb6leo no se presenta diferencia significativa en la
fosforilacion relativa tanto en respuesta al estimulo eléctrico (contraccion) como en
reposo (basal), entre ambos grupos experimentales, en la fosforilacion en reposo
absoluta se encontré diferencia significativa entre ambos grupos experimentales, p=
0.0411.

Respecto a la expresion de AMPK (Figura 21-C) en el musculo EDL, si hay diferencia
significativa entre los dos grupos experimentales (SM SIN EXER y SM + EXER), p=
0.0038, en cuanto al aumento en la fosforilacién (Figura 21-D), no se encontrd
diferencia significativa entre ambos grupos experimentales. De igual manera la
expresion de AMPK en musculo séleo (Figura 22-C), es significativamente diferente
entre ambos grupos experimentales p= <0.0001. Por otro lado, el aumento de la
fosforilacion (Figura 22-D) no se encontr6 diferencia significativa entre ambos grupos

experimentales.
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7.5 Efecto del ejercicio sobre el EOx, mediante ensayos de actividad
enzimatica (CAT, GR, SOD, ABTS)

7.5.1 CAT
A continuacioén, se muestran los resultados de la evaluacion de la actividad enzimatica

CAT medida en el tejido muscular en reposo de los animales pertenecientes a los
diferentes grupos experimentales (Control, SM SIN EXER, SM + EXER) (Figura 23).
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Figura 23. Resultados de la evaluacién de la actividad enzimética en tejido muscular (musculo séleo y
EDL), en reposo. A. Actividad enzimética de CAT en musculo séleo de los tres grupos experimentales,
no se presento diferencia significativa entre los tres grupos experimentales; p: 0.500 Control vs SM sin
exer, p: 0.420 Control vs SM+Exer, p: 0.155 SM sin exer vs SM + exer. B. Actividad enziméatica de CAT
en musculo EDL de los tres grupos experimentales, p: 0.210 Control vs SM sin exer, *p: 0.047 Control
vs SM + exer, p: 0.274 SM sin exer vs SM +exer. Se utiliz6 como método estadistico prueba t de
student p<0.05. SM SIN EXER= ratas con sindrome metabdlico sin realizacién de ejercicio n=4; SM +
EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5

En la figura 23 se muestran los resultados de la evaluacion de la actividad enzimatica
CAT en tejido muscular. En el masculo s6leo no se encontrd diferencia significativa
entre los grupos experimentales (23-A), y en el masculo EDL (23-B) se observa que
hay diferencia significativa entre el grupo control y el grupo SM + EXER, p= 0.047 vs
p= 0.05.
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7.5.2 Glutation Reductasa (GR)

A continuacioén, se muestran los resultados de la evaluacion de la actividad enzimatica
GR medida en el tejido muscular en reposo de los animales pertenecientes a los

diferentes grupos experimentales (Figura 24).
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Figura 24. Resultados de la evaluacién de la actividad enzimética en tejido muscular (musculo séleo y
EDL), en reposo. A. Actividad enzimatica de GPx en musculo s6leo de los tres grupos experimentales,
no se presento diferencia significativa entre los tres grupos experimentales; p: 0.2857 Control vs SM sin
exer, p: 0.3125 Control vs SM+Exer, p: 0.4735 SM sin exer vs SM + exer. B. Actividad enzimatica de
GPx en misculo EDL de los tres grupos experimentales, no se presentd diferencia significativa entre
los tres grupos experimentales; p: 0.1964 Control vs SM sin exer, p: 0.2317 Control vs SM+Exer, p:
0.1573 SM sin exer vs SM + exer. Se utiliz6 como método estadistico prueba t de student, p<0.05. SM
SIN EXER= ratas con sindrome metabdlico sin realizacion de ejercicio n=4; SM + EXER: Ratas con
sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5

En la figura 24 A y B se muestran los resultados de la actividad enzimatica de GPX
medida en séleo y EDL respectivamente, se observa que no hay diferencias

significativas entre los tres grupos experimentales de ambos musculos.
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7.5.3 SOD

A continuacién, se presentan los resultados de la evaluacion de la actividad
enzimatica de SOD total (Figura 25), la actividad SOD citosolica (Figura 26) y la SOD
mitocondrial (Figura 27), medida en el tejido muscular en reposo de los animales

pertenecientes a los diferentes grupos experimentales.
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Figura 25. Resultados de la evaluacion de la actividad enzimatica en tejido muscular (misculo séleo y
EDL), en reposo. A. Actividad enzimatica de SOD total en musculo séleo de los tres grupos
experimentales, no se presento diferencia significativa entre los tres grupos experimentales; p: 0.3452
Control vs SM sin exer, p: 0.0754 Control vs SM+Exer, p: 0.1377 SM sin exer vs SM + exer. B.
Actividad enzimatica de SOD total en musculo EDL de los tres grupos experimentales, no se presenté
diferencia significativa entre los tres grupos experimentales; p: 0.2738 Control vs SM sin exer, p: 0.1111
Control vs SM+Exer, p: 0.3138 SM sin exer vs SM + exer. Se utiliz6 como método estadistico prueba t
de student, p<0.05. SM SIN EXER= ratas con sindrome metabdlico sin realizacion de ejercicio n=4; SM
+ EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5
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Figura 26. Resultados de la evaluacion de la actividad enzimatica en tejido muscular (masculo séleo y
EDL), en reposo. A. Actividad enzimética de SOD citosdlica en misculo so6leo de los tres grupos
experimentales, no se presento diferencia significativa entre los tres grupos experimentales; p: 0.1548
Control vs SM sin exer, p: 0.4200 Control vs SM+Exer, p: 0.2738 SM sin exer vs SM + exer. B.
Actividad enzimatica de SOD citosoélica en musculo EDL de los tres grupos experimentales, no se
presenté diferencia significativa entre los tres grupos experimentales; p: 0.1548 Control vs SM sin exer,
p: 0.0754 Control vs SM+Exer, p: 0.4206SM sin exer vs SM + exer. Se utiliz6 como método estadistico
prueba t de student, p<0.05. SM SIN EXER= ratas con sindrome metabdlico sin realizacién de ejercicio
n=4; SM + EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5

69



@
c g B
3] ©
5 0.151 5 0.084
c s
S - Soos T
2 0.104 2
> 35
£ £ 0.044 SR
8 a :
3 0.05- 8
<
a) a
E 0.00 T E 0.00
O g Q N
< é&o < é,\qp
D X
)
Grupos experimentales Grupos experimentales

Figura 27. Resultados de la evaluacion de la actividad enzimatica en tejido muscular (misculo séleo y
EDL), en reposo. A. Actividad enzimatica de SOD mitocondrial en musculo séleo de los tres grupos
experimentales, no se presento diferencia significativa entre los tres grupos experimentales; p: 0.2857
Control vs SM sin exer, p: 0.5000 Control vs SM+Exer, p: 0.3452 SM sin exer vs SM + exer. B.
Actividad enzimatica de SOD mitocondrial en musculo EDL de los tres grupos experimentales, no se
presenté diferencia significativa entre los tres grupos experimentales; p: 0.4429 Control vs SM sin exer,
p: 4524Control vs SM+Exer, p: 0.500 SM sin exer vs SM + exer. Se utiliz6 como método estadistico
prueba t de student, p<0.05. SM SIN EXER= ratas con sindrome metabdlico sin realizacion de ejercicio
n=4; SM + EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5

En las figuras 25, 26, 27 se muestran los resultados de la actividad enzimatica de

SOD total, citosoélica y mitocondrial (SODt, SODc, y SODm), respectivamente.

No se encontr6 diferencia significativa entre los grupos experimentales en ninguno de
los ensayos realizados de SOD (SODt, SODc, y SODm).

70



7.5.4 Carga antioxidante ABTS
A continuacion, se muestran los resultados de la carga antioxidante ABTS medida en

ambos musculos (s6leo y EDL), en reposo, de los 3 grupos experimentales (Figura
28).
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Figura 28. Resultados de la carga antioxidante ABTS medida en ambos musculos (séleo y EDL) en
reposo de los 3 grupos experimentales. A. Actividad medida en musculo séleo en reposo. No se
presenté diferencia significativa entre ninguno de los tres grupos experimentales p: 0.333 CONTROL vs
SM SIN EXER, p: 0.3726 CONTROL vs SM + EXER, p: 0.4251 SM SIN EXER vs SM + EXER. B.
Actividad medida en masculo EDL en reposo eléctricamente (contraccién) no se encontré
diferencia significativa (NS) p: 0.2738 grupo Control vs SM SIN EXER, **p: 0.0040 grupo Control vs SM
+ EXER, NS p: 0.111 SM SIN EXER vs SM + EXER. Se utiliz6 como método estadistico prueba t de
student, p<0.05. SM SIN EXER= ratas con sindrome metabdlico sin realizacién de ejercicio n=4; SM +
EXER: Ratas con sindrome metabdlico sometidas a ejercicio n=5

En la figura 28-A se muestran los resultados de la carga antioxidante medida en
musculo séleo, observamos que no existe diferencia significativa entre los tres grupos
experimentales, por otro lado, en el musculo EDL (Figura 28-B), se observa que son

significativamente diferentes el grupo control vs SM + EXER p=0.0040.
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8.0 Discusiodn

8.1 Efecto de la actividad fisica en el peso corporal y ganancia de peso

En un estudio conducido por Smyers y col. (2016), se evalu6 el efecto del ejercicio
durante restriccion energética. Observé que las ratas a las que les someti6 a
actividad fisica y se les aplicé restriccion energética tuvo una reduccién de peso

significativa en comparacion con el grupo de ratas que no realizaron actividad fisica

En el presente trabajo se encontrd, que la ganancia de peso corporal fue menor en el
grupo de SM + EXER, esta diferencia se debié a la realizacion de actividad fisica

durante 8 semanas.

8.2 Evaluacion del SM y el efecto de la actividad fisica
El ejercicio, asi como la insulina aumentan el transporte de glucosa, pero en

condiciones patologicas como la Rl y la DT2, el transporte de glucosa mediado por la

insulina esta disminuido, [42,43].

El indice HOMA permite estimar el nivel de resistencia a la insulina, en el trabajo
original de Matthews se refiere a valores de indice 1.0 como normales, valores
superiores a 3.0 se considera resistencia a la insulina. En este trabajo se obtuvo que
todos los valores se encuentran en indices normales; tampoco hay diferencia
significativa entre los valores antes y después de la AF. Este resultado puede
relacionarse con la edad de las ratas, ya que en algunos articulos se menciona que
las ratas de edad avanzada pueden presentar una disminucién en los valores de

glucosa e insulina.

De acuerdo con Holloszy J.O. [39], la mayor consecuencia metabodlica de las
adaptaciones en musculo durante el ejercicio es la disminucion de utilizacion del
glucogeno musculo y glucosa en sangre, y una mayor dependencia de la oxidacion de
grasa [43]. En este trabajo se encontré que hay una disminucion en la resistencia a la
insulina, debido a que durante el ejercicio aumenta el transporte de glucosa, asi como

Su consumao.
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8.3 Resultados de la prueba de esfuerzo realizada al grupo SM +
EXER antes y después de las 8 semanas de actividad fisica.

Ya A. Hill (1927) formulé el concepto de consumo maximo de oxigeno como medida
cuantitativa de la potencia aerdbica. Como es sabido, el consumo de O: durante la
actividad fisica aumenta proporcionalmente a su potencia. Dentro de algunos limites
individuales de sus valores (potencia critica), el consumo maximo de oxigeno (VO32) ya
no se incrementa ni siquiera cuando se eleva la potencia de carga [42]. En este
trabajo se encontré que el volumen maximo consumido (VO2) de las ratas evaluado
en la PE al término de las 8 semanas de actividad fisica ya no aumenta en
comparacion a los valores iniciales antes de la aplicacion de la AF, manteniéndose
constante, a pesar de que la distancia y velocidad que resisten las ratas incrementa,
por lo que al final del protocolo de actividad fisica las ratas adquieren una mejor

respuesta al ejercicio.

De acuerdo con J. O. Holloszy, realizar ejercicio regular induce mejores adaptaciones
en musculo esquelético, incluye: incrementos en el contenido mitocondrial y una mejor
capacidad respiratoria en las fibras musculares [39]. En los resultados de la prueba de
esfuerzo realizada a las ratas del grupo SM + EXER, después de la AF durante 8
semanas, se observd una mejor adaptacion al ejercicio, o que puede relacionarse a

gue hubo una mejora en la capacidad respiratoria en las ratas del grupo SM + EXER.

8.4 Resultados de la actividad fisica sobre la respuesta a la
activacion aguda de AMPK por contraccion en musculo EDL y s6leo

Existen evidencias que indican que la contraccion (estimulacion eléctrica) y el ejercicio
activan AMPK, en una forma dependiente de la intensidad y de la duracién. Se ha
demostrado, por ejemplo, que en un periodo de ejercicio (entre 30s y 120 min)
aumenta la actividad de la AMPK en humanos. Se ha demostrado que durante el

ejercicio se lleva a cabo activacion de la subunidad alfa-2 de la AMPK, [41]

En roedores las isoformas a1 y a2 de la AMPK son activadas durante el proceso de
contraccién/ejercicio, en humanos se ha demostrado que hay una mayor sensibilidad

en la isoforma a2-AMPK, por lo tanto, hay una mejor respuesta en la activacion en
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comparacion con a1-AMPK, [41].

La estimulacion de la AMPK por contraccion o ejercicio parece estar mediada por
cambios en la relacion AMP: ATP, que resulta del aumento energético impuesto por el
ejercicio o la contraccion, Durante estos procesos, el ATP es rapidamente utilizado
para cubrir las necesidades energéticas de la contraccion muscular. Adicionalmente,
durante la contraccion se liberan mensajeros citsélicos, como Ca?* que pueden activar

indirectamente a la AMPK al aumentar el potencial de regeneracién de energia [39].

Aparentemente la expresion de las diferentes isoformas de la AMPK varia entre el tipo
de fibra muscular (roja oxidativa o blanca glucolitica), ejemplo en el musculo de roedor
las isoformas a1, yl y las B-isoformas estan distribuidas uniformemente entre el tipo
de fibra roja y blanca, mientras que las isoformas a1, y2 y y3 su contenido es alto en

fibras blancas, [41,42,43].

En este trabajo se observd un incremento en la fosforilacién de la AMPK en las ratas
gue realizaron ejercicio, debido a que, durante el proceso de contraccion, hay un

desbalance en la proporcion ATP: AMP, lo que conlleva a la activacion de la AMPK.

Por otro lado, musculo EDL presentd mayor numero de diferencias en la fosforilacion
de AMPK, en comparacion al musculo séleo; la diferencia puede atribuirse al tipo de
fibora muscular predominante en cada musculo, el EDL presenta un mayor contenido
de fibras de contraccion rapidas, de metabolismo glucolitico (fibras blancas), mientras
gue el sbleo presenta un mayor contenido de fibras de contraccion lenta, de

metabolismo oxidativo (fibras rojas).
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8.5 Efecto del ejercicio sobre el EOx, mediante ensayos de actividad
enzimatica (CAT, GR, SOD, ABTS)

8.5.1 CAT
El EOx, se refiere al desequilibrio entre los niveles de agentes oxidantes y

antioxidantes, estando a favor el nivel de los oxidantes en células y tejidos.

El ejercicio posee un rol controversial en la produccion de RL. El ejercicio fisico
agudo, es decir extenuante, esta asociado con el incremento en la generacion de RL,
principalmente debido al incremento en el consumo de oxigeno [44,45]. El ejercicio
extenuante causa EOx en personas sedentarias. Realizar ejercicio regular podria
prevenir diversas patologias debido a la peroxidacion lipidica, disminucion del dafio

muscular y elevacion del sistema antioxidante [45].

En un estudio realizado por E. Benavides [46], y colaboradores, evaluaron el efecto
del ejercicio moderado y continuo frente al EOx inducido en Rattus norvergicus
Wistar. Utilizaron 32 ratas Wistar de un mes de vida y las dividieron en 4 grupos: A:
Control; B: inducido a estrés; C: inducido estrés y sometido a ejercicio moderado y
continuo; D: sometido a ejercicio fisico moderado y continuo. En su estudio
observaron que el grupo B present6 una actividad de CAT menor en comparacion al
control, donde el grupo C logré una mejoria notable debido a la accion del ejercicio

moderado y continuo.

En el presente estudio se encontr6 que el mudsculo s6leo mantiene una actividad
enzimatica de CAT semejante en los tres grupos, y puede relacionarse al
metabolismo oxidativo en mdudsculo séleo, en comparacion con el EDL cuyo
metabolismo es glucolitico, donde se observa una mejoria en la actividad enzimatica
de CAT.

8.5.2GR
En un estudio conducido por JI L.L y colaboradores, en el cual evaluaron la actividad de

la GR y las enzimas antioxidantes (CATy SOD) en respuesta al tipo de fibra e

intensidad de ejercicio, en diferentes tipos de musculo esquelético de ratas sanas. Con

75



dicho fin sometieron a los animales a diferentes intensidades de ejercicio,
posteriormente realizaron la diseccion de tres diferentes musculos (séleo, musculo
vasto lateral y superficial), con el fin de evaluar el efecto del ejercicio en tres diferentes
tipos de metabolismo y fibra muscular. Observaron que la actividad de la GR se ve
incrementada en el muasculo séleo en comparacién a los musculos vasto lateral y
superficial. Por otro lado, observaron que el ejercicio a diferentes intensidades provoca
un incremento significativo en las enzimas GPx, GR y CAT en el musculo vasto lateral,
pero no causa el mismo efecto en el musculo séleo. En este estudio concluyen que el
musculo vasto lateral que es de tipo glucolitico y fibras de contraccién rapida; es mas

vulnerable al dafio generado por los radicales libres durante el ejercicio, [47].

En este proyecto no se encontraron diferencias significativas entre el tipo de musculo,
aungue se observa una mayor actividad del glutatién reductasa (GR) en musculo séleo
en comparacion al EDL obteniéndose el mismo resultado al estudio conducido por Jl

L.L y colaboradores.

8.5.3 SOD
Hitomi [15], realizé un estudio donde evaludé el incremento de la expresion extra

celular de la SOD en musculo esquelético en respuesta al ejercicio agudo en ratones
macho C57BL/6J, menciona que durante un entrenamiento de resistencia la actividad

de SOD aumenta en musculo esquelético.

En este proyecto no se encontraron diferencias significativas entre los grupos control
y el ejercitado, puede relacionarse con la intensidad del ejercicio, ya que, al ser un
protocolo de aplicacion de actividad fisica, la intensidad del trabajo realizado por las

ratas fue de poca intensidad.

8.5.4 Carga antioxidante medida con ABTS
En un estudio llevado a cabo por Y. Sun [47], y colaboradores, donde evaluaron el

EOx generado por el ejercicio en ratones C57/BL6, los cuales nadaron hasta
agotarse, observaron que la capacidad antioxidante disminuia respecto al control, y
eso es debido a que durante la aplicacibn de un ejercicio intenso aumenta la

liberacion de radicales libres.
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La generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ERONSs) durante el
ejercicio depende en gran medida de los requerimientos energéticos, el consumo de

oxigeno, y el estrés fisiologico impuesto, [47.48].

Los niveles de ERONSs varian de acuerdo a la duracion e intensidad de ejercicio,
durante un ejercicio de baja intensidad y duracion, la capacidad antioxidante es lo
suficiente fuerte para combatir la produccion de ERONSs, disminuyendo esa capacidad
conforme aumenta la intensidad y duracion del ejercicio [47].

En ese estudio observaron que los valores de ABTS disminuyen en respuesta al
ejercicio impuesto a los ratones, pero que a comparacion con otros protocolos donde
a los animales se les somete a correr sobre una banda sin fin promoviendo el
movimiento mediante la aplicacion de descargas eléctricas, factor que consideran
importante en el aumento de ERONSs ya que genera un estrés adicional a los animales

por lo que hay una disminucion significativamente mayor.

En este trabajo se encontr6 que no hay cambios significativos en la capacidad
antioxidante medida en el muasculo sdleo, por lo que puede atribuirse a diferentes
factores como son: tipo fibras (contraccion lenta) y metabolismo (oxidativo), ya que los
requerimientos energéticos durante la aplicacion de ejercicio son menores en
comparacion al musculo EDL donde las contracciones son mas rapidas, por lo que los
requerimientos de energia aumentan. En la figura 28-B se observa que la capacidad
antioxidante es menor en los musculos de ratas que realizaron actividad fisica en

comparacion a los muasculos de las ratas con SM.
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9.0 Conclusiones
La ministracion de sacarosa al 30% disuelta en el agua para beber de las ratas,

provocé el desarrollo del SM, esto se validd con las alteraciones presentadas
en los valores obtenidos en la determinacion de parametros bioquimicos
medidos en sangre y somatométricos.

Por otro lado la realizacion de actividad fisica en ratas con SM inducido por
una dieta alta en hidratos de carbono (sacarosa al 30% en su agua para
beber), no se observa una mejoria en los parametros bioquimicos, pero si hay
una menor ganancia de peso, asi mismo se observa incremento en la
fosforilaciéon de AMPK en respuesta al ejercicio.

Por dltimo, no se observé una mejoria en el nivel de EOx en el tejido

estudiado, generado durante las complicaciones cronicas que conlleva el SM.
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10.0 PERSPECTIVAS
e Aplicacién de ejercicio intenso y restriccion calérica, en ratas con sindrome
metabolica, con el fin de observar cambios significativos en parametros

bioquimicos, capacidad fisica y EOXx.

e Determinar el efecto de la actividad fisica sobre la expresion del factor
NFR2 el cual esta implicado en regeneracion muscular y regula la expresion
inducible de numerosos genes de enzimas antioxidantes, mediante su unién
a una secuencia especifica del ADN conocida como ARE (de sus siglas en

inglés: "Antioxidant Response Element").
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12.0 APENDICE

11.1 Amortiguadores

Amortiguador esencial de Ringer Krebs
Reactivo Concentracion mM Cantidad (g) para 1L de
Amortiguador
NaCl 135 7.89
KCI 5 0.373
MgCl2 1 0.095
NaHCO3 15 1.26
NazHPO4 1 0.142
Glucosa 11 1.92
*CaCl2 2.5 1.25(mL) de un stock de
1mM
Piruvato de sodio 2 0.22

*Antes de afiadir el CaCl, se burbujea con Carbégeno durante 15 min, se debe afadir

lentamente.
Una vez afiadido el CaClzse ajusta el pH a 7.4 y se afora a 1L.

Amortiguador de lisis base

Reactivo Producto Peso Concentracion | Cantidad en

molecular mM mg para 500
(g/mol) mL de

amortiguador

de lisis base
HEPES Sigma-T1503 238.3 50 5.9575
KCI / 74.75 50 1.8687
EDTA Sigma-E005 292.2 1 0.1461
EGTA Sigma-E 4378 380.11 1 0.1901
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B-Glicerol Sigma 50020 306.11 5 0.7652
fosfato
TRITON X100 | Sigma X 100 10% 500uL

Aforar a 500mL con agua grado Il y ajustar pH a 7.4.

Inhibidores adicionados al amortiguador de lisis base

Inhibidor Concentracion del stock | Cantidad en uL para 1mL
(M) de amortiguador de lisis
base
DDT 1 2
PMSF 0.1 2
Ortovanadato 0.5 2
NaF 1 50
Nappi 0.25 20

Una vez afadidos los inhibidores se agrega 1 pastilla de MiNi-C-complete de Roche (se

disuelve 1 pastilla por cada 10mL de amortiguador de lisis base + inhibidores)

Amortiguadoresy soluciones utilizados en los ensayos de Western Blot

Amortiguador de
corrida 5X

159 Tris base

5g SDS

5g Glicina

Aforar a 1l con H20 grado |l

Ajustar pH:8.3 con HCL

Amortiguador de
corrida 1X

150mL Amortiguador de corrida 5X llevar a 750mL con
H20 grado Il
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Amortiguador de 15g Glicina

Transferencia 5X ]
159 de Tris base

Aforar a 1L con H20 grado Il

Amortiguador de 50mL de Amortiguador de transferencia 5X

Transferencia 1X
50mL de metanol

150 mL de H20 grado |l

PBS 10X 829 NaCL
13g PO4HNaz
1.76g PO4H2Na
Aforar a 1L con H20 grado Il y ajustar pH: 7.6

PBS-TWEEN 0.1% 100mL PBS10X

(PBS-T0.1%)
1 mL de Tween 20

llevar a 1L con H20 grado I

Soluciones de anticuerpos primarios, todos los anticuerpos fueron diluidas con Leche
al 3% en PBS-T 0.1%

Anticuerpo Concentracion
p-AMPK 1:1000
AMPK-t 1:1000

Actina 1:20000

Soluciones de anticuerpos secundarios, todos los anticuerpos fueron diluidas con
Leche al 3% en PBS-T 0.1%

Anticuerpo Concentracion
Anti-anti conejo (p-AMPK y AMPK) 1:2000
Anti-anti conejo (actina) 1:20000
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11.2 Equipos utilizados

Espectrofotdmetro Sistemas UV-Vis y UV-Vis-NIR CARY 100 UV-Vis
Lector de placas Modulus Microplate Turner Biosystems

Cémara de electroforesis: PowerPac HC BIORAD

Céamara de transferencia

Fotodocumentador y andlisis de densitometria: Chemidoc BIORAD
Banda sin fin (Treadmill) Panlab Harvard Apparatus

Analizador de gases LE 405 Panlab Harvard Apparatus

Suministrador de aire y cambiador Panlab Harvard Apparatus
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