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Resumen

La fatiga muscular es un fenémeno fisioldgico reversible que se desarrolla tras una actividad
prolongada del musculo. ElI mecanismo molecular de la fatiga ain no ha sido evidenciado
convincentemente. Una de las hipotesis que busca explicarlo, es a través del efecto de la
oxido-reducciéon (redox) de las proteinas de la maquinaria contractil y/o proteinas
reguladoras de calcio. En este estudio, nos hemos enfocado en el papel que tienen las
oxidaciones reversibles del motivo proteico Cys-Xn=26-Cys (tiol-vecinal) en proteinas
reguladoras de calcio y su efecto en el ciclo excitacion-contraccion (e-c). En trabajos
anteriores se ha demostrado que compuestos no biolégicos como el ditiol 2,3-
dimercaptopropanol (BAL), logra revertir la fatiga, por lo que buscamos a la molécula que
se encuentre en condiciones fisiologicas y que tenga un efecto similar. Se utilizaron dos
moléculas reductoras de Cys; Glutation (GSH) y Acido a-Lipoico (a-AL), un monotiol y un
ditiol respectivamente. EI primero es un amortiguador redox abundante en la célula mientras
que el segundo es un ditiol fisioldgico con funciones antioxidantes. Evaluamos la capacidad
de ambos para revertir la fatiga en musculos lentos y rapidos aislados de rata, utilizando un
protocolo de estimulacion eléctrica prolongada, en presencia y ausencia de un agente
oxidante especifico de tioles vecinales, el Oxido de Fenilarsina (PAO). Los datos indican que
el GSH no tiene efecto sobre la reversion de la fatiga mientras que el a-AL esta implicado
en este fendmeno. Por lo tanto, en el modelo de proteinas con tioles vecinales que participan
en el mecanismo molecular de la fatiga, el efecto del ditiol a-AL y no del monotiol GSH es
un indicador de la importancia de los tioles vecinales en este fenomeno. Aunque es
importante destacar que, si bien el a-AL puede revertir el efecto del PAO sobre la fatiga, no

es el antioxidante tiol vecinal especifico que regula el proceso in vivo.
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Abstract

Muscle fatigue is a physiological phenomenon that protects itself after prolonged muscle
activity, particularly in fast skeletal muscle. The molecular mechanism underlying fatigue is
not fully understood yet. One of the hypotheses that tries to explain it, is the oxidation-
reduction (redox) hypothesis. This hypothesis, among other variables, explores the
importance of reversible oxidations of vicinal thiols in several key proteins that are involved
in the regulation of calcium and its effect in the contraction cycle of muscle. In previous
studies it has been proven that non-biological compounds such as 2,3-dimercaptopropanol
(BAL), a dithiol, can reverse muscle fatigue, therefore we seek a physiological molecule that
could have a similar effect. In order to achieve this, we used two possible molecules:
Glutathione and Lipoic Acid, a monothiol and a dithiol respectively. The former is considered
the most important and abundant redox buffer of the cell, while the latter is a physiological
dithiol with several antioxidant properties. These molecules were tested in a prolonged
stimulatory protocol to assess their ability to reverse skeletal muscle fatigue induced by
electrical stimuli and accelerated by a specific oxidative agent of vicinal thiols, Phenyl arsine
Oxide (PAO), in fast and slow isolated rat muscle. The data indicates that Glutathione does
not have an effect in fatigue reversal. On the other hand, Lipoic acid is implicated in this
phenomenon. Thus, in the vicinal thiol model, dithiols and not monothiols, are involved in

the recovery form fatigue.
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Resefa del estudio

El musculo esquelético es un 6rgano vital que nos permite la locomocion, el movimiento en todas sus
expresiones desde la marcha habitual de todos los dias hasta movimientos complejos expresados en
las artes y en el deporte. S6lo nos limita nuestra imaginacién y morfologia. Sin embargo, otra
limitante se asoma a nuestras actividades: en una persona que sale a correr por las mafianas, un atleta
de alto rendimiento que va a un entrenamiento de fuerza o sencillamente una persona de la tercera
edad que sube una escalera, experimentan fatiga. Este es un fendmeno intrinseco del mdsculo
esquelético tras mantener la intensidad de cualquier actividad por un periodo prolongado y esta
caracterizado por la pérdida de fuerza aun cuando el estimulo que provoca la actividad muscular
permanezca inalterado. Es decir, que por mas que nos esforcemos e intentemos empujar, levantar o
seguir moviéndonos, independientemente de la necesidad y el deseo, nuestros musculos simplemente
no logran producir la misma fuerza ni la misma intensidad durante el esfuerzo, y la actividad se
colapsa de manera transitoria, para recuperarse al 100% después de un periodo de reposo. Esto es una
caracteristica propia y natural del musculo, no debe confundirse con cansancio o falta de motivacion,
donde interviene el Sistema Nervioso. La fatiga ha sido descrita desde hace muchos afios, pero aun
no se conocen las moléculas que causan o que revierten este fendmeno. A través del tiempo se han
planteado muchas hipotesis sin que logren explicarla completamente. Es asi que nosotros buscamos
alguna(s) de la(s) molécula(s) que se encarguen de revertir a la fatiga, lo que ayudaria a comprender
mejor el mecanismo detras de este y acercarnos a elucidar lo que pasa en nuestros musculos durante

este fendmeno.

©



Fig 1. Representacion del fenébmeno de la fatiga. En este concepto, va implicita la recuperacion.




1. Introduccion

1.1 Estructura del masculo

El masculo es un tejido que constituye alrededor del 40% de la masa total de los vertebrados. Es el
responsable de la locomocion, sirve como un almacén de proteinas y fuente de aminoéacidos,
contribuye al metabolismo sistémico al consumir glucosa de manera dependiente a la insulina durante
el reposo, produce calor durante el movimiento?, tiene una funcion propioceptiva y es considerado un

6rgano enddcrino?. Los musculos comparten no sélo funciones sino también estructura.

El masculo consiste en una serie de células o fibras musculares ubicadas de manera paralela y
mantenidas juntas por tejido conectivo. La fibra muscular es una célula cilindrica de 10-100
micrometros de diametro y longitud aproximada de 30 cm, donde el 95% de ellas van de tendon a
tendon. Estas fibras se forman durante el desarrollo embrionario a partir de la fusion de células
(sincicio) denominadas mioblastos, por lo que presentan miles de nicleos debajo de su membrana

plasmética ademas de numerosas mitocondrias.

Las miofibrillas comprenden los elementos contractiles especializados que constituyen el 80% del
volumen de la fibra muscular. Una fibra muscular estd constituida por miofibrillas, estructuras
proteicas que se componen de actina (filamentos delgados) y miosina (filamentos gruesos), que se
extienden a lo largo del eje longitudinal de la fibra. Vistas con un microscopio utilizando luz
polarizada, las miofibrillas presentan bandas oscuras o anisotropicas (Bandas A) y bandas claras o
isotrdpicas (Bandas 1) que se alternan entre si (Figura 2). Las bandas A se componen de filamentos
gruesos que se extienden por toda la banda y se sobreponen en ambos extremos a los filamentos
delgados. La zona central de los filamentos gruesos, donde los filamentos delgados no alcanzan a

éstos, se denomina zona H (del aleman Hell; claro).
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Fig 2. Estructura del musculo esquelético.

A la vez, en la regién central de la zona H, se encuentra la linea M (del aleman Mittel; media), un
soporte proteico para los filamentos gruesos que abarca verticalmente todo el grosor de la banda A.

La titina, la proteina mas grande del genoma, se extiende a partir de la linea M hasta la linea Z (del

aleman Zwischen; entre) y sirve como un resorte involucrado en la contraccion pasiva®.

La banda | es la porcion restante de los filamentos delgados que no se proyectan dentro de la banda

A. Dentro de esta banda se encuentra una linea vertical densa denominada linea Z, que es un arreglo
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proteico que sirve para conectar los filamentos delgados a ambos lados de ésta. Las proteinas de la
linea Z se conectan en el eje transversal, con las proteinas costaméricas y de la sarcolema para
transmitir la fuerza de manera transversal de una célula muscular a otra y dar origen a la sumatoria
de fuerza que termina en el aumento de la tension del masculo®. El area entre dos lineas Z se denomina
sarcomero y es la unidad funcional y estructural del mdsculo esquelético. De la longitud del

sarcomero depende la fuerza de contraccion (Figura 3).

Tension (porcentaje maximo)
7 7
A

T

I Rango Normal

-
-

'S
[=)

A

T

1.2 um 1.6 um 2.1 um 2.2 um 2.6 um 3.6 um
Longitud menor Longitud mayor

Longitud 6ptima
en reposo

Fig 3. Relacion entre la longitud del sarcomero y la generacion de tension. Se muestra el

rango Optimo donde un sarcomero puede desarrollar su tension maxima (2.1-2.2 micras).

Si el musculo se encuentra a una longitud menor o es estirado en demasia, éste empieza a
perder su capacidad de desarrollar tension. Modificado de Martini, 2001.

Por altimo, la membrana plasmatica de la fibra muscular (sarcolema) presenta invaginaciones

regulares que cruzan a lo largo y ancho de la fibra denominadas Tubulos Transversos (TT). Adyacente
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a los TT, dentro de la fibra, se encuentra una red membranal llamada Reticulo Sarcoplasmico (RS)
que se encarga de almacenar el Ca?* durante la relajacion a través de la ATPasa de calcio (SERCA)
y liberarlo durante la contraccion. La porcion mas cercana del RS a los TT, se llama Cisterna
Terminal (CT) y es la fraccion membranal que contiene a los Receptores de Ryanodina, canales de

Ca2* (Figura 4)°.

[ e 7
/N

Tuabulos
Transversos

Reticulo Cisternas
Sarcoplasmico Terminales

Fig 4. Representacion esquematica de las membranas de la fibra muscular.
1.2 Acople excitacidn-contraccion (e-c).

El mecanismo de acoplamiento e-c es la secuencia de eventos que ocurren desde la generacion del

potencial de accidn en la fibra muscular hasta que se inicia la generacién de tension.

El musculo esquelético es estimulado para contraerse por la liberacion de acetilcolina (ACh) de la
motoneurona en la placa neuro-muscular. Esta ACh se une a su receptor (nicotinico) en la fibra

muscular y provoca cambios en la permeabilidad de la fibra al activar canales de sodio,




desencadenando un potencial de accion que es conducido a lo largo de la fibra y hacia el interior de

ésta por los TT.

Una vez que se despolarizan los TT, se activa el receptor de voltaje de dihidropiridina cuyo cambio
conformacional induce una interaccion proteina-proteina del canal de Ca?* del Receptor de Rianodina
(RyR), liberando Ca?* masivamente de la cisterna terminal hacia el espacio miofibrilar. Este Ca?* se
une a la troponina, modificando su estructura y deslizando a la tropomiosina de su sitio de interaccion

con la actina, para liberar el sitio de union de la actina a la miosina®.

La cabeza de la miosina presenta dos sitios de union; un sitio de union a actina y un sitio de union a
nucleotido con actividad de ATPasa. Antes de unirse la miosina a la actina, una molécula de ATP se
une a la miosina. Una vez unido el Ca?" a la troponina, se exponen los sitios de unién, de la actina a
la miosina, uniéndose y formando puentes cruzados, generandose asi la fuerza®. La generacion de
fuerza continda en presencia de Ca?*. Para que suceda la relajacion el Ca* debe ser removido de los
miofilamentos por la actividad enzimatica de SERCA. Para separarse la miosina de la actina, se

requiere la energia de ruptura del ATP unido a la miosina.

La ATPasa de calcio del reticulo sarco (endo)plasmico (SERCA por sus siglas en inglés sarco (endo)
plasmic reticulum Ca?* -ATPase) esta localizada en el RS y se encarga de bombear Ca?* al interior
del RS mediante la hidrélisis del ATP, con una estequiometria de 2 iones de Ca®* por 1 ATP. Su
actividad libera a la troponina del Ca?* disminuyéndose asi la afinidad de la actina por la miosina. En
resumen, la relajacion del musculo y no la contraccion es el fendmeno que requiere de un gasto

importante de energia mediada por la hidrolisis de ATP.

En el masculo el acople e-c y la relajacion suceden sin mayor problema cuando la frecuencia de

estimulacion y el tiempo de estimulacion estan en un rango. Sin embargo, durante una estimulacion




prolongada, el musculo es refractario a la estimulacion y disminuye su fuerza de contraccion, lo que

dara origen a la fatiga.
1.3 Tipos de fibras

Pese a que las fibras musculares comparten esta estructura y mecanismo de contraccion, existen
diferencias notables entre ellas, basadas principalmente en su velocidad de contraccion, metabolismo
y apariencia. Actualmente hay una clasificacion amplia de los tipos de fibras del musculo esquelético,
donde en humano se han descrito hasta siete subtipos®. Sin embargo, se usara una clasificacion mas
sencilla basada principalmente en su metabolismo y localizacion (postural o de movimiento): Fibras
Lentas (FL)/ tipo | y Fibras Rapidas (FR) / tipo Il. Las FL, también conocidas como fibras aerdbicas
u oxidantes (musculo rojo) son abundantes en mioglobina, por lo que almacenan oxigeno, tienen una
mayor cantidad de enzimas oxidantes, densidad mitocondrial y mayor densidad capilar por mésculo®.
En el caso de las FR, también conocidas como fibras anaerdbicas o glucoliticas, presentan una mayor
cantidad de enzimas glucoliticas, fosfocreatina y ATPasa de actomiosinal. Las FR tienen una mayor
velocidad de contraccion ademas de una mayor generacion de fuerza, mientras que las FL se contraen
y relajan en mayor tiempo y con una generacion de fuerza menor. Las fibras rapidas liberan mas
facilmente el lactato al torrente circulatorio para ser llevado al higado donde, a partir del lactato, se

realiza la sintesis de glucosa (gluconeogénesis) en el conocido Ciclo de Cori.

En términos de sus proteinas reguladoras, las FR y las FL difieren entre si, ya que cada una tiene una
isoforma especifica de la Cadena Pesada de Miosina’, del RyR y de la SERCA. Las isoformas
SERCAL y SERCA2 han sido caracterizadas como tejido especificas en FR y FL respectivamente,
aunque existen mas isoformas en otros tejidos®. Es importante destacar que las FR son mas proclives

a la fatiga que las FL.




1.4 Hipotesis sobre la fatiga

La fatiga muscular es un fendmeno reversible que consiste en un decremento transitorio en la
produccién maxima de fuerza durante la actividad contractil aun cuando la duracién y la intensidad
del estimulo permanezcan inalteradas. En musculo aislado, la fatiga se presenta aun cuando existe un
suplemento adecuado de glucosa, ATP y amortiguacion del pH. La definicidn ha sido establecida
desde hace tiempo, sin embargo el mecanismo molecular que explique este fendmeno todavia es
elusivo. Se han propuesto varias hipotesis que estan en controversia al no haber suficiente evidencia

experimental para excluirse entre ellas.
1.4.1 Fatiga por acumulacion de lactato

Una de las primeras hipdtesis que surgieron para explicar este fendémeno fue que la acumulacion de
lactato tenia un efecto detrimental en la produccion de fuerza del madsculo tanto en fibras rapidas
como en fibras lentas®. Esto con base a maltiples correlaciones en los niveles de lactato y la caida de
la fuerza muscular®, principalmente en las FR debido a su metabolismo anaerdbico. Afios después en
estudios in vivol® e in vitro!! en los que se adiciond lactato a los misculos, se observo una leve caida
en la fuerza muscular pero no en los niveles previamente reportados. Posteriormente, se demostro
que al adicionar 30mM de lactato en fibras aisladas, no se afecta el aparato contractil ni el acople e-c

de estas fibras'?.

De manera similar a la hipétesis del lactato, existen datos de que en personas fatigadas por ejercicio
exhaustivo se presenta una disminucion del pH muscular hasta a 6.6 (pH en reposo: 7.05)* por lo que
hubo una asociacion inmediata. Sin embargo, en estudios con musculos aislados, se observé una
disminucion no mayor a pH 6.9*, poniéndose en duda la necesidad de un cambio importante de pH

para producir fatiga ya que ésta sucede aunque el medio experimental esté amortiguado.
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1.4.2 Fatiga por acumulacion de P;

Varias de las hipotesis de la fatiga postulan que subproductos del metabolismo muscular son los
causantes de ésta, en particular la acumulacion de fosfato inorganico (Pi). En el muasculo aislado de
raton, se observa que el incremento en la concentracion de Pi disminuia la fuerza muscular en un 20%
tras una serie de 10 tétanos'®. En experimentos similares, donde se mantuvo un pH bajo y una
temperatura mas elevada (30°C), la adicion de 30mM de Pi causo un descenso significativo en la
fuerza generada ademas de una activacion disminuida de las fibras musculares'®. Sin embargo, esta
hipétesis ha sido poco favorecida ya que la concentracion de Pi usado en los experimentos se aleja de

condiciones fisiologicas ademas de que los Pi son parte del sistema amortiguador del pH celular.

Dentro de las multiples hipdtesis para explicar la fatiga, la amortiguacién del potencial redox durante
la actividad muscular juega un papel clave en la participacién de la 6xido-reduccion de proteinas para

la regulacion de su actividad mecéanica.
1.4.3 Estado de 6xido-reduccion en el masculo

El ambiente redox es una forma abreviada de describir el potencial reductor de la célula con base en
la relacion que existe entre una pareja de moléculas que oscilan entre un estado de liberacion y
aceptacion de electrones (pareja redox) respectivamente. La relacion entre la concentracion de esta
pareja determina el potencial redox y por consiguiente, es un fendmeno que provee de energia a

diversos procesos celulares.

Uno de los amortiguadores redox celulares es el glutation, un tripéptido (glutamato-cisteina-glicina)
que se encuentra en concentraciones elevadas en todas las células. Este se utiliza como pareja redox

para estimar el ambiente reductor celular con base en el cociente de la concentracion entre glutation




reducido (GSH) y disulfuro de glutation (GSSG) *'. El potencial redox de una célula en reposo es de
-300mV, que corresponde al potencial de la pareja GSSG/2GSH en una célula en reposo, lo que le

confiere un ambiente reductor neto?®,

Se ha observado que la actividad muscular aumenta la produccidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS por sus siglas en inglés)!® ademas de oxido nitrico (NO), que a su vez puede convertirse en
peroxinitrito, un tipo de Especie Reactiva de Nitrogeno (RNS)?. Estas ROS y RNS alteran el estado
redox de las proteinas musculares, en particular se ha demostrado que inactivan a SERCA debido a
la oxidacion reversible de cisteinas presentes en esta proteina?l. Sin embargo, también la oxidacion
de cisteinas del RyR favorecen la apertura del canal de calcio y en consecuencia un aumento en la

contraccion y desarrollo de fuerza.

En particular, cisteinas que se encuentran en una configuracion adyacente, del tipo (Cys-Xn=2-6-Cys),
denominados como Grupos Tioles Vecinales (VTG por sus siglas en inglés)® son susceptibles a
modificaciones debido a cambios en el ambiente redox celular. Esta demostrado que estos VTGs
tienen un efecto regulador en la funcion de SERCA y RyR??23 donde la oxidacion especifica de estas
cisteinas con 6xido de fenilarsina (PAO por sus siglas en inglés) causa cambios conformacionales
que afectan a la fuerza de contraccion del masculo y potencia la fatiga?2. Interesantemente, estos

VTGs no se presentan en proteinas estructurales como la actina, miosina y titina.

Las oxidaciones especificas de proteinas con VTGs se postulan como oxidaciones reversibles que
precisamente protegen a las proteinas reguladoras de oxidaciones irreversibles?3. Mas importante atn,
estas modificaciones a VTGs se propone que son un mecanismo mayusculo de activacién de vias de

sefializacion celulares®*.




1.5 Antioxidantes

Existen numerosos estudios que apoyan la hipétesis del potencial redox en la fatiga, por lo que se
busca encontrar las moléculas fisiologicas que reviertan este estado de oxidacion en la fibra y aquéllas

que restauren su potencial de contraccion después de la fatiga.

Se proponen dos moléculas fisioldgicas que podrian llevar a cabo esta ultima funcién. La primera es
GSH, cuya concentracion es de 1-11 mM (1mM en musculo esquelético) y es considerado el mayor
antioxidante activo®®>?® de la célula. Esta molécula en su estado reducido es un monotiol (Figura 5)
pero también se encuentra dentro de la célula unida a otra molécula de glutation como un disulfuro

de glutation (GSSG).

El GSH tiene la capacidad de interactuar y reducir cistinas®’ asi como formar conjugados con
compuestos electrofilicos sin necesidad de una enzima o a través de la accion de la glutation

transferasa®.

El segundo es el acido lipoico (a-LA) que en su estado reducido se denomina acido dihidrolipoico
(Figura 5). El a-LA es un antioxidante que neutraliza radicales libres de manera eficiente®®, en
ocasiones mejor que el GSH mismo®, principalmente por su potencial reductor de -320 mV. También
se ha reportado que el o-LA aumenta las reservas de GSH de una manera dosis dependiente,
mejorando el potencial antioxidante de las células®’. El o-LA es una molécula sintetizada por el
organismo a partir de acido octanoico y en las células es usado principalmente como cofactor de la

piruvato deshidrogenasa y de la a-cetoglutarato deshidrogenasa®!.
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Fig 5. Estructura de los distintos tioles. Se resalta en amarillo los tioles vecinales (ditioles)
y en verde al monotiol del Glutation.

El GSH se encuentra predominantemente en el citosol mientras que el o-AL se localiza
principalmente en las mitocondrias®, sin embargo, el a-AL es anfipatico y tiene la capacidad de
cruzar membranas con facilidad®. El a-AL tiene la capacidad de interactuar directamente con ROS
y otros radicales libres®* mientras que el GSH estd mas relacionado con enzimas como las
tiorredoxinas y las glutarredoxinas®. Estas Gltimas catalizan una serie de reacciones para reducir
VTGs utilizando GSH y NADPH *. Por otro lado, la Tiorredoxina (Trx) es una proteina globular
pequeiia (12-kDa) que presenta dos cisteinas en su sitio activo®. Este ditiol ayuda a mantener el
ambiente celular en un estado reducido y tiene un papel en la regulacion de la actividad de ciertas
proteinas al modificar el estado redox de éstas®’. La Trx es a su vez reducida por la Tiorredoxina
Reductasa (TrxR), una oxido-reductasa homodimeérica. A través del sitio activo de la TrxR, la Trx y
otras proteinas convierten su enlace disulfuro en un ditiol al utilizar al NADPH como un donador de

electrones®.




2. Objetivo

Evaluar el efecto del a-AL en la reversion de la fatiga inducida por estimulacion eléctrica y potenciada

por la administracion de PAO en musculo esquelético aislado de fibras lentas y rapidas.

Por otro lado, también buscamos evaluar el efecto que pudiera tener el glutation en este fenémeno.
Aunque estructuralmente no presenta un ditiol sino un monotiol, buscamos determinar si la gran
cantidad de GSH en la célula y su importancia como amortiguador redox pudieran tener un papel en

la reversion de la fatiga.

3. Hipotesis

Nosotros postulamos que, al incubar a musculos, tanto de fibras rapidas como de lentas, con &cido
dihidrolipoico, éste pueda acelerar la recuperacion tras un protocolo de estimulacion eléctrica con o
sin la presencia del agente oxidante PAO. A su vez, creemos que la adicion de glutation reducido al

musculo no ayudara a la recuperacién de éste tras exponerlo al mismo protocolo de estimulacion.




4. Materiales y Métodos

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con el Manual Operativo del Comité Interno para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Medicina (CICUAL) y aprobado por
el Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de

México.
4.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 270-300 g. Fueron sacrificadas por dislocacion cervical y los
musculos Extensor Digitorum Longus (EDL) y so6leo fueron aislados rapidamente a temperatura
ambiente y puestos en solucion de Krebs fria con oxigenacion continua. Elegimos estos musculos ya

que se componen predominantemente por fibras rapidas y lentas respectivamente.
4.2 Materiales

Oxido de fenil arsénico (PAO), 2,3-dimercaptopropanol (British anti-lewisite; BAL), glutation

reducido (GSH) y &cido lipoico reducido (DHLA) fueron comprados en Sigma-Aldrich Co.
4.3 Preparacién de masculo

El madsculo aislado fue sujetado en una camara de acrilico equipada con electrodos de platino a lo
largo de las paredes para que los electrodos estuvieran en contacto con toda la longitud del musculo
(Figura 6). La cAmara se lleno con Solucion de Krebs que contiene en (mM): 135 NaCl, 5 KCI, 1
MgCl,, 2.5 CaCly, 11 glucosa, 1 Na;HPO4 y 15 NaHCO3 burbujeada con 95% O» y 5% CO, para
alcanzar un pH de 7.0. Los musculos fueron atados con hilo de seda de manera distal a un forceps y

de manera proximal a un transductor de fuerza. Los electrodos de platino fueron conectados en




paralelo a un estimulador Grass S88. Todas las estimulaciones se realizaron a 90 Volts, 70 Hertz y

una duracidn variable segun se indica en el pie de figura correspondiente.

4.4 Protocolo de estimulacion

Se dieron pulsos eléctricos sencillos de 0.6 ms para encontrar el voltaje de tensidbn maxima.
Posteriormente se realizaron exclusivamente estimulaciones tetanicas; éstas son la suma de maltiples
pulsos eléctricos sencillos en un breve periodo de tiempo gque causan una contraccion muscular con
mayor fuerza y duracion. Para obtener la longitud optima del sarcomero (2.4 pm), los musculos
fueron estirados hasta encontrar su fuerza de contraccion maxima. Una vez determinado la longitud
Optima se dio inicié al protocolo de estimulacion. El protocolo consta de tres partes, que estan
representados en la Figura 7. Todos los musculos pasaron por los 3 protocolos de estimulacion, de

manera continua incluyendo los intervalos marcados como descansos.

Figura 7, Protocolo I. Después de determinar la longitud 6ptima, se realizaron dos tétanos de 1
segundo de duracion denominados T1 y T2 con dos minutos de reposo entre ellos a manera de
calibracién. Después de dos minutos de reposo se realizd un tétano de 3 segundos, T3.
Inmediatamente después se adicion6 1 mM de 6xido de fenil arsénico (PAO) y se mantuvo el masculo
EDL en incubacidon durante 3 minutos y el s6leo durante 5 minutos. Posteriormente se retir6 el medio
y se lavé con solucion Krebs el masculo 3 veces para remover el PAO aln presente en la solucion.
Después de la eliminacion del PAO, se realizaron dos tétanos de 1 segundo, que correspondena T 4
y T5 con 2 minutos de reposo entre tétanos para evaluar el efecto de PAO. Tras el segundo tétanos se
adiciono al medio 1 mM de 2,3-dimercaptopropanol (British anti-lewisite; BAL), 10mM de glutation
reducido (GSH) 0 5 mM de &cido lipoico reducido (DHLA) segun el caso. Los musculos EDL y soleo

respectivamente fueron incubados durante 5 minutos en presencia de BAL o GSH, mientras que en




el caso del DHLA la incubacién dur6 12 minutos. Antes de su uso el DHLA fue disuelto en solucién
de Krebs y sonicado durante 10-15 minutos. Una vez terminado el tiempo de incubacion, se retir6 el
medio y se lavd el musculo para remover el exceso de las sustancias utilizadas durante la incubacion

para dejar al musculo respectivamente en solucién de Krebs.

Figura 7 Protocolo Il. En el muasculo pre incubado, se realizaron cinco tétanos de 3 segundos a los
que se les denomino de T6 a T10 cada uno con 2 minutos de reposo entre ellos. Una vez terminado
el quinto tétanos, se dieron 10 minutos de reposo. Posteriormente se realizaron 3 tétanos de
recuperacion de T11 a T13 de 1 segundo de duracion con 10 minutos de reposo entre ellos. Después

del Gltimo tétanos se dieron 2 minutos de reposo para iniciar con la parte final del protocolo.

Figura 7, Protocolo I11. Consta de un tren de estimulacion de tétanos de 1 segundo hasta llegar al 50%
de la fuerza inicial que corresponde a T14. Subsecuente al tren se dieron 10 minutos de reposo y se
realizaron 3 tétanos de 1 segundo separados por 10 minutos de reposo entre ellos para determinar la

recuperacion de la fatiga, los tétanos corresponden a T16 al T18.
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Fig 6. Esquema del arreglo experimental.

4.5 Analisis estadistico

Se determinaron el promedio y el error estandar para cada uno de los grupos. Los valores que
presentamos corresponden a las mediciones anteriores normalizadas al primer tétanos o al tétanos de
mayor fuerza de cada porcion del protocolo. Se realizaron pruebas t de Student utilizando una alfa de
0.05 y ANOVA de 1 via para comparar los distintos grupos. Utilizamos OriginPro version 8.1 para

graficar y analizar todos los resultados.
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Fig 7. Representacion esquematica del protocolo de estimulacion. I) Protocolo I. Dos tétanos de 1 seg como calibracion,
seguidas de un tétanos de 3 seg para desarrollar la fuerza méaxima. Posteriormente una incubacioén con PAO (a) y dos tétanos de
1 seg para evaluar su efecto. Por altimo, una incubacion con GLU, BAL o a-AL respectivamente (b) . II) Protocolo II. Cinco
tétanos de 3 seg seguido de tres tétanos de recuperacion de 1 seg con descanso de 10 min entre cada uno. IIT) Protocolo III.
Tren de tétanos de 1 seg hasta llegar al 50% de la fuerza inicial; a continuacion, tres tétanos de recuperacion de 1 seg con
descanso de 10 min entre cada uno. En la parte superior se indica el nimero correspondiente a cada tétano del protocolo.




5. Resultados

5.1 Contraccién del masculo esquelético en presencia de 6xido de fenilarsina (PAO)

En la Figura 8 podemos observar la caida en la produccion de fuerza debido a la incubacién con PAO.
En las Figuras 8B y 8E mostramos los valores de los 3 tétanos control (T1-T3) y de los dos tétanos
tras la incubacion con PAO (T4-T5). Estos datos fueron normalizados al valor maximo de fuerza
generado en las estimulaciones control y podemos observar una diferencia significativa en la
produccidn de fuerza entre el masculo control y el muasculo incubado en PAO 1mM (Fig 8B y 8E).
Si comparamos la diferencia entre T5 y T3 (Fig 8C) encontramos que esta caida en la fuerza en EDL
control es de 67.1 = 29.3 mN (4.2 £1.7%) contra 28.3 £ 1.7% en EDL incubado en PAO. De manera
similar, en soleo control la diferencia es de 141.4 + 73.8 mN (8.6 +4.2%) en comparacién con 27.7
2.6% en soleo incubado con PAO. A la vez, si comparamos T5 contra T2 (Fig 8F) observamos que
el musculo EDL control cae 35.4+45.1 mN (2.37 + 2.6%) y al ser incubado con PAO cae 29.9 + 1.6%.
En el caso del musculo séleo la diferencia se acentua, ya que mientras el muasculo incubado en PAO
cae 10.1 £ 5.4%, el s6leo control mejora en 64.6+52.8 mN (9.1 £ 8.2%) su produccion de fuerza.

Todos los datos presentados son error estandar del promedio y cada grupo tiene una n = 8.
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Fig 8. Contraccion del misculo esquelético en presencia de 6xido de fenilarsina (PAO)
(Protocolo I). A) Esquema representativo del efecto de PAO sobre el EDL. B) Anélisis estadistico
del experimento en funcion del nimero de estimulacion tetdnica en musculo control (®) y en
musculo previamente incubado en 1 mM PAO (O) n=7.

C ) Diferencia de fuerza (A1) de T3-T5 en A y D para EDL y soleo control ( Bl ) y previamente
incubado en PAO (|~

D) Esquema representativo del efecto de PAO sobre el musculo séleo. E) Andlisis estadistico

del experimento en funcion del nimero de estimulacion tetanica en musculo control (@) y en
musculo previamente incubado en 1 mM PAO (O) n=8. F) Diferencia de fuerza (A2) de T2-

T5 en A y D para EDL y s6leo control ( ) y previamente incubado en PAO (
(*) Representa diferencias significativas respecto al control.




5.2 Pérdida de la fuerza de contraccion por PAO, BAL, GSH y a-AL

Evaluamos la diferencia en la caida en la produccion de fuerza en una serie de 5 tétanos (T6-T10) en
las distintas condiciones experimentales (Figura 9). La diferencia en masculo EDL entre T6 y T10
fue de 274.4 £ 37.6 mN (19.0 £+ 2.5%) Control; 30.1 £ 2.1 en musculo incubado solamente con PAO
(IP); 29.6 = 2.0 en musculo incubado en PAO y GSH (IPG); 27.4 + 2.0% en musculo incubado en
PAO y BAL (IPB); 28.9 £ 2.7% en mausculo incubado en PAO y a-AL (IPL); y 30.7 £ 1.1% en

musculo incubado solamente en a-AL (IL)(Fig 9B).

En el caso del musculo soleo, la pendiente fue de 7.4 = 16.9 mN (0.68 * 1.7%) para el control; 18.0
+ 3.3% para IP; 17.9 £ 2.7% para IPG; 13.5 £ 4.0% para IPB; 11.0 = 3.7% para IPL; y 6.0 + 2.8%
para IL (Fig 9D). En musculo EDL, solamente el musculo IL presenta diferencias respecto al control,
mientras que en soleo, IPG e IPB presentan esta misma diferencia. Esto nos muestra que, en estos 3
grupos, el masculo se fatigb en mayor medida, mientras que el resto de los grupos se fatigaron de
manera similar a su control respectivo. Todos los datos presentados son los promedios y error estandar

de cada grupo, n = 4.
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Fig 9. Pérdida de la fuerza de contraccidon. (Protocolo I1). A) Esquema representativo del
efecto de PAO, BAL, GLU y a-AL sobre EDL, donde A representa la diferencia en fuerza
de T6-T10. B) Analisis estadistico del experimento en funcion del nimero de estimulacion
tetanica para los grupos experimentales control (mmm), IP (IN) , |PG(EE), [PB (),
IPL(E==) e |L () n=4.

C) Esquema representativo del efecto de PAO, BAL, GLU y a-AL sobre séleo donde A
representa la diferencia en fuerza de T6-T10.D) Analisis estadistico del experimento en
funcién del nimero de estimulacion tetanica para los grupos experimentales control ( R ),
P (INN) , |PG(EESN), |PB (), IPL(E==) e IL ( =) n=4. (*) Representa diferencias
significativas respecto al control.




5.3 Recuperacion de la fuerza de contraccion por PAO, BAL, GSH y a-AL

Tras los 5 tétanos anteriores, realizamos 3 tétanos de recuperacion con descansos prolongados (Fig
10A y 10D). Los valores del inicio y final de esta serie de tétanos (T6 y T10) junto con sus respectivas
recuperaciones (T11-T13) fueron normalizados al primer tétanos de la serie (T6) (Figuras 10B y 10E).
Al comparar sus recuperaciones con T10, observamos que el Unico grupo con una recuperacion
significativa fue IPL en el masculo EDL (42.4 £ 38.9 mN (2.94 £2.7%) de recuperacion del control
vs 10.34 + 1.7% de IPL). Sin embargo, al comparar las recuperaciones del control, IPB e IPL (Fig

10C), no encontramos diferencias.

Por el contrario, en las recuperaciones del séleo, ningun grupo mejoré significativamente respecto a
T10, la magnitud total de la recuperacion de IPL es mayor que la del control (5.72 + .7% del control
vs 10.93 + 2.5% de IPL) (Fig 10F). Todos los datos presentados son los promedios y error estandar

de cada grupo, n = 4.
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Fig. 10 Recuperacion de la fuerza de contraccion. Protocolo II. A) Esquema
representativo del efecto de PAO, BAL, GLU y a-AL sobre la recuperacion de fuerza del
EDL de T11 a T13. B) Analisis estadistico del experimento en funcion del nimero de
estimulacion tetanica para los grupos experimentales control (1), IP (@) ,

IPG (A ), IPB ('¥), IPL( 4) ¢ IL ( ®) n=4. C) Pendiente de recuperacion del EDL control
(W), IPB (¥)eIPL(#).

D) Esquema representativo del efecto de PAO, BAL, GLU y a-AL sobre la recuperacion de
fuerza del sdleo de T11 a T13. E) Andlisis estadistico del experimento en funcidon del nlimero
de estimulacion tetanica para los grupos experimentales control (i), IP (@), IPG(4), IPB
(W), IPL(#) e IL (#) n=4. F) Pendiente de recuperacion del séleo control (), [IPB (W) e
IPL(#). (*) Representa diferencias significativas respecto a T10. (**) Representa diferencias
significativas respecto a T11.




5.4 Recuperacion de la fuerza de contraccidn posterior al tren de estimulacion

En la Figura 11 podemos observar la fuerza faltante para llegar al 100% de la fuerza producida al
inicio de un tren de tétanos de 1 segundo tras el tercer tétanos de recuperacion (Figura 11B y 11E).
En el masculo EDL (Figura 11B), apreciamos que solo IPL se recuperd mejor que el control (935.6
+21.1 mN (78.61 £ 2.6%) vs 106.13 = 6.0%) ademas de que excedid la cantidad de fuerza inicial del
tren (+6.13%). En masculo Séleo (Figura 11E), a los grupos IPB, IPL e IL sélo les faltaron 12.13 +
4.3%, 3.35 £ 2.4% y 9.19 + 1.6% respectivamente para llegar a la fuerza inicial del tren en
comparacion con los 196.3 £ 23.4 mN (21.25 £ 2.0%) que le faltaron al control. También evaluamos
la velocidad de recuperacion de los grupos, al determinar cuanto se recupera cada uno tras el primer
periodo al terminar el tren. En musculo EDL (Fig. 11C), los grupos IPB (60.9 + 3.9%) e IPL (65.6 +
22.4%) tuvieron una mejor recuperacion que el control (38.2 £ 2.9%). En séleo (Figura 11F), los
grupos IPB (78.8 £ 7.3%), IPL (94.9 + 4.4%) e IL (80.5 + 2.2%) aumentaron su fuerza tras el descanso
mejor que el control (60.2 + 4.2%). Todos los datos presentados son los promedios y error estandar

de cada grupo, n = 4.
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Fig. 11 Recuperacion de la fuerza de contraccion posterior a tren de estimulacion (Protocolo
III). A) Esquema representativo de un tren al 50% de la fuerza de contraccion en EDL de T14 a
T15 y surecuperacion de T16 a T18, donde A corresponde a la fuerza faltante para la recuperacion
al 100% (T14). B) Analisis estadistico del experimento en funcion del nimero de estimulacion
tetanica para los grupos experimentales control (c) (il ), [P (Il ) , [PG( =SS ), [PB (. ),
IPL( m ) ¢ [L ( B3 ) n=4. C) Velocidad de recuperacion de la fuerza después del tren de
estimulacion tetdnica en EDL.

D) Esquema representativo de un tren al 50% de la fuerza de contraccion en soleo de T14 a
T15 y su recuperacion de T16 a T18, donde A corresponde a la fuerza faltante para la
recuperacion al 100% (T14). E) Analisis estadistico del experimento en funcién del nimero
de estimulacion tetanica para los grupos experimentales control (c) ( I ), [P ( HEE ) |
[PG(EE), [PB (), [PL (=) ¢ [L (2=1) n=4. F) Velocidad de recuperacion de la fuerza
después del tren de estimulacion tetanica en EDL. (*) Representa diferencias significativas
respecto al control.




5.5 Efecto de PAO, BAL, GSH y a-AL sobre la fatiga

Durante el tren de tétanos anterior, se midid el tiempo que tard6é cada musculo en llegar al 50% de su
fuerza inicial siguiendo el Protocolo Il (Figura 7). En el musculo séleo, el grupo control tard6 en
fatigarse 154 * 9.4 seg, tiempo significativamente mayor que en los grupos IP (108.6 + 15.3 seg),
IPG (110.1 £ 11.5 seg), IPB (110.2 £ 11.8 seg) e IPL (73 + 9.4 seg) (Figura 12). En el EDL ningun
grupo presentd diferencias respecto a la recuperacion del control, con un tiempo de fatiga al 50% de

68.1 + 2.8 seg. Todos los datos presentados son los promedios y error estandar de cada grupo, n = 4.
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Fig 12. Efecto de PAO, BAL, GSH y a-AL sobre la fatiga (Protocolo III).

Tiempo en (s) de aparicion de la fatiga al 50 % de la fuerza de contraccion en distintas
condiciones de incubacion. Musculo EDL (@) y séleo (H).

(*) Representa diferencias significativas respecto al control.




6. Discusion

A partir de nuestros datos, determinamos lo siguiente: 1) EI PAO disminuye la fuerza de contraccion
y acelera la aparicion de fatiga. 2) BAL logra disminuir el tiempo de recuperacion de la fatiga en
musculo incubado previamente con PAO. 3) El glutation no tiene efecto sobre la recuperacion de la
fatiga en ausencia o en presencia de PAO. 4) El a-AL disminuye el tiempo de recuperacion de la
fatiga principalmente cuando ésta es causada por la incubacién con PAO. 5) La presencia de

concentraciones supra fisioldgicas de a-AL acentla la fatiga en el musculo rapido.

6.1 Efecto del PAO sobre la fuerza de contraccion

El éxido de fenilarsina (PAO), es un compuesto que ha sido estudiado por méas de 100 afios debido a
sus diversos efectos bioldgicos. Este compuesto, que contiene un arsénico trivalente, forma
conexiones heterociclicas con tioles vecinales de proteinas (ditioarsinas), lo que lo convierte en un
oxidante especifico de estos VTGs®®. En musculo esquelético, nuestro grupo ha demostrado que
cuando se adiciona PAO a EDL, éste presenta oxidacion de VTGs en proteinas reguladoras de calcio
como SERCA y RyR lo cual se ve reflejado en una aparicion temprana de fatiga muscular®. De
hecho, al estimular en un tren de sacudidas simples, aquellos EDLs incubados en presencia de PAO
pierden el 23.5% de su fuerza al final del protocolo de estimulacion en comparacion con el control??,
En nuestros experimentamos tenemos una caida similar, ya que tras la incubacion con PAO y dos
estimulaciones tetanicas, la fuerza cae 23% en comparacion con EDLs control. En el caso del musculo
soleo la caida de la fuerza después de la incubacidon con PAO es del 18.7%, lo que significa que es

mas resistente al efecto del arsenical




Este resultado se podria dar en principio por las diferencias estructurales de las isoformas de SERCA
que presentan las fibras rapidas y en las fibras lentas. En el caso de las FR, SERCA1la es la isoforma
caracteristica de este tipo de fibra y se encuentra de manera abundante, aunque también hay pequefias
cantidades de SERCA 2b. Mientras que en las FL, SERCA 2a es la forma predominante donde
también SERCAZ2b estd expresada. Sin embargo, es notable que estas isoformas mantienen una
estructura primaria altamente conservada (84%) y que esencialmente conservan la misma identidad
topografica dentro del RS, asi como su estructura terciaria®®. Pese a esta estructura similar, si
comparamos la secuencia de SERCA 1ay 2a en funcion de sus tioles encontramos que SERCAla
contiene 24 cisteinas, mientras que SERCAZ2a contiene 26, mas importante ain, la SERCAla tiene 5
VTGs en comparacion con solo 3 VTGs de SERCA2a (Figura 13) 22%°, Esto podria explicar la
diferencia en el efecto de PAO en FL y FR, ya que SERCA1a seria més susceptible a oxidaciones de

sus VTGs y por ende disminuiria su actividad.

A) B)

12 364 525 675 70 404 560 841
70 377 561 774 268 417 595 875
268 417 614 876 318 420 613 887
318 420 636 888 344 447 635 909
344 471 670 910 349 471 669 937
349 498 674 938 364 498 674

377 524 772

Fig 13. Las tablas siguientes muestran el nimero de posicion de todos los residuos de cisteina
en la secuencia de SERCAla (A) y SERCAZ2a (B). Las celdas resaltadas muestran los tioles
vecinales. Modificado de Alvarez, 2009

Esta diferencia en composicion podria ser en parte la responsable de la disparidad en el efecto de
PAO en los distintos tipos de fibra, pero existen otros factores que no se pueden descartar, como que

PAO afecte a otras proteinas del masculo. Por ejemplo, se ha reportado que este arsenical puede
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inhibir a la piruvato deshidrogenasa a través de una inhibicidn alostérica al unirse a su coenzima, el
o-AL; limitando la produccion de ATP*. A su vez se ha encontrado que los arsenicales pueden
regular positivamente a p22phox, una subunidad de la oxidasa de NADPH (NADPHO); activan la
translocacion de Racl, un activador de NADPHO; y activan a CDC42, un regulador positivo de
NADPHO. Todo lo anterior se refleja en la expresion y la actividad aumentada de NADPHO, ya que
esta enzima causa una sobreproduccion de ROS por esta enzima y por consiguiente altera el estado

redox de la célula®.

6.2 Efecto del BAL sobre la recuperacion de la fatiga

Como mencionamos anteriormente PAO y otros arsenicales son oxidantes especificos de ditioles y
por consiguiente forman anillos heterociclicos con las proteinas que contengan VTGs?*43, BAL, al
ser un ditiol, también puede reaccionar con una variedad de arsenicales para formar compuestos
ciclicos estables (ditioarsinas). La afinidad del ditiol por el arsénico es tan grande que BAL logra
disociar al arsenical de su unién con otras proteinas de manera competitiva, un efecto que no se
observa en monotioles*. Fluharty y Sanadi (1960) demostraron que BAL logra revertir el efecto
inhibitorio de arsenicales sobre la oxidacion de glutamato, aseverando que el arsenical afecta
preferentemente a ditioles, ain cuando hay un exceso de monotioles en la preparacion, siendo esta la
razon por la que BAL funciona tan bien para quelar a PAO en comparacion con el glutation

(monotiol)®.

En experimentos previos de nuestro grupo hemos demostrado que efectivamente BAL logra remover
a PAO de SERCAL, una proteina con VTGs?2. Nuestros resultados muestran que BAL es eficiente

para quelar a PAO, restaurando en gran medida el estado 6ptimo del mdsculo, sin embargo no llega




a ser tan eficiente como en otros estudios. Esto lo atribuimos simplemente al hecho de que BAL y

PAO estan en una relacion 1:1, mientras que en estudios previos la relacion es de 10:1224,
6.3 Efecto del glutation sobre la recuperacion de la fatiga

En el Reticulo Sarcoplasmico (RS), la pareja GSH/GSSG regula de manera dinamica el estado redox.
Para esto, el GSH es transportado dentro del RS mientras que el GSSG es acumulado y retenido
dentro del RS*. Esto hace que el cociente GSH/GSSG disminuya a 4:1 (potencial= -208 mV),
promoviendo un ambiente oxidante dentro del RS en comparacién con el cociente de 6: 1(potencial
= -300mV) en el citosol que le confiere un ambiente altamente reductor de manera similar a la

mitocondria donde se encuentra el 15% del GSH celular en una proporcion de 38:14748,

En particular, GSH sirve como sustrato de la glutation peroxidasa, enzima encargada de reducir

peréxido de hidrdgeno (H202) y otros peroxidos lipidicos*®; aunque por si solo es capaz de neutralizar

al radical hidroxilo (OH)*.

Ya que la actividad muscular promueve la aparicion de ROS* y éstos pueden tener un efecto negativo
en el muasculo?, pareceria que el glutation podria contrarrestar esto, sobre todo en musculo séleo
donde los niveles de GSH y glutation total (GSH y GSSG) son 5 veces mayores en comparacion con
musculo rapido®l. Ademas, si consideramos que el musculo EDL tiene una cantidad menor de
mitocondrias®?, también su produccion de ROS deberia ser menor, lo que le permitiria neutralizar a
estos radicales, atin con una menor cantidad total de GSH. Sin embargo nuestros resultados muestran
que tanto en EDL como en soleo el glutation tiene un efecto nulo o minimo en la recuperacion de la

fatiga.




En un estudio reciente demostraron que la suplementacion con glutation amortigua levemente el
descenso del pH muscular y disminuye la produccion de lactato 30 minutos después de terminar un
periodo de entrenamiento. Los autores mencionan que esto es evidencia para aseverar que el glutation
puede prevenir la fatiga muscular®®. Sin embargo nosotros creemos que sus resultados sélo reflejan
un desequilibrio redox, aumentando el potencial reductor del organismo y por lo tanto interfiriendo
en la produccion de lactato y su consecuente disminucion del pH; consecuencias sin relacion con la

fatiga.

Por otro lado, en ratones suplementados con una sola dosis de GSH y posteriormente expuestos a
nado forzado exhaustivo, no se modifico el tiempo de aparicion de la fatiga®. De manera similar,
otros reportes indican que la administracién de GSH o N-acetil cisteina no mejora el tiempo a fatiga

en ratones®.

Por ultimo, y para enfatizar el papel del GSH frente al estrés oxidante con el que debe lidiar el
musculo; al exponer el masculo a un estrés oxidante considerable, se observa s6lo un papel modesto
del glutation en amortiguar este estrés®. Lo anterior nos hace concluir que aunque el glutation es un

actor importante en diversos procesos celulares, no tiene un papel de peso en la fatiga muscular.
6.4 Efecto del a-AL sobre la recuperacion de la fatiga

De manera similar al BAL, el a-AL es un ditiol, que ademas tiene un potencial redox de -320 mV/()
lo que le permite reducir con gran facilidad una serie de compuestos incluyendo al glutation y otros
tioles?’. Considerado un antioxidante casi ideal, el a-AL y su pareja redox, DHLA, cumplen con una
variedad de funciones como la neutralizacion de diversas especies reactivas como el peroxido de
hidrogeno, el oxigeno monoatomico, el radical hidroxilo, los radicales de 6xido nitrico, el acido

hipocloroso, el peroxinitrito y el radical peroxil. A su vez tienen una accion antioxidante al ser




quelantes de metales de transicion y también tienen la capacidad de reciclar a las vitaminas E 'y C
(revisado en Packer, 2001)34. Todo lo anterior lo ha convertido en un agente terapéutico relacionado
a diversas enfermedades como la diabetes, ateroesclerosis, resistencia a la insulina, enfermedades
neurodegenerativas y otras enfermedades cronicas®*. Sin embargo, en nuestros experimentos, parece
que la verdadera accion del a-AL se da por su estructura (ditiol) mas que por cualquiera de las
funciones anteriores. De hecho, postulamos que el a-AL funciona de manera idéntica a BAL, donde
PAO tiene una gran atraccion por el ditiol, lo que haria que el arsenical sea removido por el a-AL,

permitiendo que las proteinas oxidadas volvieran a su estado éptimo (reducido).

Stocken y Thompson postulan que la proteccion ante arsenicos trivalentes se daria por la presencia
de un ditiol capaz de formar un anillo relativamente estable con el arsenical**, algo que el o-AL seria
capaz de promover. Esto nos indica que el a-AL remueve a PAO por la interaccion de este Gltimo

con el ditiol del primero, poniendo en segundo plano las funciones antioxidantes del a-AL.
6.5 El a-AL acentua la fatiga en ausencia de PAO en el masculo rapido

El a-AL y su forma reducida, DHLA no se encuentran suspendidas en la célula, sino unidas a distintas
enzimas principalmente en la mitocondria, sin embargo la suplementacion con estos compuestos
permite su permanencia libre en diversos tejidos®’. Esto abre la posibilidad de que el a-AL exdgeno
realice funciones intracelulares al afectar el estado redox de proteinas con VTGs y fungiendo como

antioxidante, funciones que probablemente no tendria in vivo en las concentraciones basales.

Esto justamente podria ser la clave para entender el efecto negativo del a-AL en ausencia de PAO en
musculo estimulado. En particular, se podria ver este efecto en RyR. Este canal se encuentra en el
RS, el cual tiene un ambiente redox mas oxidante que el resto de la célula®®. Esto lo que haria es dar

un equilibrio redox particular en la cantidad de tioles oxidados o reducidos en RyR, donde se postula
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un modelo en el que ciertas cisteinas de RyR deben encontrarse oxidadas para que se de una funcion
Optima de canal de Ca?* °8. Si se llegan a reducir estas cisteinas, debido a un desequilibrio redox, por
ejemplo al poner agentes reductores como GSH, Ditiotritol (DTT) o BAL, se inhibe la actividad de
RyR?, lo que en consecuencia repercutiria en un desacoplamiento del ciclo de excitacion-contraccion,
resultando en fatiga. Es probable que el exceso de a-AL altere el ambiente redox del RS, sobre todo
si consideramos su capacidad para atravesar membranas por sus caracteristicas anfipaticas®3. Asi, la
entrada de a-AL al RS modificaria el potencial redox causando una inhibicion de RyR de manera
muy similar a GSH, DTT o BAL. Sin embargo, RyR no es necesariamente la Unica proteina que
podria salir afectada por este cambio en el estado redox del musculo, otras proteinas VTGS o sensores

redox también podrian ser afectadas, lo que se reflejaria en una funcién reducida del masculo.




7. Perspectivas

Una hipotesis completa de las causas y la reversibilidad de la fatiga ain esta lejos de nuestro alcance

debido a la complejidad del fendmeno y a lo elusivo de los actores involucrados. Con base en la

hipdtesis redox de la fatiga, enfocada en el papel de los tioles vecinales, nuestros experimentos arrojan

algunos resultados utiles para delinear un poco mas este fendmeno. Y enlistaremos tales puntos a

continuacion:

1)

2)

3)

Comunmente se postula que la fatiga puede ser inducida por ROS y RNS y existen multiples
reportes al respecto?®?!, Si este fuera por completo el caso, pareceria que adicionar compuestos
guelantes de estas especies reactivas deberia prevenir o al menos disminuir la fatiga. En nuestros
experimentos hemos observado como la administracion de DHLA en mdsculo aislado no logra
prevenir la fatiga, alin teniendo en cuenta su poderoso accion como antioxidante?®=°. Es por esto
que planteamos que deberia haber otros actores involucrados o que las ROS y RNS estén
interactuando con intermediarios y que éstos serian en realidad los que llegasen a oxidar a las
proteinas clave y den como resultado la fatiga muscular.

Aunque la fatiga inducida por PAO es un fendmeno artificial, si parece indicar que en la fatiga
“normal” algiin otro compuesto se esta uniendo a los tioles vecinales y oxidandolos. Ademas de
gue no conocemos qué compuesto(s) realizan esto, no sabemos si se quedan unidos formando
algun tipo de anillo o si después de oxidar a los VTGs son liberados.

BAL ha sido un compuesto altamente eficaz en remover arsenicales desde su origen hace mas de
70 afios**, y ahora nosotros sumamos el a-AL también como un quelante de arsenicales. Tomando
en cuenta el punto anterior, lo que BAL y a-AL aportan es un modelo de reversion de fatiga.

Pareceria que mas que interactuar directamente con VTGs el valor de estas moléculas es




4)

“absorber” el agente oxidante y liberar a los VTGs para que puedan reducirse (¢con algin otro
intermediario?) y asi restaurar su estado optimo (reducido).

Dentro de nuestra busqueda de una molécula fisioldgica que pudiera revertir a la fatiga, hemos
excluido la accidn de una serie de enzimas que también son claves para el equilibrio redox en
proteinas como son las glutarredoxinas y tiorredoxinas. Estas proteinas reductoras (que se
“recargan” mediante GSH y DHLA) podrian tener un papel en la reversion de la fatiga, quedando

la propuesta para futuras investigaciones.




8. Resumen gréfico

La Figura 14, corresponde a un resumen grafico de nuestra propuesto de un modelo de fatiga
con base en nuestros resultados e hipotesis. En la Figura 14 A se representa el estado de un
musculo en reposo. Aqui los VTGs de las proteinas musculares se encontrarian reducidas y
por lo tanto adquieren su configuracién inactiva. Durante la fatiga fisiologica (Figura 14B)
se representa la oxidacion de los VTGs, sin embargo, ain no conocemos a la(s) molécula(s)
responsable(s) de tal oxidacion (?) ademas no esta claro si estas se mantienen unidas a los
ditioles formando un anillo o simplemente se favorece la formacién de un disulfuro y se
desprenden(?). Tras un periodo de tiempo el madsculo se recupera, sin embargo, compuestos
como el DHLA y GSH no logran revertir la fatiga, por lo que pareceria que otra molécula es

la encargada de este proceso (?)(Figura 14 C).

En la fatiga potenciada por PAO (Figura 14 D), el arsenical forma un anillo que oxida a los
VTGs. Tanto BAL como DHLA logran remover esta interaccion y favorecen la reduccion de
los VTGs, revirtiendo la fatiga (Figura 14 E). Es claro que el a-AL es un ditiol bioldgico que
protege a las proteinas de una oxidacion selectiva de VTGs en presencia de PAO. La
ausencia de efecto del a-AL sobre la fatiga en ausencia de PAO a diferencia de BAL, sugiere
que las dimensiones del ditiol presente es una estructura inadecuada para revertir a la fatiga,
por lo que debe(n) existir otra(s) molécula(s) con mayor especificidad para reducir los VTGs

de las proteinas reguladas por tiolacion.
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9. Conclusiones

La presencia de cisteinas en moléculas sencillas como el glutation y el acido lipoico se
encargan de cumplir diferentes funciones celulares, principalmente regulando el ambiente
redox intracelular; son sistemas ubicuos en la biologia. Este sistema de antioxidantes actla
como donador de electrones mediante la formacion y ruptura de enlaces disulfuro. Las
proteinas encargadas de regular procesos especificos tanto en vias de sefializacion como en
rutas metabolicas contienen una cantidad importante de cisteinas. EI motivo proteico Cys-
Xn=2-6-Cys (tiol vecinal) reviste especial importancia por la especificidad para oxidar y
reducir simultaneamente a estas cisteinas adyacentes y conseguir cambios conformacionales
en las proteinas. En el musculo esquelético, particularmente en las FR, la fatiga las incapacita
transitoriamente de manera fisiologica para desarrollar fuerza de contraccion. En un sistema
aislado, la fatiga se exacerba induciendo la formacién de ditioarcinas en las proteinas con
VTGs. La hipotesis que plantea nuestro grupo de investigacion es que las proteinas con VTGs
estan involucradas en el mecanismo molecular de la fatiga y sugerimos a los ditioles, y no a
los monotioles, como los antioxidantes participantes en el proceso. Nuestros resultados
demuestran que el GSH no tiene un papel relevante en la fatiga al no revertir este fendmeno
con o sin PAQO, aun cuando el GSH esta presente en altas concentraciones en el protocolo
experimental ademas de ser el antioxidante mas abundante en la célula, lo que indica que la

regulacién de la fatiga es un proceso mas discreto y mas especifico.

Por otro lado, el a-LA tiene un papel en la reversion de la fatiga cuando ésta es exacerbada
por la formacion de ditioarsinas. Es importante destacar que ain como reductor de VTGs, el

a-AL no es la molécula encargada de realizar esta funcion en el musculo sano. La bdsqueda




del mecanismo de oxidacion y del sistema antioxidante involucrados en la fatiga muscular

como proceso fisioldgico adn continda.
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