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Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno metabdlico crénico caracterizado por
hiperglucemia persistente, debido a la resistencia a la insulina y a la disfuncién de células
beta, provocando un pobre mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. La DM2
provoca el desarrollo de mdltiples complicaciones en diferentes érganos y tejidos, una de
ellas son las osteopatias las cuales aumentan la fragilidad ésea debido a una mala calidad
de los huesos. Su fisiopatologia involucra el incremento de lipocalina 2 (LCN2) que
promueve la resorcién ésea y altera la actividad osteobléstica lo que resulta en fragilidad
6sea. La LCN2 es una citocina secretada principalmente por osteoblastos que estd
involucrada en el control del apetito, el metabolismo de la glucosa y regula el
metabolismo 6seo en condiciones normales. El ejercicio aerébico ha mostrado ser eficaz
para mejorar la salud metabdlica y ésea en condiciones de salud y en enfermedades
metabdlicas a través de sus efectos antiinflamatorios; sin embargo, se desconoce si podria
ser capaz de disminuir los niveles de LCN2 a nivel sistémico y si podria ser uno de los
mecanismos que conducen a la mejora de la salud metabdlicay ésea en la DM2. Objetivo:
Determinar la concentracién de lipocalina 2 en el suero de ratones diabéticos sometidos
a ejercicio aerdbico y ver su correlacién con el metabolismo de la glucosa y la funcion
osteoblastica. Material y métodos: Se emplearon 18 ratones de la cepa C57BL/6 de cuatro
semanas de edad divididos en controles sanos (n=9) y DM2 (n=9). A su vez cada grupo se
dividié en sedentario, ejercicio aerdbico (EA) de intensidad baja (Bl) y moderada (MI). La
induccién de DM2 se realizd por medio de la administraciéon de estreptozocina (SZC) y
con dieta hipercalérica. El EA se realizé6 en ruedas para correr automatizadas y se
controlaron ambas intensidades de EA de baja intensidad y de mediana intensidad por
10 semanas. Resultados: El peso, IMC y circunferencia abdominal se incrementaron en los
ratones DM2-SED y DM2-Bl. El EA de baja y mediana intensidad disminuyo la
concentracién de glucosa en sangre en los ratones con DM2 a niveles normales, e
incrementaron el aprovechamiento de glucosa y la sensibilidad a la insulina. Los niveles
séricos de LCN2 fueron menores en los grupos DM2 con ambas intensidades de EA en
comparacién con el grupo DM2-SED. El EA aumentd la actividad de la fosfatasa alcalina
(ALP). Ademds, observamos una correlacién positiva entre los niveles de LCN2 vy la
resistencia a la insulina. Conclusién: El EA de mediana intensidad es més eficaz para
mejorar la salud metabdlica y la actividad osteoblastica a través de la disminucidn de
LCN2.



Abstract

Diabetes mellitus type 2 (DM2) is a chronic metabolic disorder characterized by persistent
hyperglycemia, due to insulin resistance and beta cell dysfunction, causing poor
maintenance of glucose homeostasis. DM2 causes the development of multiple
complications in different organs and tissues, one of them being osteopathies which
increase bone fragility due to poor bone quality. Its pathophysiology involves the increase
of lipocalin 2 (LCN2) which promotes bone resorption and alters osteoblastic activity
resulting in bone fragility. LCN2 is a cytokine secreted mainly by osteoblasts that is
involved in appetite control, glucose metabolism and regulates bone metabolism under
normal conditions. Aerobic exercise has been shown to be effective in improving
metabolic and bone health in healthy conditions and metabolic diseases through its anti-
inflammatory effects; however, it is unknown whether it might be able to decrease LCN2
levels at the systemic level and whether it could be one of the mechanisms leading to
improved metabolic and bone health in DM2. Objective: To determine the concentration
of lipocalin 2 in the serum of diabetic mice subjected to aerobic exercise and to see its
correlation with glucose metabolism and osteoblastic function. Material and methods:
Eighteen 4-week-old C57BL/6 mice were divided into healthy controls (n=9) and DM2
(n=9). Each group was further divided into sedentary, low (Bl) and moderate (MI) intensity
aerobic exercise (EA). DM2 induction was performed by administration of streptozocin
(SZC) and with hypercaloric diet. EA was performed on automated running wheels and
both low-intensity and medium-intensity EA intensities were monitored for 10 weeks.
Results: Weight, BMI and abdominal circumference were increased in DM2-SED and DM2-
Bl mice. Low- and medium-intensity EA decreased blood glucose concentration in DM2
mice to normal levels, and increased glucose utilization and insulin sensitivity. Serum LCN2
levels were lower in the DM2 groups with both intensities of EA compared with the DM2-
SED group. EA increased alkaline phosphatase (ALP) activity. In addition, we observed a
positive correlation between LCN2 levels and insulin resistance. Conclusion: medium-
intensity EA is more effective in improving metabolic health and osteoblastic activity
through LCN2 decrease.



1. Introduccién
1.1 Diabetes Mellitus Tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno metabdlico crénico que se
caracteriza por hiperglucemia persistente causada por una disminucion en la

accion periférica de la insulina, lo que se define como resistencia a la insulina (1).

La DM2 representa entre el 90% y 95% de todos los casos de diabetes a nivel
mundial. El riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (DM2) aumenta con la

edad, la obesidad, factores genéticos, la dieta y la falta de actividad fisica (4).

Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2018, publicada por el Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en México 8 millones 600 mil personas
padecen DM2, es decir el 10.3% de la poblacién, de la cual, 11.4% eran mujeres y
9.1% eran hombres (2). Para el 2019 la Federacion Internacional de Diabetes (IDF)
estimé 12 millones 800 mil casos, colocando a México en el éto lugar con mas

casos de diabetes a nivel mundial (3).
La DM2 se caracteriza por tres eventos principales:

a) Disfuncién de las células B
La hiperglucemia y la hiperlipidemia inducen estrés oxidativo y estrés metabdlico
en las células B del pancreas, ya que generan especies reactivas de oxigeno (ROS)
las cuales inhiben los canales de Ca* activando las vias de respuesta apoptética de
la proteina desplegada (UPR) e inducen la liberacion de IL-1B, la cual recluta
macréfagos y aumenta la inflamacién local en los islotes pancreéticos. Como
resultado la organizacién de los islotes y la comunicacidn entre células B se afecta,

y por lo tanto hay una regulacién deficiente en la liberacién de insulina (5).

b) Resistencia a la insulina
Cuando hay una alteracién/disminucién de la respuesta metabdlica de la insulina
en las células se le conoce como resistencia a la insulina (IR). Esta puede dividirse

en tres categorias: 1) Disminucién de la secrecién de insulina en las células B, 2)



Efecto antagonista sobre la insulina por medio del aumento de la secrecién de
glucagdn, glucocorticoides y catecolaminas, las cuales alteran la sefalizacion en
los receptores de insulina y 3) Alteracién de la respuesta a la insulina en los tejidos

diana cémo: el tejido adiposo, el musculo esquelético y el higado (5).

c) Gluconeogénesis excesiva en el higado
En estados fisiolégicos normales la accion del glucagén + insulina, da como
resultado la regulaciéon de la produccién de glucosa hepatica. Mientras que el
glucagdn induce la produccién de glucosa hepética, la insulina actia como un
inhibidor de la produccién de glucosa cuando su concentracion en sangre es
elevada (5). En la DM2 los niveles fisiolégicos de insulina circulante son
insuficientes, esto altera la regulacién de la produccién de glucosa hepdtica, ya

que no hay quien inhiba esta produccién cuando los niveles de glucemia son altos.

1.2 Osteopatia como complicacién de la DM2

La DM2 produce hiperglucemia crénica que en conjunto con otras alteraciones
metabdlicas cémo el estrés oxidativo, pueden generar dafios a los diferentes
sistemas que conforman nuestro cuerpo, lo cual lleva al desarrollo de
complicaciones de salud discapacitantes y potencialmente mortales (1). Una de
estas complicaciones es la alteracién del metabolismo 6seo y el deterioro de la
microarquitectura 6sea, esto quiere decir que existe una relacién directa entre el

tejido 6seo y el metabolismo de la glucosa, la cual veremos més adelante.

El tejido éseo es un tejido conjuntivo formado por cuatro tipos de células:
Osteoblastos, Células del revestimiento éseo, Osteocitos y Osteoclastos (7,8). Las
funciones de este tejido son: la locomocién, dar proteccién a los érganos vitales y
a los tejidos blandos, el almacenamiento de calcio y fosfato, alojar a la médula ésea

y la hematopoyesis (7).

En afos recientes, se ha reconocido que las osteopatias son complicaciones
frecuentes en los pacientes diabéticos, que resultan en una alta prevalencia de

fracturas ocasionadas por caidas y/o eventos no traumaticos. Lo anterior, se da



pesar de que de forma interesante las personas que padecen DM2 tienen un
incremento de 5 a 10% en la densidad mineral 6sea (DMO) en comparacién con
las no diabéticas (7-10).

Actualmente, no existe un registro epidemiolégico exacto de esta complicacién,
sin embargo, diversos estudios indican que hombres y mujeres con DM2
presentan un riesgo hasta 3 veces mayor de sufrir fracturas principalmente en
cadera, fémur, espina y mufieca (8). El incremento de fracturas disminuye de
manera importante la calidad y esperanza de vida en las personas con DM2
debido a que se requieren periodos prolongados de inmovilizacion que
generalmente empeoran o facilitan la aparicién de otras complicaciones de la
DM2 (11-15).

Se ha propuesto que el riesgo de fractura en la DM2 se ve influenciada en gran
parte por factores como el tiempo de evolucién, un indice de masa corporal
elevado, la presencia de otras complicaciones derivadas de la DM2 y algunos
tratamientos antidiabéticos (8, 11, 16).

Se ha reportado que los pacientes diabéticos tipo 2 con mas de 10 afios de
evolucién presentan mayor riesgo de fractura en comparacidén con los recién
diagnosticados, ademas de que tienden a presentar fracturas mas severas y en su
mayoria se ven afectados los huesos de soporte (17-20).

El incremento en la DMO en comparacidon a pacientes no diabéticos es mas
marcado en aquellos con un indice de masa corporal (IMC) elevado. Una mayor
DMO se atribuye a que el hueso se adapta para soportar las cargas mecéanicas a
las que es sometido por el aumento de tejido adiposo, sin embargo, el hueso
formado es menos resistente (16).

El uso de insulina aumenta la susceptibilidad de padecer periodos de
hipoglucemia, lo que afecta directamente a las células &seas y favorece el
desarrollo de la hipotensidn ortostética y sarcopenia que aumentan el riesgo de

caidas y por tanto de fracturas (8, 21).



En los dltimos afios se ha sugerido que el deterioro en la calidad del hueso,
especificamente en la microarquitectura y las propiedades materiales &seas
provocadas por la DM2 son las responsables del desarrollo de fragilidad ésea (10,
22).

A nivel microestructural, se ha visto mediante resonancia magnética (MRI) y por
tomografia cuantitativa computarizada (qCT) que el hueso de pacientes con DM2
tiene un incremento en la porosidad dsea cortical y una disminucién en la masa

del hueso trabecular (12).

Asi mismo, los exdmenes de microindentacién y de anélisis de elementos finitos,
que son técnicas recientemente disefadas para medir las propiedades
biomecanicas éseas, indican que las tibias y los fémures en modelos animales con

DM2 tienen menor resistencia, rigidez y capacidad de carga (9, 17).

Acorde con estos hallazgos, se ha determinado que las alteraciones en la
microestructura y de las propiedades materiales afectan considerablemente la
integridad biomecanica del hueso, que deriva en la incapacidad de adaptacion de
este a las cargas a las que es sometido. Es importante resaltar que el deterioro
6seo es el resultado de mecanismos celulares y moleculares mas complejos que

repercuten en el proceso de remodelado y en la calidad ésea (23).
1.3 Lipocalina 2

La Lipocalina (LCN2), también conocida como 24p3 o lipocalina asociada a
gelatinasa de neutréfilos (NGAL), es una glucoproteina de 25 kDa producida por
neutrdfilos, adipocitos, macréfagos, hepatocitos, células renales y osteoblastos. La
LCN2 estéd involucrada en una amplia variedad de procesos, y su funcion es
dependiente del microambiente donde se produzcay el ligando al que se una (24,
25). Forma parte de la superfamilia de las lipocalinas, un grupo de proteinas
circulatorias que transportan moléculas pequefias e hidrofébicas como esteroides,

acidos grasos, retinoides, prostaglandinas y hormonas. Se han propuesto dos



receptores de superficie celular SLC22A17 y 24p3R, los cuales se unen a LCN2
(26).

La estructura altamente conservada de LCN2 se compone de un barril beta de
ocho hebras que forma un céliz de cierre en una direccién antiparalela, que
representa el sitio de unién del ligando interno que permite que la lipocalina se
una a sus ligandos. Esta cavidad de unién de LCN2 es significativamente mas
grande y polar que otras proteinas de lipocalina. Esto permite que LCN2 se una a
los receptores que se encuentran en la superficie de las membranas plasméticas
para formar grandes complejos de moléculas al unirse a ligandos mas grandes y
menos hidrofébicos como proteinas de mamiferos, lo que a su vez permite que la

célula lleve a cabo funciones clave en la division y regulacion celular (26).

Se sabe que puede unirse a la metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9) para
incrementar su estabilidad y actividad lo cual es importante para la extravasacion
de neutrdfilos, asi como para la invasion y metastasis del céncer (24). También
tiene efectos proinflamatorios ya que es capaz de dirigir la infiltracién de células
inmunes, influye en la polarizacién de macréfagos M1, promueve la formacién de
células espumosas, la expresidon del inflamosoma NLRP3 y se considera una
proteina secuestradora de hierro en la respuesta inmune innata antibacterial como

se observa en la Fig.1 (27, 28).
1.4 Papel de la Lipocalina 2 en la fragilidad ésea y la diabetes tipo 2

Estudios mds recientes en modelos murinos han descrito la participacion de la
LCN2 en el metabolismo energético ya que es altamente expresada en el tejido
adiposo, especialmente en estados patolégicos como la obesidad y la DM2
porque es inducida por el TNF-a e IFN-y (28-31). Se ha observado una correlacién
positiva entre las concentraciones de LCN2 y la circunferencia abdominal, el
porcentaje de grasa corporal, la presién sistdlica, los niveles de glucosa en ayunas,
las concentraciones séricas de insulina, triglicéridos y mediadores inflamatorios

como laIL-1b, IL-6, IL-17 y TNF- a (29,32,33).



A través de estudios en modelos animales transgénicos, también se ha sugerido
que la expresion LCN2 proveniente de osteoblastos es sumamente importante
para multiples procesos fisiolégicos incluido el control del apetito mediante la
unién al receptor MCR4 en el hipotélamo, la produccién y sensibilidad a la insulina
(31,34), la termogénesis y el gasto energético en el tejido adiposo marrén como

se muestra en la Fig.1 (28).

LCN2 Control del apetito  LNc2 %+ » I~ O)— Pls
proveniente de
Osteoblastos @
y )

Produccién y
sensibilidad a la insulina

Termogénesis y gasto
energético en tejido
adiposo marrdn pr

Papel inmunolégico

Polarizacién de
macréfagos M1

Fig.1 Papel de la LNC2 proveniente de osteoblastos en procesos fisiolégicos como: el control del

apetito,produccién de la insulina, termogénesis y gasto energético, polarizacién de macréfagos M1y en la
respuesta inmune innata. Elaboracién propia.

Por otro lado, se ha demostrado que la LCN2 participa en la regulacién del
metabolismo éseo ya que funciona como un factor sensible a estimulos mecéanicos
y se encuentra incrementado en modelos animales y humanos sometidos
protocolos de sedentarismo (33). Bajo estas condiciones, el aumento de LCN2 no
solo favorece el desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina, sino que ademas

reduce la diferenciacion de osteoblastos y la formacion ésea, a la vez que estimula



la produccién de IL-6 y del ligando de receptor activador para el factor nuclear k
(RANKL) para promover la osteoclastogénesis y la resorcion ésea patoldgica
(24,25). De forma similar, en ratones transgénicos la sobreexpresién de LCN2 tiene
efectos negativos en el tejido éseo ya que se encontraron huesos de menor
tamafo, con disminucién del nimero de trabéculas, y una pared cortical delgada.
Estos cambios fueron atribuidos a la reduccidn de la aposicién de matriz dsea por
parte los osteoblastos, los cuales también disminuyeron su diferenciacion como se
muestra en la Fig.2 (35). A pesar de las asociaciones antes mencionadas, parece
que cierta expresion de LCN2 es necesaria para el mantenimiento de la

homeostasis dsea y energética (25).
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Fig.2 Los niveles elevados de la LNC2 alteran el metabolismo de la glucosa y el metabolismo éseo.
Elaboracién propia.

En un estudio realizado por Capulli y cols. (2017) (36), la ablacién sistémica de

LCN2 en ratones produjo osteopenia caracterizada por el adelgazamiento del



hueso cortical y una microarquitectura trabecular poco compleja, un nimero
reducido de osteoblastos y una menor tasa de formacién dsea. Estos fenémenos
los atribuyeron a la alteracién del metabolismo energético debido a la disminucién
de la expresién del transportador de glucosa GLUT-1, el cual es necesario para la
captacion de glucosa en osteoblastos y por lo tanto son fundamentales para su
diferenciacién y activacién. La LCN2 se encuentra incrementada a nivel sistémico
durante la DM2 y ha sido ampliamente relacionada con la hiperglucemia y la

resistencia a la insulina.
1.5 Efecto del ejercicio aerébico sobre la salud ésea

Se ha propuesto que una alternativa de tratamiento para la osteopatia diabética es
por medio de la influencia mecénica sobre el hueso, ya que es comin que en la
obesidad y en la DM2 exista poca actividad fisica, lo que altera los mecanismos de
remodelacion y mineralizacién &ésea, ademas aumentan la adiposidad de la
médula ésea (37). La respuesta del hueso a este estimulo mecanico depende tanto
de las células 6seas maduras, como de las células troncales mesenquimales de la

médula ésea (MSC) (37,38).

La actividad fisica ejerce fuerzas sobre la matriz 6sea, incluidas las deformaciones,
las aceleraciones y el esfuerzo cortante de fluido, las cuales se transducen a la
poblacién de células dseas, adipocitos y MSC, con la participacién de redes
citoesqueléticas compuestas principalmente por actina, microttbulos y filamentos
intermedios. Los cuales activan moléculas de sefalizacién que incluyen a: MAP-
cinasas, YAP/TAZ y B catenina. A partir de aqui se activa el complejo LINC en el
nicleo de las células déseas maduras aumenta la sefalizacion de B catenina
activando la via Wnt y en las MSC ocurren diferentes uniones en el nicleo entre
LINC y la ldmina A/C, provocando que entren en linaje osteogénico. Esto quiere
decir que las MSC y su progenie diferenciada en linaje osteogénico son
mecanosensibles, que al aumento de las sefiales mecénicas estimulan el

anabolismo 6seo como se muestra en la Fig.3 (38).
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1.6 El ejercicio aerdbico y el control glucémico

Se ha reportado que el EA es un complemento clave en el tratamiento de la DM2
mejorando el control glucémico debido al aumento de la sensibilidad a la insulina
periférica, a través de varios mecanismos moleculares. Algunas de las actividades
consideradas como EA son: ciclismo, natacidén, caminata, trotar/correr vy
montafismo, las cuales en contraste con el entrenamiento fisico de alta intensidad
a corto plazo como los ejercicios de musculatura en donde la glucosa es el

principal sustrato metabdlico, mientras que con EA son los acidos grasos (39-42).

En condiciones normales el mecanismo molecular llamado Transduccién de Sefal
de Insulina (IST) inicia cuando la insulina se une a la cadena a del receptor de
insulina (IR) esto genera cambios en la cadena B de IR los cuales conducen a la

autofosforilacién de los residuos de tirosina, al reclutamiento de sustratos del



receptor de insulina (IRS), la proteina transformadora de SHC y la proteina
adaptadora con PH y la proteina de dominio SH2. De esta manera se activa IRS-1,
posteriormente activa la fosfoinositido 3-quinasa la cual cataliza el fosfatidilinositol
4,5 bifosfato en fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), se activara a la proteina B
quinasa (Akt) facilitando la entrada de la glucosa en la célula mediante la
translocacién de la proteina transportadora de glucosa 4 (GLUT4) a la membrana
celular (40-44).

Sin embargo, un estilo de vida sedentario y una mala alimentacién producen
obesidad esto genera un mayor riesgo de resistencia a la insulina y desencadena
en DM2. Se ven implicados diferentes mecanismos moleculares en los cuales el

EA puede interferir de manera positiva promoviendo la sensibilidad a la insulina

(Tabla.1) (40,42).

Tabla.1 Alteraciones en la DM2 donde el EA tiene efectos benéficos. (40,42) Elaboracién propia.

Alteraciones en la DM2

Efectos del EA

El aumento de masa del tejido adiposo
promueve la liberacién de adipocinas (leptina,
adiponectina, resistina y visfatina), proteina C
reactiva y citocinas inflamatorias (IL-8, IL-6, IL-10
interferén y y quimiocina de motivo CXC 10) los
cuales promueven la inflamacién.

Incrementa la lipolisis utilizando &cidos grasos como
sustrato, esto reduce la masa corporal, la inflamacién y
mejora la resistencia a la insulina.

Al haber una falla en la expresién y localizacién
de GLUT-4 puede resultar en una sefal
deficiente de la insulina y posteriormente
resistencia a la insulina.

Aumenta la expresién de GLUT-4 en los musculos
esqueléticos a través de la via AMPK y Ca?/ proteina
quinasa Il dependiente de calmodulina las cuales
inducen la expresién de GLUT-4, lo cual mejora el
control glucémico.

La sobrecarga de radicales libres genera dafio
oxidativo, afectando la funcién de las células B.

A largo plazo mejora el estado redox y reduce la
resistencia la insulina.

Los niveles altos de cerdmidas reducen la
sefalizacidn de la insulina mediante varios
mecanismos moleculares como la apoptosis de
las células B, la induccién de respuestas
inflamatorias, el estrés del reticulo endoplasmico,
mayor expresion de adipocinas, estrés oxidativo,
resistencia la insulina en tejidos periféricos y la
reduccidn de la expresion de insulina en las
células de los islotes pancreéticos.

Se ha observado reduccién en los niveles plasméticos de
ceramidas, lo que resulta en una mejor sefializacion de la
insulina y reduce la resistencia la insulina.

Debido al deterioro de la IST normal, por el
estrés oxidativo el cual provoca la fosforilacién
de serina IRS-1, 2 generando un poco activacion
de PI3Ky resistencia a la insulina.

Aumento de la fosforilaciéon de IRS-1, mejorando la
transduccién de la seial de insulina.




Se genera apoptosis y diferenciacién de las
células B debido a la alta demanda de
produccién de insulina.

Mejora la funcién y previene la apoptosis celular en los
islotes pancreaticos.

Existe un area de superficie capilar reducida
debido al sedentarismo ya que hay poca
demanda de utilizacién de la insulina.

Induce la angiogénesis, lo cual conduce a un aumento
de la densidad capilar y el desarrollo de nuevas redes
vasculares, debido a la demanda de oxigeno y sustratos
metabdlicos aumentando la sensibilidad a la insulina.

2. Antecedentes

El desarrollo de DM2 conlleva a diferentes complicaciones a nivel sistémico
debido a la alteracién del metabolismo de la glucosa y la acumulacién de tejido
adiposo en otros tejidos, esto provoca un estado hiperglucémico persistente e
inflamacién crénica (5,6). Una de estas complicaciones es la fragilidad ésea por la
inhibicion de la actividad osteoblastica (16). Se sabe que el EA en condiciones de
salud incrementa la calidad y resistencia 6sea, ademas mantiene los niveles
glucémicos en pardmetros normales (37,38). En la DM2 el EA tiene efectos
antiinflamatorios, disminuye la hiperglucemia y mejora la sensibilidad a la insulina
por lo cual se ha sugerido que forme parte fundamental en el tratamiento de la
DM2 (39,48).

El incremento de la concentracién sérica de LCN2 en ratones y humanos
inmovilizados sometidos a la reducciéon de actividad fisica y a enfermedades
metabdlicas cémo DM2 y obesidad, evidencia que los osteoblastos aumentan su
capacidad para estimular la osteoclastogénesis mediante la induccién de factores
proosteoclastogénicos cémo: RANKL e IL-6 y la osteoprotegerina (OPG) lo que

sugiere que tiene un papel dominante sobre los osteoblastos (33,41,45).

Se evalud la respuesta mecénica de LCN2 en el suero de pacientes sanos
sometidos a reposo en cama, en el cual se observé un aumento significativo de
esta proteina. Después lo realizaron en ratones sometidos a descarga mecanica
inducida por 3 procedimientos diferentes: en ratones C57BL/6 con suspension de

extremidades traseras por 21 dias (WT), en las patas traseras de ratones C57BL/6




se provocd paralisis muscular inducida por toxina botulinica (Botox) y en ratones
(origen CB6F1/C57BL6) con distrofia muscular ligada al cromosoma X (MDX9) de
ocho semanas de edad, donde también hubo un aumento significativo que fue
contrarrestado por ejercicio aerébico en los ratones WT y MDX9: 1.Correr a una
velocidad de 9m/min durante 30min, dos veces por semana durante 3 semanasy
2.Nado forzado 5min 3 veces al dia por 3 semanas. Los resultados arrojaron que
los niveles séricos de LCN2 eran mas altos después de la descarga mecénica

inducida y se redujeron con el entrenamiento de nado forzado (33).

Un estudio evalud el efecto de un programa de ejercicio aerébico sobre los niveles
de LCN2 en mujeres coreanas con obesidad, el programa de ejercicio aerdbico
era de 45 min/ sesién, 3000 kcal/dia y entrenamiento de fuerza muscular de 20
min/sesién, 100 kcal/dia, ambos cinco veces a la semana. Se midieron los niveles
de LCN2 antes de iniciar con el programa y fueron marginalmente significativos
(p=0.054). Los niveles de IL-6 aumentaron significativamente después del
programa de ejercicio, sin embargo, no hubo cambios significativos de la LCN2

(46).

Por otro lado, en un estudio clinico sometieron a pacientes obesos a actividad
fisica especialmente con entrenamientos de resistencia durante 8 semanas
mencionan que algunos mecanismos como la actividad fisica o la disminucién de
algunos marcadores inflamatorios como IL-6 y TNF- a pueden disminuir los niveles
de LCN2, se sabe que la actividad fisica tiene la capacidad de ser antiinflamatoria,

sin embargo, estos mecanismos deben ser més estudiados (41).

Otro estudio en personas sedentarias sometidas a ejercicio aerébico por 12
semanas reportd que hay disminucién de la masa corporal, de LNC2 en plasmay
favorece a la tolerancia a la glucosa y a la sensibilidad a la insulina. Sin embargo,
algunos factores como IL-6 y TNF- a deben ser examinados para poder explicar la
disminuciéon de LCN2 en plasma ya que también disminuye la proteina C reactiva

(PCR) la cual esté involucrada en la inflamacién crénica presente en la obesidad



(45).

Estos antecedentes son evidencia de que la LCN2 es una osteocina que al estar
aumentada en estados inflamatorios crénicos procedentes de enfermedades
metabdlicas cémo la DM2, tiene un papel importante en regular de manera
negativa los mecanismos principales de estos padecimientos, incluidos la
hiperglucemia, la resistencia a la insulina y afectaciones como la fragilidad ésea
por lainhibicién de la actividad osteoblastica. Sin embargo, lo que se ha reportado
no ha dejado claro si el ejercicio aerdébico de mediana intensidad puede disminuir
los niveles séricos de LCN2 y que esto se vea reflejado en la actividad osteoblastica

y en la regulacién del metabolismo de la glucosa.

Por lo que en esta investigacion nos centramos en evaluar el efecto del ejercicio
aerébico de mediana intensidad en los niveles de LCN2 en suero, en la

hiperglucemia, la resistencia a la insulina y la funcién/activacion osteoblastica.

3. Justificacién

La LCN2 se encuentra incrementada en la DM2 y se ha sugerido que este
incremento puede agravar la hiperglucemia, la resistencia a la insulina y la
fragilidad ésea, mientras que la actividad fisica regula su expresién y se relaciona

con una mejora de la salud ésea.

Se deben buscar tratamientos especificos para la fragilidad ésea observada en la
DM2y el EA representa una opcién de tratamiento debido a sus efectos benéficos
en la glucemia, la inflamacién y la regulacion de la calidad ésea, gracias a la

modulacién de osteocinas como la LCN2 y otros mediadores proinflamatorios.

Es necesario estudiar en un modelo murino de diabetes tipo 2 el efecto de la
actividad fisica de diferentes intensidades en el papel y la relacién de la LCN-2 en
el metabolismo de la glucosa y la funcién osteobldstica debido a que la
modulacién de la LCN2 en la diabetes podria resultar en un tratamiento de la

fragilidad ésea en la DM2.



4. Hipdtesis

Si ratones con diabetes tipo 2 son sometidos a ejercicio aerébico de baja o
mediana intensidad, habra una disminucion de los niveles de LCN2 en suero y a
su vez esto se correlacionara con la disminucién en la resistencia a la insulina, la

glucemiay el incremento de la actividad osteoblastica.

5. Objetivo

General

Determinar la concentracién de lipocalina 2 en el suero de ratones diabéticos
sometidos a ejercicio aerdbico y su correlacién con el metabolismo de la glucosa

y la funcién osteoblastica.

Particulares

En ratones sanos y con DM2, sometidos o no a ejercicio aerébico de intensidad

baja o mediana:

1) Caracterizar los cambios somatométricos y el perfil glucémico.

2) Cuantificar la concentracion de LCN2 en suero.
3) Analizar la actividad osteobléstica en el fémur.

4) Relacionar las concentraciones plasméaticas de LCN2 con la sensibilidad

a laiinsulina, la glucemia y la funcién osteobléastica.
6. Estrategia experimental

Para cumplir con los objetivos planteados, se disefié una estrategia
experimental en donde se resumen los métodos utilizados para la obtencién de

resultados como se observa en la Fig.4.
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Fig.4 Desarrollo del experimento. Elaboracién propia.

7. Material y métodos

Los procedimientos experimentales fueron realizados en el Laboratorio de
Investigacién Odontolégica, Seccién de Inmunidad Oral y Regulacién Osea,
ubicado de la Clinica Universitaria de Salud Integral Almaraz perteneciente a la FES
Iztacala de la Universidad Nacional Auténoma de México en el periodo de agosto

de 2020 a julio de 2021.
7.1 Animales

Este estudio se realizd bajo las recomendaciones mencionadas en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0O-1999: “Especificaciones técnicas para la produccién,
cuidado y uso de los animales de laboratorio” publicada en el Diario Oficial de la
Federacién el dia 28 de junio del 2001 y de acuerdo con las normas de la Comisién

de Bioseguridad y de Etica de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la



Universidad Nacional Auténoma de México. Teniendo los objetivos claros de este

experimento se utilizé el menor nimero posible de animales por grupo.

Se utilizaron un total de 18 ratones macho de la cepa C57BL/6 de cuatro semanas
de edad con un peso de entre 10 y 12 g. los animales fueron mantenidos en
condiciones de bioterio a una temperatura constante de 23°C en cajas de acrilico
individuales con 1 cm de cama sanitaria estéril, que se reemplazé diariamente al
igual que el agua y el alimento. Todos los individuos fueron alimentados ad

libitum.

Los 18 ratones fueron divididos en dos grupos principales: Control (CTRL) y DM2,

a su vez estos se subdividieron como se muestra en la Fig.5.

GRUPOS

I n=3 por cada grupo

| | |
CTRL-SED  CTRL-BI  CTRL-MI

DM2-SED DM2-BI DM2-MI

Fig.5 Distribucién de los grupos de estudio dénde: Control (CTRL), Sedentario (SED),Diabetes
Mellitus T2 (DM2), EA de Baja Intensidad (Bl) y EA de Moderada Intensidad (Ml). Elaboracién

propia.

7.2 Induccién de DM2

La DM2, fue inducida a través de la combinacién de una dieta rica en carbohidratos
para provocar resistencia a la insulina por obesidad la cual fue administrada
durante todo el experimento (Tabla.2) y por la administracion intraperitoneal de
bajas dosis de estreptozocina (SZC) en pBS 1X (durante 7 dias a partir de las 10

semanas de iniciada la dieta) de acuerdo con lo reportado por Yu et al. (2017) (46).



En concreto, el primer dia se administré una dosis de 50mg/Kg y los dias 2-7 una

dosis de 25 mg/Kg.

Diariamente se monitoreo el peso y el consumo de alimento, semanalmente el

IMC, la circunferencia abdominal semanal y la glucosa se midié cada 15 dias.

Se considerd a los ratones como diabéticos, a aquellos cuyos indices de glicemia
fueran >250mg/dL y que presentaran resistencia a la insulina reportado por Yu et

al. (2017) (46).

Tabla 2. Composicién de la dieta hipercalérica y estandar.

Dieta Hipercaldrica Dieta estandar
Contenido energético: 5.4 Kcal/g Contenido energético: 3.8 Kcal/g
Pellets de LabDiet
37.5% 15% Proteina 20% Proteina
5010
Cacahuates 25% 46.5% Grasa 10% Grasa
Chocolate 25%
38.5%
Galletas 12.5% 70% Carbohidratos
Carbohidratos
Dieta Liquida Dieta liquida
Agua con chocolate (50 g/L) Agua embotellada

7.3 Obtencién de muestras de sangre y curvas de tolerancia a la glucosa e
insulina

Se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa e insulina en la semana 9 previo a la
induccién de DM2, en la semana 12 y 13 después de haber inducido la DM2, a la
mitad del protocolo de entrenamiento en la semana 22 y 23 y antes del sacrificio

en lasemana 26y 27.



Para la cuantificacién de glucosa, los ratones se sometieron a ayuno durante 4-6
horas (9:00 a.m. a 15:00 p.m. antes de la inversién del ciclo, y de 23:00 p.m. a 5:00

a.m. una vez que se encuentran en ciclo invertido).

El procedimiento consistié en la administracién por via intraperitoneal de glucosa
(19/Kg de peso de ratdn) e insulina (0.5Ul/ Kg de peso de ratén) diluidas en PBS
estéril seguin el caso, después se realizé una pequefia incisién en la vena caudal
provocando un ligero sangrado, del cual se tomé una muestra de sangre con una
tira reactiva de un glucémetro One Touch Ultra Mini en los minutos 0, 15, 30, 45,

60, 75y 90 como lo indica la Fig.é.
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Ayuno
4-6hrs Insulina
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vena caudal.

/ X
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Medicidn de glucosa 9

Fig.6 Procedimiento paso a paso de las curvas de tolerancia a la glucosa e insulina. Elaboracién
propia.

7.4 Inversién del ciclo luz-oscuridad

Una vez que se determind que los ratones desarrollaron DM2 (a las 13 semanas
de edad), se invirtié su ciclo de luz-oscuridad (Luz 20:00 hrs a 7:59 hrs, Oscuridad
8:00 hrs. a 19:59 hrs.), esto debido a que los ratones son animales nocturnosy por

lo tanto sus picos de actividad se dan durante la noche.



Si los ratones fuesen entrenados durante el dia, podria inducirles estrés por la

alteracion de sus periodos de suefio o podrian no responder al ejercicio. (49,50)
7.5 Ejercicio aerébico

El programa de ejercicio que se empled en los ratones fue disefiado por Zhang et.
jal., (2017) (47). Se utilizaron cajas con ruedas para correr automatizadas, lo cual
permitié controlar las diferentes velocidades que representan la intensidad baja
(8/min, volumen de oxigeno méximo VO,=60%) y moderada (18m/min,

VO,=85%).

A las 17 semanas de edad, se aclimatd a los ratones por 3 dias durante 10 minutos
en lasruedas a 6 m/min. Alas 18 y 19 semanas de edad se sometieron a un primer
régimen de entrenamiento, durante el cual se aumentd la velocidad y el tiempo

hasta las 28 semanas de edad como se muestra en la Tabla.3.

El entrenamiento se realizdé en un horario de 14:00 a 18:00 horas debido a que
equivale a la mitad de su fase activa y en ese periodo se dié la mayor actividad de

los roedores.

Tabla 3. Regimenes de entrenamiento. Elaboracién propia.
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7.6 Obtencién de las muestras

Después de finalizar el entrenamiento, los animales se sacrificaron por sobredosis
de CO, ,se obtuvo una muestra de sangre por puncién cardiaca y se separé el

suero sanguineo por centrifugacion

Las patas traseras se removieron para obtener el fémur izquierdo para el anélisis

histoquimico, como se muestra en la Fig.7.

Cambios 0
somatomeétricos IMC
[ | 1
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Abdominal
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O Actividad dsea

Fig.7 Obtencién y procesamiento de muestras. Elaboracién propia.

7.7 Cuantificacion de LCN2 en suero

Se determino la concentracién de LCN-2 en el suero sanguineo con el kit comercial
Mouse NGAL (Lipocalin-2) ELISA kit (BioLegend, EEUU), de acuerdo a las

especificaciones del fabricante.



7.8 Andlisis de la actividad especifica de la fosfatasa alcalina en el fémur

Para determinar el efecto del EA sobre la actividad de los osteoblastos se realiz
un analisis histoquimico para detectar la actividad de la ALP en los fémures de cada
grupo experimental. Una vez obtenido el fémur se fij6, se descalcificd y se
deshidraté con alcoholes crecientes y se aclaré con xilol, las muestras fueron
incluidas en parafina y se obtuvieron secciones de 5 um en un microtomo. Las
secciones de fémur se desparafinaron, se hidrataron a través de una serie de xileno
y alcohol graduado, y se pre incubaron durante la noche en cloruro de magnesio
al 1% en tampdn Tris-maleato de 100 mm (pH 9,2) y luego se incubaron durante 2
horas a temperatura ambiente en una soluciéon de sustrato ALP tampdn Tris-
maleato 100mm pH 9,2 (que contiene 0,2mg/ml de naftol AS-MX fosfato y
0,4mg/ml de Fast Red TR) recién preparada el cual permite teiir a las células ALP*

en color rojo. (53)

Las secciones histoldgicas se analizaron en un microscopio éptico y se tomaron 6
micrografias de la epifisis y metéfisis del fémur en cada seccién histolégica a una
magnificacidon de 40X. Se identificaron las células positivas para ALP a lo largo del

endostio (osteoblastos) y se cuantificaron.

7.9 Anélisis estadistico

Los grupos experimentales tuvieron una n=3.

Todos los datos experimentales se analizaron con el programa estadistico
Graphpad Prism 6. Para determinar diferencias significativas se realizé un anélisis
de varianza (ANOVA) de dos vias seguido por el post hoc de Tukey. Las diferencias
se consideraron significativas si p<0.05.

Para determinar la correlacién entre las concentraciones de LCN2 con la
resistencia a la insulina, la glucemia y la funcién osteobléstica se realizé un anélisis
de correlacién de Pearson con el software Graphpad Prism 6 y se considerd

correlacién positiva sir >0y <1; o correlacién negativasir >-1y <0, yuna p<0.05.



8. Resultados

8.1 El EA de mediana intensidad genera pérdida de peso corporal,

disminucién del IMC y de la circunferencia abdominal en ratones con DM2.

Se analizd el efecto del EA sobre los cambios somatométricos, el consumo de

alimento en gramos y el consumo calérico.

En los ratones sanos, ambas intensidades de ejercicio no modificaron el peso, el
IMCy la circunferencia abdominal durante todo el experimento y no se observaron

diferencias entre las dos intensidades de ejercicio.

En los ratones DM2-SED y DM2-BI se incrementd el peso corporal, el IMC y la
circunferencia abdominal de manera gradual hasta las 28 semanas de edad en

comparacién con el grupo DM2-ML.

En el grupo DM2-MI hubo una disminuciéon del peso, IMC y circunferencia
abdominal a partir de la semana 20 a pesar de la dieta hipercalérica con el grupo
DM2-BI. (Fig.8 A, B, C).
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Figura 8. Cambios somatométricos provocados por EA de baja y moderada intensidad en
ratones.El EA de mediana intensidad genera pérdida de peso corporal, disminucién del IMC y de
la circunferencia abdominal en ratones con DM2. Se observa desde el inicio del experimento y
hasta el fin del entrenamiento (A) Peso corporal, (B) IMC (Indice de Masa Corporal) y (C)



Circunferencia abdominal: (!) CTRL-SED, ( &) DM2-SED, (@)CTRL-BI, ($) DM2-BI,(#) CTRL-MI,
(*)DM2-MI n=3 p<0.05;, ANOVA de dos vias, Tukey post hoc.

Se observé un aumento del consumo de alimento en gramos y de calorias en los
ratones DM2-SED de manera continua a partir de la semana 20 siendo mas
evidente en la semana 28. Se observé una ligera disminucién en el consumo
caldrico en la semana 24 no obstante aumenté en la semana 28. En contraste a
este comportamiento en los ratones DM2-MI comenzé a disminuir de manera
gradual a partir de la semana 20, a las 22 semanas y fue méas notorio en la semana

28 (Fig.9 A).

En cuanto al consumo calérico hubo un ligero incremento en la semana 24, sin

embargo, disminuyé de manera significativa a la semana 28 (Fig.9 B).
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Figura 9. Patrén de alimentacién en ratones control y con DM2 sedentarios o con EA de tipo
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(*)DM2-MI n=3 p<0.05; ANOVA de dos vias, Tukey post hoc.
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8.2 El EA de baja y mediana intensidad disminuyen la hiperglucemia e
incrementan la sensibilidad a la insulina y solo el EA de mediana intensidad
incrementa la tolerancia a la glucosa en ratones con DM2.

Los ratones del grupo DM2-SED mostraron intolerancia a la glucosa y una menor
sensibilidad a la insulina desde las 12 semanas de edad y hasta el final del
experimento (28 semanas de edad) en comparacién con los ratones CTRL-SED.
(Fig.10 A-Cy 11 A-C).

Los ratones del grupo DM2-Bl tuvieron mayor intolerancia a la glucosa comparado
con los ratones CTRL-SED (Fig.10 B) incrementaron la tolerancia a la insulina al
primer mes de EA (Fig. 11 B). Al segundo mes de EA tuvo tendencia a aumentar la
tolerancia a la glucosa en comparaciéon con el grupo DM2-SED (Fig.10 C)
incrementaron la sensibilidad a la insulina comportandose de manera similar a los
grupos CTRL (Fig.11 C).

En los ratones del grupo DM2-MI disminuyé la intolerancia a la glucosa en
comparacién a DM2-SED, pero siguié siendo mayor que el grupo CTRL-SED al
primer mes de EA (Fig.10 B). Al segundo mes de EA mantuvieron la tolerancia a la
glucosa comportandose de manera similar a los grupos CTRL. (Fig. 10 C). En los
dos meses de EA incrementd la sensibilidad a la insulina logrando comportarse de
manera similar a los grupos CTRL (Fig.11 B,C). No se observaron diferencias
significativas entre DM2-Bl y DM2-MI.

Los ratones de los grupos CTRL mostraron tolerancia a la glucosa (Fig.10 A-C)y
sensibilidad a la insulina (Fig.11 A-C) desde las 12 semanas de edad y hasta el final
del experimento (28 semanas de edad) y se mantuvieron asi a pesar del EA.
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Figura.10 Resultados del ensayo de tolerancia a la glucosa (A) Previo al EA(12 semanas); (B) 1 mes
de EA (22 semanas); (C) 2 meses de EA (26 semanas) de tipo aerdbico de los diferentes grupos de



estudio: (!) CTRL-SED, (&) DM2-SED, (@)CTRL-BI, ($) DM2-BI,(#) CTRL-MI, (*)DM2-MI n=3 p<0.05;
ANOVA de dos vias, Tukey post hoc.
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Figura.11 Resultados del ensayo de tolerancia a la insulina (A) Previo al EA (13 semanas); (B) 1 mes
de EA (23 semanas); (C) 2 meses de EA (27 semanas) de los diferentes grupos de estudio: (1)
CTRL-SED, (&) DM2-SED, (@) CTRL-BI, ($) DM2-BI,(#) CTRL-MI, (*)DM2-MI n=3 p<0.05; ANOVA de
dos vias, Tukey post hoc.

8.3 El EA de baja y mediana intensidad disminuye la concentracién sérica
de LCN2 en ratones con DM2

Para determinar el efecto del EA sobre las concentraciones de LCN2, debido a que
se ha reportado que estd estrechamente relacionada con la homeostasis del
metabolismo energético y su incremento favorece la inflamacién sistémica, la

hiperglucemia y puede afectar negativamente el tejido éseo (29,32,33) .

Nuestros resultados demostraron que los ratones DM2-SED tuvieron una mayor

concentracion de LCN2 en comparacion a los ratones CTRL-SED.

Sin embargo, el EA fue capaz de disminuir las concentraciones séricas de LCN2 en

los ratones DM2-Bl y DM2-MI en comparacién con los ratones DM2-SED (Fig.12).
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Figura.12 Efectos del EA de tipo aerdbico de baja y mediana intensidad en la concentracién sérica
de LCN2 después de 2 meses de EA: (1) CTRL-SED, ( &) DM2-SED, (@)CTRL-BI, ($) DM2-BI,(#)
CTRL-MI, (*)DM2-MI n=3 p=<0.05; ANOVA de dos vias, Tukey post hoc.

8.4 Los niveles de LCN2 en suero de ratones diabéticos con ejercicio
aerdbico de baja y mediana intensidad se correlacionan positivamente con
la resistencia a la insulina

Para analizar la relacion de las concentraciones séricas de LCN2 sobre la glucemia
y la resistencia a la insulina en ratones sometidos a EA de baja y mediana
intensidad a las 28 semanas, se realizd un anélisis de correlacidn de Pearson entre
ambas variables, en dénde se obtuvo una correlacién positiva entre la elevacién y

el aumento de la resistencia a la insulina (Fig.13B), pero no con la glucemia
(Fig.13A).



A) B)

Correlacion LCN2suero/Glucemia Correlacion LCN2suero/Resistencia a la Insulina
—~ 800- 2000+
2 , [rmomns]
o 6001 1500+ o o
E a
S ] - m ]
S 200477 500]
O 0 T T | 0 . ' .
0 2000 4000 6000 0 2000 4000 6000
LCN2 Suero (pg/mL) LCN2 Suero (pg/mL)
» CTRL-SED CTRL-BI 4% CTRL-MI
{_} DM2-SED E DM2-BI DM2-MI

Fig.13 Anélisis de correlacién de Pearson entre la glucemia, la resistencia a la insulina y las
concentraciones séricas de LCN2.

Correlacién positiva si 0< r <1; correlacién negativa si -1< r <0. P<0.05; Correlacién de Pearson.

8.5 El EA de baja y mediana intensidad en ratones con DM2 aumenta la
actividad osteoblastica

Se cuantificd el nUmero de osteoblastos endosteales positivos a ALP los cuales se
observan de color rojo. (Fig.14A) Los ratones DM2-SED tuvieron un menor niimero
de células positivas a ALP, en comparacién con los ratones CTRL. Los ratones DM2

Bl y DM2-Ml tuvieron un mayor nimero de células positivas a ALP en comparacién
a los ratones DM2-SED (Fig.14 B).
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Fig.14(A) Localizacién de actividad de ALP en osteoblastos 4x (punta de flecha negra).(B) Efectos del EA
de baja y mediana intensidad en el nimero de células positivas a ALP: (1) CTRL-SED, ( &) DM2-SED,
(@)CTRL-BI, ($) DM2-BI,(#) CTRL-MI, (*)DM2-MI n=3 p<0.05; ANOVA de dos vias, Tukey post hoc.

8.6 Los niveles de LCN2 en suero de ratones diabéticos con ejercicio

aerébico de baja y mediana intensidad no se relacionan con el nimero de
células positivas a fosfatasa alcalina.

Para analizar la relacidon de las concentraciones séricas de LCN2 sobre el nimero
de células positivas (osteoblastos endosteales) a ALP en ratones sometidos a EA
de bajay mediana intensidad a las 28 semanas, se realizé un anélisis de correlaciéon
de Pearson entre ambas variables, dando como resultado una correlacién negativa
entre los niveles séricos de LCN2 y el nimero de osteoblastos endosteales

positivos a ALP (Fig.15).
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Fig.15 Anélisis de correlacién de Pearson entre el nimero de células(osteoblastos) positivas a ALP y las
concentraciones séricas de LCN2.

Correlacién positiva si 0< r <1; correlacién negativa si -1< r <0. P<0.05; Correlacién de Pearson.

9. Discusién

En este estudio demostramos que el EA de mediana intensidad mejora el perfil
metabdlico de la glucosa, modula la concentracién de la LCN2 a niveles normales
y activa el anabolismo éseo, por lo que puede ser un mecanismo de accién de

gran importancia en la DM2 y |la osteopatia diabética.

Se utilizaron ratones C57BL/6 a los cuales se les indujo el desarrollo de la DM2 por
medio de una dieta hipercaldrica y la administracion de estreptozocina (SZC),
estos ratones presentaron caracteristicas clinicas de este padecimiento cémo:
obesidad, hiperglucemia crénica, intolerancia a la glucosa, disfuncién en la
secreciéon y actividad de la insulina (46) e incremento en la concentracién de LCN2
(34). Los ratones se sometieron a un régimen de ejercicio aerdbico de baja y

mediana intensidad.



Respecto a los efectos del EA sobre la morfometria se observé que la intensidad
moderada fue la Unica que provocé pérdida de peso corporal, disminucidn del
IMC y de la circunferencia abdominal. Sin embargo, esto difiere con el estudio de
en comparaciéon con Mogadhasi, 2014 (41) en el cual no hubo cambios
significativos en los cambios somatométricos. Estas discrepancias pueden
explicarse a que los dias y la duracién de cada sesidon de entrenamiento (3 sesiones
por semana de 34 minutos) eran menores en comparacion a nuestro régimen de

entrenamiento.

Es importante destacar que en nuestro estudio se determind cada intensidad en
base a la distancia y la velocidad recorrida por el ratén, sin embargo, es necesario
complementarlo con la medicién del VO?max durante el entrenamiento ya que
este nos indica un buen rendimiento del ratdén durante la sesién de EA (55). La
mediana intensidad de EA pudo haber inducido un mayor gasto energético
contrarrestando el exceso de calorfas consumidas y evitando el aumento de peso

corporal. Por lo que seria importante cuantificar el gasto energético de cada
grupo.

Nuestros resultados demostraron que ambas intensidades de EA disminuyen la
hiperglucemia debido a que inducen mayor sensibilidad a la insulina en los tejidos
periféricos. A pesar de ello el EA de mediana intensidad aumenté la tolerancia a la
glucosa tal cdmo lo reporté Chiang,2019 (56) en donde también esta intensidad

disminuyd los niveles de glucosa conforme al tiempo y frecuencia del EA.

Estos efectos del EA sobre el perfil metabdlico de la glucosa pueden deberse a la
modulacién en las concentraciones séricas de LCN2, debido a que observamos
que el EA disminuye la LCN2 a niveles normales y a que se ha reportado que el
incremento de LCN2 favorece la hiperglucemia y la resistencia a la insulina. En la
DM2 hay una mayor concentracién sérica de LCN2 lo que podria perjudicar la

calidad del tejido dseo al alterar la funcién osteoblastica (33).



En nuestro estudio observamos que los ratones DM2-SED tuvieron mayor
concentracion de LCN2 en suero similar al estudio de Takaya,2021 (57) los
pacientes de este estudio también presentaban hiperglucemia, resistencia a la
insulina y las caracteristicas somatométricas como nuestros ratones DM2. No
obstante, su papel metabdlico en la DM2 sigue siendo un tema controversial, ya
que hay estudios cémo el de Mosialou,2017 (31) en el cudl en modelos de ratén
knockout del gen LCN2 observaron disminucién en la tolerancia a la insulina e
hiperglucemia. Sin embargo, se observé que el EA en los ratones DM2-MI redujo
la concentracion sérica de LCN2 alcanzando los niveles de los grupos CTRL-SED
similar al estudio de Mohammadi,2014 (45). Esto indica que el EA de mediana

intensidad es ideal para regular la concentracidon de LCN2 en suero.

Encontramos una relacién significativa entre la concentracion de LCN2 en sueroy
la resistencia a la insulina al igual que Mohammadi, 2014 (45) y Wu Yan,2007 (58)
por lo que el EA puede ser una herramienta para reducir las concentraciones de

LCN2 en suero y por lo tanto disminuir la intolerancia a la insulina en la DM2.

Finalmente evaluamos la actividad osteoblastica, se sabe que la ALP se encuentra
en la membrana de los osteoblastos y es considerada un marcador celular del
remodelado éseo ya que participa en la diferenciacién temprana del proceso de
biomineralizacion (53,54). El grupo DM2-SED tuvo un menor nimero de células
positivas a ALP ya que por la poca actividad fisica no hay estimulos biomecénicos
suficientes para el tejido dseo, lo que significa que la actividad osteoblastica en
base a la remodelacién ésea podria estar reducida y por la DM2 su metabolismo
6seo podria estar alterado (16). Los ratones DM2-Bl tuvieron un mayor nimero de
células positivas a ALP en comparacion los ratones DM2-Ml, esto podria ser por el
tipo de intensidad de EA, ya que el de mediana intensidad requiere de un mayor
remodelado &seo, es decir que hay una mayor estimulaciéon biomecénica lo que
aumenta la actividad de los osteoblastos en cuanto a la remodelacién ésea. (59).
Sin embargo es necesario que también se evalien las concentraciones de

marcadores de resorcidén dsea en los osteoclastos cdmo la enzima fosfatasa acida



resistente al tartrato (TRAP) y el telopéptido C-terminal de coldgeno tipo | (CTX)
ademds de la expresion de citocinas como la IL-6, IL-10y el TNF-a ya que podrian
ayudar a explicar mejor el efecto de la intensidad del ejercicio cémo
hipoglucemiante, antiinflamatorio y como estimulante biomecanico sobre la salud

Osea en la osteopatia diabética (60).
10. Conclusiones

e El EA de intensidad moderada disminuye el peso corporal, el IMC, la
circunferencia abdominal y la hiperglucemia mas que el EA de baja
intensidad.

e EIEA de bajaymedianaintensidad disminuyen los niveles altos de glucemia
al aumentar la sensibilidad a la insulina.

e Ambas intensidades de EA disminuyen la concentracién de LCN2 en suero.

e La resistencia a la insulina se correlaciona positivamente con las
concentraciones séricas de LCN2.

e FEl EA de mediana intensidad estimula la actividad osteoblastica.

e El EA de mediana intensidad, la modulacion de LCN2 y una dieta
equilibrada pueden considerarse como una opcidn terapéutica para el

tratamiento de DM2 y por lo tanto de la osteopatia diabética.
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