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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica caracterizada por una acumulacion
excesiva de tejido adiposo, resultado de un desequilibrio entre la ingesta calérica y
el gasto energético. Esta condicion genera multiples alteraciones sistémicas, entre
ellas el deterioro de la estructura y funcién del masculo esquelético, 6rgano clave
en el metabolismo energético. A nivel celular, la obesidad se asocia con una
disfuncién mitocondrial, reduccion en la capacidad de contraccion, menor
resistencia a la fatiga y mayor vulnerabilidad al dafio oxidativo. En este contexto, se
ha propuesto que intervenciones farmacoldgicas como el diazéxido, asi como
estrategias no farmacoldgicas como el ejercicio fisico de intensidad moderada,
podrian influir de manera positiva sobre la funcion mitocondrial, al fortalecer el
sistema antioxidante enddgeno y reducir el estrés oxidativo. No obstante, la

interaccion entre ambos tratamientos aln no se ha esclarecido.

Es por esto que, en el presente trabajo se evaluaron los efectos del diazoxido,
el ejercicio y su combinacion sobre parametros de funcién mitocondrial y estrés
oxidativo en mitocondrias aisladas de musculo esquelético de ratas de la cepa
Wistar a las cuales se les indujo obesidad a través de la alimentacion, con una dieta
alta en grasa durante ocho semanas. A las ratas se les administro diazoxido por via
intraperitoneal durante 14 dias y/o se sometieron a un protocolo de ejercicio de
intensidad moderada durante 8 semanas posteriores a la induccion de la obesidad.
Los resultados mostraron que la dieta obesogénica redujo la actividad mitocondrial,
puesto que la actividad de los complejos de la cadena de transporte de electrones
(CTE) disminuyeron significativamente su actividad, al igual que las enzimas
antioxidantes superoéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx), y aumento
tanto la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) como el hinchamiento
mitocondrial. Sin embargo, los tratamientos aplicados lograron prevenir, en distinto
grado, estas alteraciones, mostrando que tanto el ejercicio fisico de intensidad
moderada como la administracion de diazéxido, de forma independiente o
combinada, ejercen efectos positivos sobre la funcion mitocondrial y la respuesta

antioxidante en mitocondrias aisladas del musculo esquelético durante la obesidad.



ABSTRACT

Obesity is a chronic disease characterized by excessive adipose tissue
accumulation, resulting from an imbalance between caloric intake and energy
expenditure. This condition leads to multiple systemic alterations, including the
deterioration of skeletal muscle structure and function, a key organ in energy
metabolism. At the cellular level, obesity is associated with mitochondrial
dysfunction, reduced contractile capacity, lower fatigue resistance, and increased
vulnerability to oxidative damage. In this context, it has been proposed that
pharmacological interventions such as diazoxide and non-pharmacological
strategies like moderate-intensity physical exercise may positively influence
mitochondrial function, enhance the endogenous antioxidant system, and reduce
oxidative stress. However, the interaction between these two treatments has not yet

been fully clarified.

Therefore, the present study evaluated the effects of diazoxide, exercise, and
their combination on mitochondrial function and oxidative stress parameters in
isolated mitochondria from the skeletal muscle of Wistar rats with diet-induced
obesity. Obesity was induced in the animals by feeding them with a high-fat diet for
eight weeks. Diazoxide was administered intraperitoneally for 14 days, and/or the
animals underwent a moderate-intensity exercise protocol for the same eight-week
period following the induction of obesity. The results showed that the obesogenic
diet significantly impaired mitochondrial activity, as evidenced by a reduction in the
activity of the electron transport chain (ETC) complexes and the antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx), along with
an increase in reactive oxygen species (ROS) production and mitochondrial
swelling. However, the treatments prevented these alterations to varying degrees,
demonstrating that both moderate-intensity exercise and diazoxide administration—
independently or in combination—exert beneficial effects on mitochondrial function
and the antioxidant response in mitochondria isolated from skeletal muscle during

obesity.



2. ANTECEDENTES
2.1 Musculo

La contraccion del musculo ha permitido que los animales superiores
presenten la capacidad de movimiento, permitiéndoles realizar actividades
cotidianas (Sweeney et al., 2018). El musculo, ademas de brindar funciones de
desplazamiento, permite llevar a cabo funciones vitales para los seres vivos como
procesos digestivos, respiracion, regulacién de tension en vasos sanguineos,
contraccion del Gtero en trabajo de parto, entre otras funciones (Weishaar, 2022).

El tejido muscular se clasifica en masculo liso y musculo estriado, este ultimo
a su vez se divide en musculo cardiaco y musculo esquelético (Martins et al., 2022).
Los tres tipos de musculo cumplen un papel fisiolégico importante, que consta de
convertir la energia quimica en energia mecanica (Trovato et al., 2016). Sin
embargo, su principal diferencia se basa en la presencia o ausencia de bandas o
estrias (Mukund et al., 2020). Asimismo, presentan velocidad y duracion de

contraccion diferenciada (Figura 1) (Brunet et al., 2023).
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Fig. 1 Tipos de masculo. Representacion de los tipos de musculo A) musculo estriado (muasculo
cardiaco y musculo esquelético) B) musculo liso (Elaboracion propia).
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2.2 Musculo esquelético

El masculo esquelético es un tejido de contraccion voluntaria ampliamente
distribuido en el cuerpo humano (Brooks et al., 2023), el cual puede representar un
40-50 % del peso corporal de un individuo sano (Yin et al., 2021). Este tejido se
encuentra conformado por tejido conectivo, tejido nervioso, asi como una
composicion heterogénea conformado por fibras rapidas y lentas (Martins et al.,
2022). El musculo esquelético es un sistema locomotor clave para los organismos
(Trovato et al., 2016), asi como un mecanismo de sostén, y participa en el balance
energético corporal a través de la absorcion, utilizacion y almacenamiento de

sustratos como la glucosa, los lipidos y los aminoé&cidos (Yin et al., 2021).

2.3 Estructura del musculo esquelético

El mdsculo esquelético es un tejido altamente estructurado, el cual se
encuentra rodeado por tejido conectivo llamado epimisio (Mukund et al., 2020), el
sitio de insercion del musculo al segmento 6seo (Trovato et al., 2016). Por otro lado,
el perimisio, la capa media de tejido conectivo envuelve al fasciculo, un grupo de
fibras musculares o miofibras que a su vez es conformado por miofibrillas, las cuales
son miofilamentos gruesos y delgados (miosina y actina) funcionales durante la
contraccion por medio de la energia producida en las mitocondrias que las rodean
(Trovato et al., 2016). Por ultimo, cada una de las fibras musculares se encuentran
cubiertas por una capa de tejido conectivo reticular denominada endomisio (Trovato
et al.,, 2016). En conjunto, a través del epimisio, perimisio y endomisio fluye la
vascularizacion, los vasos linfaticos e inervacion del masculo (Figura 2) (Martins et
al., 2022).
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Fig. 2 Estructuradel misculo esquelético. El tejido conectivo conformado por tres capas (epimisio,
perimisio y endomisio) que se localizan rodeando el musculo esquelético, los fasciculos y las fibras
musculares (Trovato et al., 2016).

2.3.1 Tipos de fibras musculares

Las fibras musculares son células cilindricas, alargadas, multinucleadas y
con una membrana plasmatica conocida como sarcolema que se extienden de
manera longitudinal en el musculo (Martins et al., 2022), cuentan con un diametro
aproximado de 50 a 100 um y una longitud entre 1 a 6 cm (Trovato et al., 2016). Su
composicién principal se basa en un 75 % de agua, 20 % de proteinas y el 5 % de
minerales, vitaminas, aminoacidos, carbohidratos y lipidos (Frontera et al., 2015).

Por otro lado, las fibras musculares se clasifican de acuerdo con sus
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propiedades bioquimicas, isoformas de la cadena pesada de la miosina y aspectos
fisiolégicos particulares (Umek et al., 2021), clasificandose en: fibras tipo |, tipo lla
y tipo llb (Latchman et al., 2023).

2.3.2 Fibras musculares lentas o tipo |

Las fibras de tipo |, o fibras de contraccion lenta, reciben este nombre debido
a su baja velocidad de hidrdlisis de ATP, resultado de la isoforma de miosina
ATPasa que poseen (Yin et al., 2021). Estas fibras destacan por su alto contenido
mitocondrial y su extensa red capilar, lo que garantiza un suministro continuo de
oxigeno y la generacion de ATP mediante el metabolismo oxidativo, que a su vez
contribuye a mantener una alta resistencia a la fatiga (Hoh et al., 2023).

Ademas, presentan un color rojo conferido por sus altos niveles de
mioglobina, una proteina esencial para el transporte de oxigeno (Yin et al., 2021).
Su diametro es menor en comparacion con las fibras musculares rapidas o de tipo
I, lo cual permite optimizar la difusion de oxigeno y nutrientes (Umek et al., 2021).
Finalmente, las fibras oxidativas de contraccion lenta contienen un alto contenido
de enzimas antioxidantes (Feng et al., 2020), mismas que desempeiian un papel
clave en la neutralizacion de especies reactivas de oxigeno generadas durante su
actividad prolongada, contribuyendo asi a preservar la funcion y la resistencia a la
fatiga (Plotkin et al., 2021).

2.3.3 Fibras musculares rapidas o tipo Il

Las fibras musculares rapidas o tipo Il se caracterizan por presentar
propiedades y una composicion distinta a las fibras tipo I, lo cual les permite tener
una velocidad de contraccion mayor y menor resistencia a la fatiga (Plotkin et al.,
2021). Asimismo, este tipo de fibras musculares rapidas se subclasifican en dos
tipos de acuerdo a sus caracteristicas metabdlicas en fibras tipo lla (glucoliticas y

oxidativas) y tipo IlIb (glucoliticas) (Sawano et al., 2022).
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2.3.3.1 Fibras musculares rapidas o tipo lla

Las fibras musculares tipo lla, también denominadas fibras glucoliticas y
oxidativas rapidas, se distinguen por su capacidad para generar una contraccion
mas rapida en comparacion con las fibras tipo | (Plotkin et al., 2021). Esta mayor
velocidad contractil se debe a la presencia de una isoforma especifica de la cadena
pesada de miosina, la cual posee una tasa de hidrdlisis de ATP significativamente
mas elevada (Umek et al., 2021).

Desde el punto de vista estructural, las fibras tipo lla presentan una longitud
intermedia, una vascularizacion moderada y una coloracién pélida (Yin et al., 2021).
Estas caracteristicas son consecuencia de un contenido intermedio de mioglobina,
asi como de una densidad mitocondrial menor respecto a las fibras tipo | (Sawano
et al.,, 2022). Tales propiedades limitan la eficiencia en el uso de oxigeno y la
produccion sostenida de ATP por via oxidativa, lo que repercute negativamente en
su resistencia a la fatiga (Yin et al., 2021).

Ademas, el metabolismo predominante en las fibras tipo lla es en gran
medida glucolitico, lo cual conlleva una mayor produccién de acido lactico. Este
metabolito, junto con los bajos niveles de enzimas oxidativas presentes en este tipo
de fibra, contribuye de forma significativa a la acumulacion de fatiga durante
esfuerzos prolongados (Sawano et al., 2022). En conjunto, estas caracteristicas
explican por qué, a pesar de su capacidad para generar fuerza rapidamente, las

fibras tipo Ila son menos resistentes a la fatiga en comparacion con las fibras tipo I.

2.3.3.2 Fibras musculares rapidas o tipo llb

Las fibras musculares tipo llb o fibras glucoliticas rapidas (Umek et al., 2021),
se caracterizan por poseer la mayor velocidad de contraccion entre los distintos
tipos de fibras musculares esqueléticas. Su velocidad supera tanto a la de las fibras
tipo lla como a la del tipo I, lo que las hace especialmente eficientes en la
generacion de movimientos explosivos y de corta duracion (Sawano et al., 2022).

Sin embargo, esta elevada capacidad contractil se acompafia de una marcada
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fatigabilidad, lo que limita su participacion en actividades sostenidas (Plotkin et al.,
2021).

Desde un punto de vista morfolégico y bioquimico, las fibras tipo llb
presentan un bajo contenido de mioglobina, lo que les confiere una coloracion muy
palida. Ademas, poseen un contenido mitocondrial reducido y un escaso suministro
capilar, factores que limitan su capacidad para mantener el metabolismo oxidativo
durante periodos prolongados (Yin et al., 2021). Estas fibras también presentan
didmetros celulares mas gruesos en comparacién con otros tipos de fibras, lo que
contribuye a su capacidad para generar fuerza maxima en un corto intervalo de
tiempo (Feng et al., 2020).

Bioguimicamente, las fibras tipo Ilb son ricas en enzimas glucoliticas, lo que
evidencia su dependencia casi exclusiva del metabolismo anaerdbico para la
produccion rapida de ATP (Yan et al., 2011). Esta configuracion enziméatica, junto
con la escasa dotacion mitocondrial y vascular, explica su baja resistencia a la fatiga
y su especializacion en esfuerzos de alta intensidad y corta duracién, como los que

se requieren en acciones musculares explosivas.

2.4 Mitocondria

La palabra mitocondria proviene del griego “mitos” que significa hilo y
“chondro” que significa grano. Son organulos celulares que cumplen con multiples
funciones vitales para la gran mayoria de las células, con excepcion de los
eritrocitos (Rossmann et al., 2021). Ademas de jugar un papel fundamental en la
sintesis de la mayor parte de ATP a través de la fosforilacion oxidativa, las
mitocondrias desempefian procesos de sefalizacion celular (Giacomello et al.,
2020), de muerte celular como la apoptosis, de almacenamiento de calcio, ademas
de que regulan la respuesta inflamatoria, la division celular y la diferenciacion celular
(Chen et al., 2022).

Las mitocondrias cuentan con una gran diversidad morfolégica, ya que
pueden tener formas esféricas o cilindricas y varian ampliamente en tamafio y

anchura (Chen et al., 2022). Aunado a esto, las mitocondrias pueden encontrase
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como organulos aislados o unirse para la formacion de redes, las cuales se
encuentran suspendidas en el citosol de manera desigual para satisfacer las
demandas energéticas locales de la célula (Giacomello et al., 2020). En el masculo
esquelético pueden localizarse de manera subsarcolemal e intermiofibrilarmente
(Chen et al., 2022).

2.5 Estructura mitocondrial

Las mitocondrias se encuentran conformadas por una doble bicapa lipidica
gue envuelve todo el organulo, separando cuatro regiones altamente funcionales
de manera distinta: la membrana mitocondrial externa (MME), la membrana
mitocondrial interna (MMI), el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial (Li et
al., 2022). Ambas membranas cuentan con diferencias significativas, entre ellas la
composicion lipidica, las caracteristicas y funciones de las proteinas
transmembranales, la permeabilidad y la forma (Protasoni et al., 2021). La MME es
considerada como la primera barrera de proteccion, es permeable a moléculas de
hasta 10 kDa, contiene diversas proteinas que controlan la dinamica mitocondrial y
su fisiologia (Giacomello et al., 2020). Por otro lado, la MMI se encuentra formando
crestas que sobresalen en la matriz mitocondrial, estas crestas mitocondriales son
de gran importancia para la fosforilacion oxidativa, debido a que albergan multiples
proteinas que conforman distintos complejos proteicos implicados en la fosforilacién
oxidativa. Por ello, la MMI desempefia un papel importante en la bioenergética
mitocondrial, a través de la transduccion de la energia de los nutrientes en forma
de un potencial electroquimico de membrana y posterior sintesis de trifosfato de
adenosina (ATP) (Rossmann et al., 2021).

2.6 Funcién mitocondrial

2.6.1 Cadena de transporte de electrones

La cadena de transporte de electrones (CTE) se encuentra conformada por
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cuatro complejos respiratorios embebidos en la MMI y dos portadores méviles de
electrones (Protasoni et al., 2021). Durante procesos metabdlicos como la glucolisis
y el ciclo de Krebs, se genera el NADH y el FADH, los cuales actian como agentes
reductores durante la respiracion mitocondrial. EIl NADH actia como sustrato del
complejo | (Cl) y el FADH2> como agente reductor del complejo II (Cll),
respectivamente. A partir de ambos complejos, los electrones son transferidos a la
ubiquinona reduciéndola a ubiquinol. Posteriormente, el ubiquinol se reoxida a
ubiquinona al reducir al complejo Il (ClIl), el cual a su vez reduce al citocromo ¢ (cyt
c). Este ultimo, transfiere los electrones al complejo IV (CIV) para la reduccién de
0O2a H20 (Hernansanz-Agustin et al., 2021).

Por otra parte, los complejos I, Ill y IV bombean protones hacia el espacio
intermembranal, creando un gradiente electroquimico de protones, el cual es
aprovechado por la ATP sintasa para la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato

inorganico (Arnold et al., 2023).

2.6.2 Fosforilacion oxidativa

La fosforilacion oxidativa es un proceso que depende del funcionamiento de
la CTE y la FiFo - ATP sintasa (Vercellino et al.,, 2022). La FiFo - ATP sintasa,
conformada por un domino Fo localizado en la MMI, es el responsable del reingreso
de los protones del gradiente electroquimico hacia la matriz, mientras que el
dominio F1, conformado por tres subunidades a y tres subunidades 3 forman una
estructura globular, cuya funcién es la fosforilacién de ADP para formar ATP. Ambos
dominios unidos por una estructura central y una periférica regulan la funcién
conjunta de ambos dominios, a través de la translocacién de protones y su actividad

rotacional (Figura 3) (Bertero et al., 2022).
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H* - H* i+ it H* - H*

F1 ATP synthase

H* 5 H* ADP +P, | ATP

NADH + H* NAD'l_= FADH2 T, %0, +2H +2e 1 HyO
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Fig. 3 Fosforilacién oxidativa. Modelo esquematico de la funcion de la CTE conformada por cuatro
complejos enzimaticos y dos transportadores méviles de electrones (CoQ y cyt c) localizados en la MM,
asi como la actividad de la FiFo - ATP sintasa (Morelli et al., 2019).

2.7 Teoria quimiosmaética

Las mitocondrias, a través del proceso energético de la fosforilacion
oxidativa, producen la transferencia de electrones a lo largo de la CTE por medio
de agentes reductores como NADH y FADH.. Esta transferencia genera un bombeo
constante de protones a través de los complejos Cl, Clll y CIV de la CTE (Manoj,
2018), que van desde la matriz al espacio intermembranal, el cual como resultado
genera un gradiente electroquimico compuesto por un potencial eléctrico (AWYm) y
un potencial quimico (ApH) (Bertero et al., 2022). Este gradiente, conocido como
fuerza protonica (AuH), impulsa la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato
inorganico mediante la ATP sintasa de acuerdo con lo establecido con Petter D.
Mitchell en su teoria quimiosmética propuesta en 1960 (Bertero et al., 2022).

Los primeros estudios experimentales que fundamentaron la posterior
formulacion de la teoria quimiosmaética propuesta por Peter D. Mitchell fueron
desarrollados por Britton Chance en la década de 1950. Mediante el uso de técnicas
espectroscopia de alta resolucién, Chance logré cuantificar con precision la relaciéon

entre el transporte de electrones, el consumo de oxigeno y la sintesis de ATP en
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mitocondrias aisladas (Chance et al., 2006). En particular, sus trabajos realizados
en 1955 demostraron que el sistema mitocondrial presenta un comportamiento
acoplado, en el que la transferencia de electrones activa un proceso de fosforilacién
dependiente de un gradiente protonico transmembrana. Estos resultados ofrecieron
evidencia funcional directa del papel esencial del gradiente de protones en la
produccién de ATP (Chance et al., 2006).

Por otra parte, la sintesis de ATP se lleva a cabo mediante la accion de la
FiFo - ATP sintasa, un complejo multiproteico integral de la MMI que utiliza la
energia del gradiente electroquimico generado durante la CTE para catalizar la
fosforilacion de ADP a ATP (Nakamoto et al., 2008). Su funcién catalitica fue
descrita por Paul D. Boyer en 1977, quien propuso el modelo de cambio ligado
(Sanchez-Vasquez et al., 2017).

La estructura general descrita para la FiFo - ATP sintasa consta de dos
dominios funcionales. el Fo, un dominio membranal conformado por dos
subunidades (a y c), responsable de mediar la translocacion de iones (Mitome et
al., 2022). Esta translocacion impulsa la rotacion del anillo de subunidades c, lo que
genera un movimiento mecanico crucial para la actividad catalitica del complejo
(Mitome et al., 2022). La interaccién clave para esta rotacion ocurre entre residuos
conservados de las subunidades a y c (arginina o glutamina en a; acido aspartico o
glutamico en c) (Sanchez-Vasquez et al., 2017). Por otro lado, el dominio F1, de
naturaleza globular, se encuentra compuesto por cinco subunidades: a, B,y, 0y €
(Walker, 2013). Las subunidades a y B se disponen alternadamente formando una
estructura esférica, donde los sitios cataliticos residen en las subunidades B. La
subunidad y, con estructura helicoidal, atraviesa el eje central del dominio a;B3; y se
extiende hacia el F,, actuando como parte del rotor. Ambos dominios se conectan
mediante dos elementos estructurales: el tallo central rotatorio (formado por las
subunidades y, & y €), y un tallo periférico que estabiliza el complejo durante la
rotacion (formado por subunidades b, d, F¢ y OSCP en mitocondrias) (Sanchez-
Vasquez et al., 2017). Este sistema conjunto de tallos permite el acoplamiento
mecanico entre el movimiento rotacional generado en F, y la catdlisis quimica en

F1, de acuerdo con el mecanismo de cambio conformacional propuesto por Paul
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Boyer. Finalmente, John E. Walker 1994, mediante cristalografia de rayos X resolvio
la estructura tridimensional, confirmando el mecanismo rotacional (Sanchez-
Vasquez et al., 2017).

Fig. 4 Modelo estructural de la FiFo - ATP sintasa. Subunidades que conforman el dominio Fo (ay c)
y F1(q, B, y, &y e€). Asi como, el tallo central (y, 8 y €) y tallo periférico (b, d, Fs y OSCP) propuesto por
Walker (Walker, 2013).

2.8 Funcién del ATP en la contraccién muscular

El ATP es conocido como la moneda energética de los sistemas biologicos,
en este caso, el musculo esquelético es capaz de realizar un trabajo a partir del

ATP. El musculo esquelético es responsable de poder llevar a cabo movimientos
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voluntarios en todo el cuerpo, por lo que es considerado un tejido con un
metabolismo altamente activo. Dadas estas demandas energéticas, el musculo
cuenta con un gran contenido mitocondrial que representa cerca del 4 al 15 % del
volumen de la miofibra (Li et al., 2022).

Las mitocondrias, consideradas como el principal centro de produccion de
energia (Li et al., 2022) permiten mantener un suministro continuo de ATP a través
de agentes reductores del metabolismo de carbohidratos y lipidos, lo que garantiza
el realizar actividades demandantes energéticamente (Hargreaves et al., 2020). No
obstante, la duracién e intensidad del ejercicio actian como una limitante debido al
elevado consumo de ATP a través del muasculo. Por otra parte, la disfuncién
mitocondrial también reduce el suministro de ATP, lo que limita la funcion muscular.
Es por ello que la integridad y funcion mitocondrial optimiza la funcion de los tejidos
y/o 6rganos (Hargreaves et al., 2020).

2.9 Canales ionicos

Debido a que las mitocondrias se encuentran involucradas en los multiples
procesos ya mencionados, su correcto funcionamiento es fundamental. Este se
basa principalmente en mantener el potencial de membrana, el cual esta
estrictamente controlado por el transporte de iones a través de la membrana. En
consecuencia, los canales i6nicos desempefian un papel critico en el
funcionamiento mitocondrial al regular la homeostasis idnica (Szabo et al., 2023).
Por consiguiente, se han descrito diversos canales idnicos que se localizan entre la
MMI y la MME y que muestran propiedades biofisicas y farmacoldgicas, tal es el

caso de los canales de potasio sensibles a ATP (Szabo et al., 2023).

2.10 Canales de K" sensibles a ATP

Los canales de K* sensibles a ATP (Katp) constituyen estructuras
dependientes de ligandos (Patton et al., 2024), cuya apertura esta regulada por los

niveles intracelulares de ATP (Di Marco et al.,, 2024). Estos canales fueron
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identificados por primera vez en mitocondrias de miocitos ventriculares por Inoue
en 1991 confirmando su funcion cardioprotectora, y desde entonces se han
consolidado como elementos clave en la integracion entre el metabolismo
energeético y la excitabilidad celular (Yang et al., 2024).

Los canales Karp han demostrado ser determinantes en la regulacion del
potencial de membrana y en la adaptacion celular al estrés metabdlico (Yang et al.,
2024). Su distribucion no se limita al tejido cardiaco; estudios recientes han
confirmado su presencia en musculo esquelético, tejido cerebral, rifidn, linfocitos T
y células pancreaticas (Szabo et al.,, 2023), lo que evidencia su amplio papel
funcional en la fisiologia humana.

Dada su localizacion mitocondrial y su capacidad para responder a
alteraciones en el estado energético celular, los canales Karp han emergido como
dianas terapéuticas relevantes en condiciones fisiologicas y patoldgicas. Su
activacion farmacoldgica mediante agentes como el diazéxido se ha asociado con
efectos protectores mediados por una mejor funcidon mitocondrial, lo que muestra
su valor potencial en intervenciones clinicas dirigidas a preservar la homeostasis
celular (Patton et al., 2024).

2.11 Canales Katp mitocondriales

Los canales mitocondriales Katp (mitoKatp) son proteinas transmembranales
gue se localizan en la MMI, cuya apertura depende de la disponibilidad intracelular
de ATP (Di Marco et al., 2024). Estos canales desempefian un papel clave en el
mantenimiento de la integridad estructural y funcional de la mitocondria, asi como
en la supervivencia celular bajo condiciones fisioldgicas y de estrés (Ardehali et al.,
2005).

La actividad del mitoKate modula el ingreso de iones K* desde el espacio
intermembranal hacia la matriz mitocondrial, regulando de forma dinamica la
concentracion intracelular de este cation. Este flujo ibnico estd acoplado a la entrada
osmotica de agua, influyendo directamente en el volumen de la matriz. Sin embargo,

este proceso se encuentra estrechamente regulado, para evitar la lisis de la
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membrana mitocondrial. Esta regulacion se logra mediante la activacion del
intercambiador K*/H", el cual evita una acumulacion excesiva de potasio y agua en
el interior del organulo (Ardehali et al., 2005).

Ademas, la homeostasis de K* mitocondrial impacta directamente en la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO). Evidencias recientes indican
que la apertura controlada de los mitoKatp contribuye a la estabilizacion del estado
rédox de la MMI, lo que confiere un efecto protector frente al estrés oxidativo,
particularmente en contextos fisiopatolégicos (Bertero et al., 2022).

2.12 Estructura de los canales Katp mitocondriales

Los mitoKatp son complejos heterooctaméricos (Horita et al., 2021)
conformados por cuatro subunidades del canal de K* con caracteristicas de
rectificacion de entrada que conforman el poro del canal, a los cuales se le ha
denominado como Kir6.x (Kir6.1 o Kir6.2) y cuatro subunidades de la super familia
ABC (ATP-Binding Cassette, por sus siglas en inglés) sensibles a ATP, también
conocidos como receptores a sulfonilureas o subunidades SUR (SUR1, SUR2A y
SUR2B) (Patton et al., 2024).

Cada subestructura de Kir6.x presenta la unibn de dos dominios
transmembranales, TMD (M1 y M2), uniéndose a un dominio citosélico (CTD) que
comprende dos cadenas N y C terminal (Patton et al., 2024). Por otro lado, la
subunidad SUR, se caracteriza por su union a dos TMD (TMD1 Y TMD2) y una
unién de nucleotidos citoplasmaticos NBD (NBD1 y NBD2) (Patton et al., 2024), en
conjunto comprendiendo el moédulo ABC (Figura 5) (Paggio et al., 2019).

La subunidad SUR se encuentra codificada por los genes ABCC8 para SUR1
y ABCC9 para SUR2A y SUR2B, mientras que los genes codificadores para Kir6
son KCNJ11 para Kir6.2 y KCNJ8 para Kir6.1. Aunado a esto, dentro del complejo
de los canales Katp las subunidades Kir6 y SUR se encuentran unidas entre si por
los dominios transmembranales (TMD), ademas, el principal punto de union entre
las dos proteinas implica la hélice externa M1 de Kir6.x y la primera hélice TM en

TMDO de SUR, como se muestra en la figura 5 el modelado 3D de las estructuras
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de dichos canales (Patton et al., 2024).

a 11p15.1 b 12p12.1
ABCCS8 KCNJ11 ABCC9 KCNJ8
Receptor de sulfonilurea Subunidades formadoras del poro
SUR1, SUR2A o0 SUR2B Kir6.2 o Kir6.1
Cc

e SUR1

90°

Fig. 5 Estructura de los canales mitoKarp. @) Genes que codifican las subunidades SUR1 y
Kir6.2 b) Genes que codifican para SUR2 A/B y Kir6.1 c) Topologia de los dominios
transmembranales que conforman las subunidades SURXx y Kir6.x d y e) representan un modelo
estructural de los canales Kate (Patton et al., 2024).
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2.13 El sobrepeso y la obesidad

La obesidad se conceptualiza actualmente como una condicién
caracterizada por un exceso de tejido adiposo, que puede presentarse con o Sin
alteraciones de acuerdo a la distribucion o funcion fisiol6gica del tejido adiposo
(Rubino et al., 2025). Desde una perspectiva clinica, la obesidad se reconoce como
una enfermedad cronica y sistémica, caracterizada por un exceso de adiposidad
gue induce disfunciones en érganos, tejidos o el organismo en su totalidad. Esta
disfunciébn puede desencadenar complicaciones severas como un infarto
miocardico, accidentes cerebrovasculares o insuficiencia en diversos 6rganos como
los rifiones. En contraste, la obesidad preclinica corresponde a un estado en el que
se presenta un exceso de tejido adiposo sin alteraciones funcionales evidentes en
los 6rganos, aunque con un riesgo significativamente elevado de progresar a
obesidad clinica y desarrollar enfermedades crénicas no transmisibles, entre ellas
la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, cancer y trastornos
neuropsiquiatricos (Rubino et al., 2025).

Ambas condiciones comparten una etiologia multifactorial, determinada por
interacciones complejas entre factores genéticos, metabdlicos, alimenticios,
hormonales, entre otros (Gomez-Barroso et al., 2022, Rubino et al., 2025). En las
Ultimas décadas, la prevalencia de la poblacion con obesidad ha experimentado un
crecimiento exponencial a nivel global, posicionandose como uno de los principales
desafios de salud publica en el siglo XXI (Khaleghi et al., 2025).

Este incremento en la incidencia en personas con obesidad se asocia con
una mayor presencia de diversas complicaciones medicas tales como la diabetes,
la hipertensién (Barquera et al., 2020), la dislipidemia, el higado graso, la apnea del
suefo y el cancer (Perdomo et al., 2023). Esto conduce a un incremento en el riesgo
de mortalidad, por lo que la obesidad se ha considerado como el quinto factor de
riesgo de muerte humana a nivel mundial (Gouju et al., 2023).

En México, datos recientes estiman que aproximadamente el 37 % de la
poblacién adulta presenta obesidad, consolidando esta condicién como uno de los

principales problemas de salud en el pais (Barquera et al., 2024).
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2.14 Masculo Esquelético y la obesidad

La obesidad es un estado patolégico que promueve la liberacion de acidos
grasos libres en el torrente sanguineo, lo cual promueve su acumulacion ectopica
en diversos 6rganos y/o tejidos diferentes al tejido adiposo, como el corazon, el
higado, el rindn y el musculo esquelético. Este fendmeno surge como consecuencia
de la liberacion de acidos grasos de los adipocitos hipertrofiados y disfuncionales
(Passaro et al., 2024). La acumulacion lipidica en el musculo esquelético puede
localizarse en el tejido conectivo entre las fibras musculares, de manera
extramiocelular o intramiocelular (Umek et al., 2023), lo que causa perturbaciones
funcionales y estructurales del misculo esquelético (Nishi et al., 2019).

La acumulacion ectépica en el musculo esquelético produce una disminucion
de la fuerza de contraccién y de la resistencia a la fatiga y dano celular (Goémez-
Barroso et al., 2020). Asimismo, se ha asociado con alteraciones en el metabolismo
de carbohidratos y lipidos (Gomez-Barroso et al., 2020), incremento en los niveles
de ERO, resistencia a la insulina, inflamacién y apoptosis de las células musculares
(Nishi et al., 2019). Ademas, durante la obesidad se produce una disminucion en la
respiracion mitocondrial y en la produccion de ATP, asociado a la disfuncién

mitocondrial (Heo et al., 2017).

2.15 Disfuncion mitocondrial en la obesidad

La obesidad conduce a alteraciones en la funciéon mitocondrial del musculo
esquelético (Cojocaru et al., 2023). Las mitocondrias sufren diversas modificaciones
estructurales y funcionales (Heinonen et al., 2020), correlacionas directamente con
complicaciones metabdlicas durante la obesidad (Cade, 2018).

La disfuncién mitocondrial, definida como un desbalance entre la produccion
energética y la demanda energética, se relaciona en condiciones fisiopatolégicas
como la obesidad, con un decremento en la expresion de factores transcripcionales
como PGC1-a, importante para la biogénesis mitocondrial (Passaro et al., 2024).

También hay incremento en procesos como la fision mitocondrial y la mitofagia,
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reduciendo significativamente el numero de mitocondrias (Das et al., 2021). Por otro
lado, la disminucidn en la capacidad oxidativa mitocondrial se ve afectada
drasticamente hasta un 35 % (Passaro et al., 2024), aunado a un incremento en el
estrés oxidativo (Gémez-Barroso et al., 2022).

La funcidn muscular esquelética se afecta eventualmente conforme Ia
obesidad progresa debido a un aumento en el estrés oxidativo y metabdlico
(Gomez-Barroso et al., 2022). Por ello se ha relacionado el funcionamiento
mitocondrial con un buen estado de salud del musculo esquelético (Leduc-Gaudet,
et al., 2021).

Con el fin de reducir la disfuncion mitocondrial se ha implementado el uso de
tratamientos farmacoldgicos y no farmacolégicos como el diazoxido y el ejercicio,
los cuales han logrado reportar efectos positivos sobre la funcién mitocondrial (Heo

et al., 2017) y el musculo esquelético (Gémez-Barroso et al., 2022).

2.16 El diazoxido

El diazéxido (7-cloro-3-metil-4H-1,2,4-benzotiadiazina-1,1-diéxido) es un
compuesto derivado de la benzotiadiazina (Gomez-Barroso et al., 2022). Presenta
un efecto terapéutico al ser activador de los canales mitoKatr (Garcia et al., 2009).
Asimismo, es empleado como vasodilatador, inhibe la secrecion de insulina en
células pancreaticas, regula la captacion de glucosa en el musculo esquelético,
incrementa la relajacion del musculo liso y promueve la liberacidon de
neurotransmisores en neuronas del parénquima cerebral (Checchetto et al., 2021).

El diazéxido es un farmaco utilizado en la dislipidemia y obesidad, ya que
disminuye la ingesta de alimentos y el peso corporal, debido a que mejora la
oxidacion lipidica (Bischof et al., 2018). Ademas, se ha reportado que, en ratas
obesas, el diazdéxido mejora la contraccion muscular y la resistencia a la fatiga, y
disminuye el estrés metabdlico y oxidativo (Gomez-Barroso et al., 2022).

A nivel mitocondrial el diazéxido promueve el funcionamiento de la ATP
sintasa (Checchetto et al., 2021), debido a que la apertura de los canales de potasio

sensibles al ATP, generan una despolarizacion de la MMI, acelerando la respiracion
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y con ello un continuo bombeo de protones por medio de la CTE, por tanto, una
alcalinizacion de la matriz. No obstante, cuando los iones H* regresan a la matriz
por medio del antiportador de K*/H*, se restablece el pH normal y como
consecuencia, el volumen mitocondrial se restablece debido a que la entrada y
salida de K* es acompafiado de moléculas de agua. Sin embargo, el incremento de
ERO en condiciones patoldgicas como la obesidad, se asocia con un hinchamiento
excesivo debido a que el flujo de salida de iones de K™ no se contrarresta con la
actividad del antiportador, incrementa la apertura del poro de permeabilidad
transitoria de la mitocondrial (PTP), lo que puede conducir a la muerte celular. Por
tanto, el efecto del diazéxido sobre los mitoKatp se asocia con un efecto protector
debido a la regulacion del volumen mitocondrial (Bertero et al., 2022).

Por todo lo anterior, el diazéxido es un regulador farmacologico de la funcion
mitocondrial al optimizar la fosforilacion oxidativa, contribuir al reciclaje del K* en la
mitocondria a través de los mitoKatp y la actividad del antiportador K*/H*, regulando
de esta forma el volumen de la matriz mitocondrial e inhibiendo la apertura del PTP
(Bertero et al., 2022).

2.17 El ejercicio

El ejercicio fisico se define como una actividad motora estructurada,
planificada y repetitiva (Maclntosh et al., 2021). Su practica regular ha demostrado
efectos beneficiosos a nivel sistémico, con impactos directos sobre diversos
organos Yy tejidos, especialmente en el musculo esquelético, donde promueve

adaptaciones funcionales y metabdlicas significativas (Heo et al., 2018).

Entre sus multiples efectos, el ejercicio actia como un modulador del metabolismo
energético, mejora la sensibilidad a la insulina, regula la homeostasis de lipidos y
glucosa (Gémez-Barroso et al., 2022), ademas de contribuir a cambios favorables
a nivel mitocondrial (Heo et al., 2017). Debido a estas propiedades, se ha
consolidado como una estrategia terapéutica no farmacoldgica eficaz en la

prevencion y el tratamiento de patologias metabdlicas como la obesidad o
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enfermedades musculares como la sarcopenia y/o la atrofia muscular (Yin et al.,
2021).

La obesidad induce alteraciones estructurales y funcionales en el masculo
esquelético, asociadas principalmente a la acumulacibn de lipidos
intramiocelulares. Este fendbmeno se acompafia de una reduccion en el nimero de
fibras musculares, un incremento del espacio extramiocitario y una disminucién
tanto en la densidad como en la funcion mitocondrial, lo que compromete la
capacidad oxidativa del musculo (Heo et al., 2018). Sin embargo, la implementacion
de protocolos de ejercicio fisico ha demostrado ser una estrategia efectiva para
contrarrestar estos efectos adversos. El ejercicio fisico mejora la eficiencia
mitocondrial (Heo et al., 2017), favorece la oxidacion de acidos grasos y contribuye
a la preservacion del tejido muscular funcional. No obstante, los resultados
dependen de multiples variables, entre ellas la intensidad, la duracion y el tipo de

ejercicio aplicado (Macintosh et al., 2021; Gémez-Barroso et al., 2022;).
2.17.1 Ejercicio de intensidad moderada

El ejercicio de intensidad moderada presenta valores de VOauax entre 40 -
59 % y 133-153 pulsos por minuto. Se ha descrito como un protocolo que cumple
con el objetivo de mantener cambios estructurales en diversos sistemas, entre ellos
el mantenimiento del musculo esquelético en personas obesidad (Maclntosh et al.,
2021). En la obesidad, este tipo de ejercicio induce una pérdida de peso, un
incremento en la masa magra y una disminucién de tejido adiposo visceral.
Asimismo, existe una mejora en la sensibilidad a la insulina, una mayor
translocacion de los receptores de glucosa (GLUT4), un incremento de la

biogénesis mitocondrial y la actividad antioxidante (Benjamin et al., 2020).

2.18 Antecedentes inmediatos

El ejercicio de intensidad moderada, la administracion de diazéxido o la

combinacién de ambos tratamientos, mostraron resultados significativos en la
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reduccién de el peso corporal, la grasa visceral y perigonadal, asi como en los
niveles de glucosa sanguinea en un modelo experimental de obesidad (Gémez-
Barroso et al., 2022). Por otro lado, los tratamientos con diazoxido, ejercicio o la
combinacién de ambos mostraron una mejora en la resistencia a la fatiga en
musculos rapidos (EDL) y musculos lentos (s6leo), siendo el tratamiento combinado
el que mostré los efectos méas significativos en ambos tipos de musculos con
respecto al tratamiento con obesidad. De manera adicional, se obeservd una
disminucion significativa en marcadores de estrés oxidativo, debido a que la
produccién de ERO disminuyeron antes y despues de la actividad fisica bajo los
mismos esquemas terapéuticos (Gémez-Barroso et al., 2020).

Por todo lo anterior, se sabe que el ejercicio de intensidad moderada y el uso
del diazoxido y la combinacion de ambos tratamientos, son tratamientos eficientes
para mejorar la composicion corporal, los parametros bioquimicos y el
funcionamiento muscular. Sin embargo, su impacto especifico sobre la disfuncion

mitocondrial presente durante la obesidad aun es desconocida.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que México es uno de los paises con mayor incidencia de obesidad en
poblacion infantil y personas adultas, la busqueda por encontrar alternativas para
controlar esta enfermedad ha incrementado con el paso del tiempo. La falta de
actividad fisica y el exceso de la ingesta cal6rica conducen a un circulo vicioso: la
obesidad limita el movimiento y el movimiento limitado exacerba los efectos
negativos de la obesidad.

La obesidad afecta drasticamente el funcionamiento y estructura del musculo
esquelético y su funcién mitocondrial. Ante este escenario fisiopatoldgico generado
durante la obesidad, tratamientos farmacolégicos y no farmacolégicos como el
diazoxido y el ejercicio han reportado incrementar la capacidad de contraccion
muscular, la resistencia a la fatiga y disminuyen el estrés oxidativo. No obstante, se
desconoce si el efecto de ambos tratamientos es mediado por una mejora de la

funcién mitocondrial del masculo esquelético en la obesidad.
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4. HIPOTESIS

El diazbxido y el ejercicio de intensidad moderada mejoran la funciébn mitocondrial
de musculo esquelético durante la obesidad.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del diazéxido y el ejercicio de intensidad moderada sobre la

funcion de mitocondrias aisladas de musculo esquelético en la obesidad.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del diazéxido y el ejercicio de intensidad moderada sobre la
respiracion e hinchamiento de mitocondrias aisladas de musculo esquelético de

ratas obesas.

2. Analizar el efecto del diazdxido y el ejercicio de intensidad moderada sobre los
complejos de la CTE en mitocondrias aisladas de musculo esquelético de ratas

obesas.

3. Evaluar el efecto del diazoxido y el ejercicio de intensidad moderada sobre la
actividad de enzimas antoxiodantes en mitocondrias aisladas de mausculo

esquelético de ratas obesas.
4. Determinar el efecto del diazoxido y el ejercicio de intensidad moderada sobre la

produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en mitocondrias aisladas de

musculo esquelético de ratas obesas.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

TRATAMIENTOS

i

Protocolo de ejercicio

8 semanas . . o
Dieta alta en grasa (DAG) ( ) Administracion de Diazéxido

(8 semanas) (14 dias)
Animales
Morfométrico Bioquimicos Funcional

Aislamiento de
Medidas corporales Muestra de sangre mitocondrias de
musculo esquelético

i i i

indice de Lee, diametro de Glucosa, Oximetria
cintura, porcentaje de triacilglicéridos, Hinchamiento
adiposidad colesterol Determinacion de
actividad de la CTE
SOD y GPx
ERO

Figura 6. Estrategia experimental. Proporciona la descripcién de los distintos tratamientos a los cuales se les
sometié a los animales; una alimentacion alta en grasas, administracion del diazoxido y un protocolo de
intensidad moderada, asi como los parametros que fueron cuantificados como el indice de Lee, el didmetro de
cintura y el porcentaje de adiposidad, Con respecto a los pardmetros bioquimicos, se midieron los niveles de
glucosa y el peffil lipidico. Finalmente, se determind la respiracion, hinchamiento, actividad de los complejos,
enzimatica antioxidante y la produccién de ERO, como parte de los pardmetros funcionales a nivel mitocondrial.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Materiales biolégicos

El material biol6gico consistié en ratas macho de la cepa Wistar de 9 semanas de
edad con un peso inicial entre 300-350 g, mantenidas en condiciones controladas
de bioterio (ciclos de luz/oscuridad 12h/12h, humedad relativa entre 60-70 %,
temperatura promedio de 20 °C) con alimentacion y agua ad libitum. Los grupos
experimentales fueron divididos al azar en 8 diferentes grupos (n=6): control (C),
diazoxido (D), ejercitadas (E), obesas (O), obesas diaz6xido (OD), obesas
ejercitadas (OE), ejercitadas diazoxido (ED), obesas ejercitadas con diazoxido
(ODE). La obesidad fue inducida a través de una dieta alta en grasa conformada
por 50 % de alimento comercial marca Purina®, 25 % de manteca vegetal y 25 %
de manteca animal por un periodo de 8 semanas. Asimismo, se llevd a cabo un
protocolo de ejercicio de moderada intensidad durante 5 dias a la semana por 8
semanas (tabla 1) y se administré retroperitonealmente diazéxido a una dosis
farmacologica de 35 mg/kg por un periodo de catorce dias (Gémez-Barroso et al.,
2022).

Tabla 1. Protocolo de entrenamiento de moderada intensidad. Protocolo descrito de acuerdo
a su intensidad y tiempo respectivo semanalmente (Gémez-Barroso et al., 2022).

SEMANAS PROTOCOLO DE EJERCICIO

1 10 m/min/10 min
2 10 m/min/15 min
3 10 m/min/15 min

17 m /min/5 min

4 10 m/min/15 min
17 m/min/10 min

5 10 m/min/15 min
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17 m/min/10 min

22 m/min/5 min

6 10 m/min/15 min
17 m/min/10 min

22 m/min/5 min

7 10 m/min/15 min
17 m/min/10 min

22 m/min/5 min

8 10 m/min/15 min
17 m/min/10 min

22 m/min/5 min

Cabe sefalar que durante el establecimiento de los protocolos se determind
de manera semanal el peso, el diametro de cintura y la glucosa utilizando una

bascula, una cinta métrica y un glucémetro de la marca AccuCheck® Performa®.

7.2 Extraccion de musculo esquelético

Al finalizar los distintos tratamientos experimentales, los animales fueron
sacrificados por decapitacion y se realizd la diseccion para la extraccion de los
distintos musculos que conforman las extremidades inferiores. Posterior a su

extraccion se suspendieron en medio 1 para la extraccion de mitocondrias.

7.3 Aislamiento de mitocondrias

Las mitocondrias fueron aisladas del muasculo esquelético mediante
centrifugacion diferencial. Para ello, el musculo fue suspendido y fragmentado en
medio 1 (KCI 100 mM, Tris-HCI 50 mM, MgCIl> 5 mM y EDTA 1mM, pH 7.2) para

posteriormente ser homogenizado con un homogeneizador Potter-Elvehjem. El
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homogenado se centrifugd a 600 g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se
recuperd y se centrifugé a 14 000 g durante 10 min a 4 °C. Se descartd el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en medio 2 (KCI 100mM, Tris-HCI 50
mM, MgCl> 1 mM y EDTA 0.2 mM, pH 7.2) y albdmina sérica bovina (BSA) (1
mg/mL) y se centrifugd a 7000 g durante 10 min a 4 °C. Finalmente, el sedimento

fue resuspendido en 400 pL de medio 2 (L6pez-Cervantes et al., 2022).

7.4 Evaluacion de la respiracion mitocondrial

La tasa de consumo de oxigeno se determiné posteriormente al aislamiento
de las mitocondrias (estado 4) y en estado fosforilante que consiste en la adicién de
ADP (0.45 mM) (estado 3). Las mitocondrias se resuspendieron en un medio de
respiracion (sacarosa 250 mM, KH2PO410 mM, EGTA 1 mM, Tris 10 mM, pH 7.4)
con BSA al 0.3 %y se utilizé Glutamato/Malato (10 mM) como sustrato respiratorio,
los cuales fueron colocados en un electrodo tipo Clark acoplado a un monitor de
oxigeno biolégico YSI 5300 con interfaz a PC para la adquisicion de los datos. La
tasa de consumo respiratorio (CR) se obtuvo en relacion entre el consumo de

oxigeno del estado 3 y el estado 4 (Lopez-Cervantes et al., 2022).

7.5 Determinacion del hinchamiento mitocondrial

El hinchamiento mitocondrial se determind a traves de la adicion de calcio a
mitocondrias aisladas, determinado la disminucién de la densidad Optica de
suspension de mitocondrias a 520 nm. Para ello, 0.3 mg/ml de proteina mitocondrial
fue suspendida en un medio de hinchamiento (KClI 120 mM, Tris-HCI 10 mM,
KoHPO4 5 mM, MOPS 20 mM). Finalmente, la apertura del PTP fue inducida con
CaCl, (60 pM), para ser medida en un espectrofotdmetro marca Shimadzu UV2550
(Wang et al., 2005).
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7.6 Actividad de complejos respiratorios

La actividad del complejo | se determin6 espectrofotométricamente en un
espectrofotometro marca Shimadzu UV2550 a una longitud de onda de 340 nm,
para ello se utilizé 0.3 mg/ml de mitocondrias aisladas de masculo esquelético que
fueron resuspendidas en agua desionizada y después de 2 minutos se agregd un
buffer de fosfatos (K2HPO4 50 mM y KH2PO4 50 mM, pH 7.5), seguido de antimicina
A (1 pg) y KCN (0.5 mM), se encub6 durante 5 minutos y se agregd KzFe(CN)s (5
mM), se siguio el trazo de absorbancia durante 1 minuto y se afiadi6 NADH (100
pUM) para determinar durante 4 minutos su oxidacion. Para el complejo Il, se afiadio
0.2 mg/ml de mitocondrias, se resuspendié en agua desionizada y se incubd
durante 2 minutos para inducir choque osmaotico, posteriormente, se afiadié buffer
de fosfatos utilizado para el complejo |, seguido de succinato (5 mM), rotenona (5
MM), antimicina A (1 pg) y KCN (0.5 mM), se mezclé e incub6 durante 3 minutos.
Finalmente, se afadio 2,6-diclorofenolindofenol (DCIP) (80 uM) y se midieron los
cambios de absorbancia generados durante 2 minutos a una longitud de onda de
600 nm. Para la determinacion de los complejos lI-Ill a una concentracién de 0.2
mg de mitocondrias se resuspendieron en agua desionizada como se describid
previamente, se afadié buffer de fosfatos y se incubd durante 3 minutos con
succinato (5 mM), rotenona (5 uM) y KCN (0.5 mM). Ademas, se agrego citocromo
c (250 pg) y se determinaron los cambios de absorbancia a una longitud de onda
de 550 nm. Finalmente, el complejo IV fue determinado con 0.1 mg de mitocondrias
gue fueron suspendidas nuevamente en agua desionizada e incubadas durante 2
minutos. A continuacion, se afadio buffer de fosfatos utilizado previamente y se
afiadio rotenona (5 uM), acido trifluoroacético (TTFA) (0.5 mM) y antimicina A (1 pg)
y se incub6 durante 3 minutos. Luego, se afiadié citocromo c reducido (125 ug) y
se monitorizd durante 1 minuto a una longitud de onda de 550 nm (Garcia-Berumen
et al., 2022).
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7.7 Superoxido dismutasa

La actividad enzimatica de la superéxido dismutasa (SOD) se determind
utilizando un kit de ensayo Sigma-Aldrich® SOD-WST (19160) (Sigma, St. Louis,
MO, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante, las cuales constaron del
afiadir una solucién de trabajo y enzima de trabajo, posteriormente se afiadio la
muestra de mitocondrias y se incubo durante 15 min a 37 °C. Finalmente, el color
de la muestra obtenido refleja un efecto indirecto de la actividad de la SOD al inhibir
la formacion de WST-1 formazén, el cual fue leido espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 440 nm (Bravo-Sanchez et al., 2021).

7.8 Glutation Peroxidasa

La determinacion de la glutation peroxidasa se determing a través de un
método espectrofotométrico que consistid en suspender 0.2 mg de mitocondrias en
un buffer de fosfatos (50 mM), Na;EDTA (5 mM), glutation reducido (1 mM), NaNs
(1 mm), BSA (0.1 mg) y 100 mU/ml de glutation reductasa, para luego ser incubados
durante 5 minutos. Ademas, se agregé NADPH (100 pM), incubandose durante 1
minuto y ser monitoreado durante 1 minuto mas a una longitud de onda de

excitacion/emision 352/464 nm (Bravo-Sanchez et al., 2021).

7.9 Especies reactivas de oxigeno

La generacidn de especies reactivas se determiné con la sonda fluorescente
2’,7’-diclorodihidroflouresceina diacetato (H.DCF-DA). Para ello, se utiliz6 0.5 mg
de mitocondrias aisladas y se incub6 con H.DCFDA (1.25 mM) en un amortiguador
(KCI 100 mM, HEPES 10 mM, MgCl> 3mM y KH2PO4 3 mM, pH 7.4) durante 20
minutos a 4 °C bajo agitacion constante. Posteriormente, se resuspendio y se
colocd en una celda de cuarzo para registrar la fluorescencia basal, ademas,
después de 1 minuto, se afiadié glutamato + malato (10 mM) como sustrato del

complejo | y se continu6 a la determinacién de cambios en la fluorescencia durante
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15 minutos a una longitud de onda de excitacién/emisién 491 nm/519 nm (Garcia-
Berumen et al., 2022).

7.10 Anédlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media = error estandar de
experimentos independientes utilizando muestras de diferentes animales. Las
diferencias estadisticas entre los grupos se determinaron mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) y una prueba post hoc de Tukey. Se establecié una P < 0,05. El
analisis fue realizado en el programa estadistico GraphPad Prism versién 6.0

(Gémez-Barroso et al., 2022).
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8. RESULTADOS

8.1 ParAmetros morfométricos

Al finalizar todos los tratamientos se determinaron distintos parametros
morfométricos; entre ellos peso corporal (g), indice de Lee, diametro de cintura (cm)
y porcentaje de tejido adiposo (Figura 7.1). El peso corporal (Figura 7.1A) en el
grupo obeso se incrementé un 41.93 % respecto al grupo control, asimismo los
tratamientos tratados con ejercicio y diazéxido en condiciones saludables redujeron
Su peso un 8 % comparado con el grupo control, mientras que la combinacién entre
ambos tratamientos, ED, redujo el peso corporal un 3 %. Por otro lado, en los grupos
obesos con diazéxido y la combinacion del diazoxido y ejercicio se observé una
disminuciéon de peso corporal de 18.9 % y 15.43 %, respectivamente, en
comparacion con el grupo obeso. Sin embargo, el grupo obeso tratado con ejercicio
mostro un ligero aumento del 5.85 % respecto al grupo obeso.

Se determind el indice de Lee, el cual es un analogo al indice de masa
corporal en humanos (IMC) (Figura 7.1B) y toma en cuenta dos variables; el peso y
el largo hocico-cola. Los animales con puntajes por arriba de 0.3 son considerados
obesos. Los datos obtenidos muestran que el grupo obeso tiene un puntaje de 0.32,
mientras que los animales con obesidad tratados con diazoxido, ejercicio y la
combinacion de ambos tienen puntajes de 0.30, 0.29 y 0.30, respectivamente,
mientras que el resto de los tratamientos en condiciones saludables mostraron
puntajes de 0.29 en el grupo control, ejercitado y diazéxido y 0.28 en el grupo ED.
Ademas, se midi6 el diametro de cintura (Figura 7.1C), mostrando un aumento del
30.62 % en el grupo obeso respecto al grupo control, mientras que para los grupos
obesos tratados con diazéxido, ejercicio y la combinacion de ambos se redujo la
cinturaen un 11.1 %, 5.8 % y 9.56 %, respectivamente. Por otra parte, el diametro
de cintura se asocia con la acumulacion de tejido adiposo, por lo que se peso el
tejido adiposo (Figura 7.1D). Se muestra que el grupo obeso tiene 5.14 veces mas
tejido adiposo que el grupo control, mientras que los grupos obesos presentan 3.94
para OD, 5.01 el grupo OE y 3.85 veces mas el grupo ODE comparado con el grupo

control. Finalmente, los tratamientos con ejercicio, diazéxido y la combinacion de
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ambos tratamientos en condiciones saludables mostraron pesajes de 4.16 g, 3.30

gy 6.69 g, valores similares al grupo control.
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Figura 7.1. Efecto de la dieta alta en grasa, el diazéxido, y el ejercicio en pardmetros morfométricos. A) Peso
corporal (g) B) indice de Lee C) Diametro de cintura (cm) D) Gramos de tejido adiposo (g) de los diferentes
tratamientos experimentales. Los valores se representan como la media + error estdndar de n=6 (Letras diferentes
indican diferencias significativas entre los diferentes grupos, P < 0.05, ANOVA, prueba post hoc de Tukey).
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8.2 Parametros bioquimicos

Los parametros bioquimicos fueron evaluados al final de los tratamientos
después de un periodo de 12 horas de ayuno. A continuacién, se muestran los
niveles de glucosa sérica (Figura 7.2A), en el cual hay un aumento del 39 % de
glucosa en la obesidad, mientras que para los distintos tratamientos con obesidad
e implementacion con diazoxido, ejercicio y la combinacién de ambos se redujo en
un 8.64 % para el grupo OD, 6.75 % en el grupo OE y finalmente 3.58 % en el grupo
ODE, mientras que en los tratamientos como ejercicio y diaz6xido mostraron una
disminucién del 5 %, 1 % y un aumento del 3 % para el grupo ED con respecto al
grupo control.

Por otro lado, se evaluo el perfil lipidico (triacilglicéridos, colesterol total, c-
HDL, c-LDL y c-VLDL) para conocer si nuestro modelo de obesidad desarrolla
dislipidemia. Se puede observar que los niveles de triacilglicéridos (Figura 7.2B)
incrementaron mas del doble (111.4 %) en el grupo obeso en comparaciéon con el
grupo control, mientras que en el resto de los tratamientos controles como ejercicio,
diazoxido y la mezcla de ambos se redujeron los niveles de triacilglicéridos un 40
%, 55 % y un 60 %. Sin embargo, con la implementacion de diazoxido, ejercicio y
la combinacion de ambos en condiciones de obesidad, los niveles se redujeron en
un 57.83 %, 47.5 % y 38.75 %, con respecto al grupo obeso. De igual manera, los
niveles de colesterol total muestran una tendencia similar a los niveles de
triglicéridos. Aunado a esto, las lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) (Figura 7.2D)
incrementaron en el grupo ejercitado, no obstante, no hay diferencia significativa
entre los distintos tratamientos. Las lipoproteinas de baja densidad (c-LDL)
incrementaron en 184.12 % en el grupo obeso con respecto al grupo control,
mientras que en el resto de los tratamientos con obesidad disminuyeron en 69.11
% para el grupo OD, 39.61 % en OE y un 34.78 % en el grupo ODE. Las
lipoproteinas de muy baja densidad (c-VLDL) muestran un incremento del 111.38
% en el grupo obeso con respecto al grupo control. Por el contrario, los grupos OD,
OE y ODE redujeron sus niveles en un 60.22 %, 47.49 % y 38.73 %,

respectivamente, comparado con el grupo obeso.
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Finalmente, se determind la relacion entre LDL/HDL, el cual indica que
puntajes por encima de 3 presentan un mayor riesgo cardiovascular. El grupo obeso
mostré el mayor riesgo cardiovascular con un puntaje de 5.04, mientras que la
combinacién de la dieta con diazoxido, ejercicio y la combinacion de ambos

redujeron los puntajes a 0.7, 2.04 y 1.92, respectivamente.
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Figura 7.2. Efecto de la dieta alta en grasa, el diazéxido y el ejercicio en parametros bioquimicos. A) Glucosa
B) Triacilglicéridos C) Colesterol D) c-HDL E) c-LDL F) ¢-VLDL G) indice LDL/HDL de los diferentes tratamientos
experimentales. Los valores se representan como la media + error estdndar de n=6 (Letras diferentes indican
diferencias significativas entre los diferentes grupos, P < 0.05, ANOVA, prueba post hoc de Tukey).

46



8.3 Efecto de la obesidad, el ejercicio y el diazoxido sobre la funcion

mitocondrial de musculo esquelético de ratas obesas

La respiracion mitocondrial (Figura 7.3) se determiné en estado 4 y el estado
3. Enla Figura 3A se observan trazos representativos de oximetria, donde el estado
3 no muestra cambios entre el grupo control y el resto de los tratamientos en ratas
con obesidad. No obstante, se muestran cambios significativos en los grupos E
(aumento de un 164 %), D (215 %) y ED (174 %) con respecto al grupo control. Por
otro lado, el estado 4 muestra un incremento del 42.95 % en el grupo obeso con
respecto al grupo control, por el contrario, los grupos de ratas obesas tratadas con
diazéxido, ejercicio y una combinacién entre ambos tratamientos mostraron un
decremento del 49.16 % en OD, 49.50 % en OE y 58.76 % en el grupo ODE y un
aumento del 126 % en E, 154 % en D y 103 % en el tratamiento ED.

Por ultimo, a través de la division entre estado 3/estado 4 se obtuvo el
cociente respiratorio (CR) (Figura 7.3D), en el cual se observa que el grupo obeso
disminuyo6 en un 65.87 % con respecto al grupo control. En cambio, en el resto de
los tratamientos saludables aumento un 21 % en el grupo ejercitado, 33 %y 34 %
en el grupo administrado con diazéxido y la mezcla de ambos tratamientos. Por el
contrario, el resto de los tratamientos alimentados con una dieta alta en grasas
incrementaron significativamente con respecto al grupo obeso en un 59.83 % en el
grupo OD, 175.50 % en el grupo OE, 184.73 % en el grupo ODE.
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Figura 7.3. Efecto de la obesidad, el gjercicio y el diazéxido sobre la funcién mitocondrial del musculo
esquelético. A) Trazos representativos B) Estado 3 C) Estado 4 D) CR de los diferentes tratamientos
experimentales. Los valores se representan como la media + error estandar de n=6 (Letras diferentes indican
diferencias significativas entre los diferentes grupos, P < 0.05, ANOVA, prueba post hoc de Tukey).

8.4 Hinchamiento mitocondrial

Se evaluo el hinchamiento mitocondrial en los distintos grupos experimentales
(Figura 7.4). ElI hinchamiento en el tratamiento de ejercicio en condiciones
saludables se redujo un 33 %, mientras que en los tratamientos con diazoxido y ED
aumento un 55 % y un 16 % con respecto con el grupo control. Sin embargo, el
grupo obeso incremento en un 98.39 % con respecto al grupo control. Asimismo, el
resto de los tratamientos alimentados con una dieta rica en grasas disminuyo en un
32.08 % para el grupo OD, 70.08 % en OE y 59.29 % en el grupo ODE.
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Figura 7.4. Efecto de la obesidad, el ejercicio y el diazéxido sobre el hinchamiento mitocondrial del misculo
esquelético. A) Trazos representativos B) Hinchamiento mitocondrial de los diferentes tratamientos experimentales.
Los valores se representan como la media * error estandar de n=6 (Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los diferentes grupos, P < 0.05, ANOVA, prueba post hoc de Tukey).

8.5 Actividad de la CTE

Se determinéd la actividad de los complejos de la CTE, en los cuales la
actividad del Cl mostr6 un aumento del 43 % en el grupo ejercitado y valores
similares en los tratamientos D y ED, con respecto al grupo control. La actividad del
Cll'y CIV, no mostro diferencia significativas entre los tratamientos sanos (E, D, ED

y C), mientras que en el complejo ClllI, la actividad en increment6 Gnicamente en el
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grupo ED un 57 %. Por otro lado, comparando el grupo control con los grupos a los
cuales se les sometid a una dieta alta en grasa, se obtuvieron los siguientes
resultados. El grupo con obesidad disminuye significativamente comparado al grupo
control un 60.03 % la actividad del CI, 40.10 % la actividad del Cll, 78.30 % en el
Clll'y 75.87 % en el CIV. Sin embargo, el resto de los tratamientos con obesidad
que fueron administrados con diazéxido, el ejercicio y la combinacion de ambos,
mostrando incrementos en el Cl del 56.2 % para el grupo OD, 231.9 % en el grupo
OE vy 219.75 % en el grupo ODE. El aumento en el CII con respecto al grupo obeso
fue de 66.94 % en el grupo OD y 93.68 % en los grupos OE y ODE. Los resultados
obtenidos para los complejos Clll y CIV muestran un incremento de la actividad en
los grupos OD, OE y ODE en mas de un 100 % con respecto al grupo obeso (Figura
7.5).
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Figura 7.5. Efecto de la dieta alta en grasa, el diazoéxido y el ejercicio en sobre la actividad de la CTE de
mitocondrias del masculo esquelético. A) CI B) CIlI C) Clll D) IV de los diferentes tratamientos experimentales.
Los valores se representan como la media * error estandar de n=6 (Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los diferentes grupos, P < 0.05, ANOVA, prueba post hoc de Tukey).

8.6 Actividad enzimatica antioxidante

Las actividades de la SOD y la GPx (Figura 7.6) no muestran diferencias
estadisticamente significativas en los grupos C, E y D para la actividad de la SOD,
mientras que para la actividad de GPx los grupos C, D y ED, no muestran cambios
significativos. No obstante, la actividad de dichas enzimas mostré6 una reduccion
estadisticamente significativa en el grupo obeso del 51.17 % en la SOD y 31.3 %
en la GPx, en comparacion con el grupo control. Ademas, se observo que el grupo
diazoéxido, el ejercicio y la combinacion de ambos sometidos a una dieta alta en
grasa, incremento la actividad de dichas enzimas en los distintos tratamientos. La
SOD aument6 un 67.90 % su actividad en el grupo OD, 72.26 % en el grupo OE y
80.87 % en el grupo ODE, Finalmente, la GPx aumento su actividad un 8.26 % en

el grupo obeso con diazoxido, 72.88 % en el grupo obeso con ejercicio y un 80.87
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% en el grupo obeso y la combinacion de ejercicio con diazéxido.
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Figura 7.6. Efecto de la dieta alta en grasa, el diaz6éxido y el ejercicio en sobre la actividad enzimética
antioxidante. A) SOD B) GPx de los diferentes tratamientos experimentales. Los valores se representan como la
media + error estidndar de n=6 (Letras diferentes indican diferencias significativas entre los diferentes grupos, P <0.05,
ANOVA, prueba post hoc de Tukey).
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Los niveles de ERO no mostraron cambios estadisticamente significativos en
los tratamientos controles (C, E, D y ED). Por el contrario, se incrementaron
significativamente el grupo obeso, aumentando un 172 %, con respecto al grupo
control. En ratas obesas, el diazéxido, el ejercicio o la combinacion de ambos
reducen significativamente los niveles de ERO un 82.35 % en los grupos OD y ODE
y un 76.47 % en el grupo OE (Figura 7.7).
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Figura 7.7. Efecto de la dieta alta en grasa, el diazoxido y el ejercicio en sobre la generacion de especies
reactivas de oxigeno. Especies reactivas de oxigeno de los diferentes tratamientos experimentales. Los valores se
representan como la media * error estdndar de n=6 (Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
diferentes grupos, P < 0.05, ANOVA, prueba post hoc de Tukey).
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10. DISCUSION

La obesidad es una condicion caracterizada por una acumulaciéon excesiva
de tejido adiposo, la cual puede o no presentar alteraciones de acuerdo a la
distribucién o funcion metabdlica del tejido adiposo (Rubino et al.,, 2025), En
modelos experimentales, esta condicion puede inducirse mediante una
alimentacion alta en grasa, lograndose establecer un fenotipo obeso entre las 7 a 9
semanas (Zhang et al., 2020). En este contexto, se considera que un aumento del
peso corporal entre 10 % y 25 % con respecto al grupo control, corresponde a
obesidad moderada u obesidad tipo 1, mientras que un incremento superior del 40
% del peso corporal, representa un modelo de obesidad grave u obesidad tipo 2
(Hariri et al., 2010; Li et al., 2020).

Por otro lado, durante la progresion de la obesidad se producen alteraciones
significativas en el perfil lipidico y los niveles de glucosa plasméatica, aumentando
significativamente los niveles de triacilglicéridos, colesterol total, c-LDL y c-VLDL y
concentraciones mas bajas de c-HDL (Chae et al., 2016), esto debido a que el
exceso de acidos grasos libres adquiridos por una via exdgena, es decir, la
alimentacion, conducen a una mayor adsorcion y almacenamiento en el higado en
forma de triacilglicéridos (Alcover et al., 2025). La acumulacion de triacilglicéridos
hepaticos conlleva a una mayor sobreproduccion y liberacion de VLDL y con ello
una limitada lipolisis. Ademas, la hipertrigliceridemia se asocia con la reduccion de
la expresion de lipoproteinas lipasas en tejidos como el musculo y el tejido adiposo,
lo que compromete aun mas la descomposicion de las lipoproteinas (Alcover et al.,
2025).

Sin embargo, tratamientos como el ejercicio aerdbico reportan multiples
beneficios en la mejora de los niveles de lipidos y lipoproteinas (Akcakoyun, 2010),
los cuales derivan dependiendo de la duracioén e intensidad del ejercicio (Doewes
et al., 2023). La demanda energética del ejercicio de intensidad moderada, se
asocia principalmente a la activacién del metabolismo lipidico a través de la lipélisis
de los triacilglicéridos del tejido adiposo blanco. Ademas, durante el ejercicio fisico,
se secretan mioquinas como IL-6, IL-15, la miostatina y la irisina, las cuales

participan en procesos de pardeamiento del tejido adiposo blanco a la generacién
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de tejido adiposo marrén, el cual contribuye a un mayor gasto energético y la
generacion de calor debido a su alto contenido mitocondrial y la expresion de
proteinas desacoplantes como, UCP-1 (Alcover et al., 2025). Aunado a esto, el
entrenamiento fisico reduce el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares
debido a la disminucion de los niveles séricos de triacilglicéridos, colesterol, c-LDL
en modelos biologicos con obesidad. Finalmente, tratamientos farmacologicos
como el diazéxido han reportado la disminucion del peso corporal en tratamientos
con obesidad inducida por una dieta alta en grasa (Gémez-Barroso et al., 2020),
asociado principalmente a la reduccién de tejido adiposo debido a un incremento
en la oxidacion de lipidica e incremento en la tasa metabdlica basal (Alemzadeh et
al., 2008) (figura 7.2). Ademas, se ha reportado que el incremento de la oxidacién
lipidica conlleva a modificaciones estructurales incrementando el porcentaje de
musculo esquelético y mejorando la funcion del mismo (Alemzadeh et al., 2008).

Por otro lado, la obesidad se asocia con cambios patolégicos a nivel
anatomico, fisiolégico y metabdlico. En el ambito metabdlico, las mitocondrias
experimentan diversas alteraciones funcionales (Heinonen et al., 2020; Cojocaru et
al., 2023). Con relacién a las mitocondrias del masculo esquelético, la capacidad
oxidativa puede reducirse hasta en un 35 % (Xia et al., 2024; Passaro et al., 2024).
Esta disminucién en la respiracion mitocondrial se relaciona con una menor
eficiencia de la fosforilacion oxidativa (Wang et al., 2021), lo que afecta el
rendimiento energético de las mitocondrias en el musculo esquelético (Bakkman et
al., 2010).

En condiciones experimentales, la respiracion mitocondrial se evalla a través
de distintos estados respiratorios que permiten analizar el acoplamiento funcional
entre la oxidacion de sustratos (Glutamato/Malato) y la fosforilacion de ADP. En
particular, el estado respiratorio 3, que representa la fase fosforilante inducida tras
la adicion de ADP, no se observaron diferencias significativas en la tasa de consumo
de oxigeno entre el grupo obeso y los grupos con obesidad tratados con diazéxido,
ejercicio fisico moderado o la combinacién de ambos tratamientos (Figura 7.3B).
Sin embargo, esta ausencia de cambio podria atribuirse a una actividad limitada de

la ATP sintasa en el grupo obeso, lo cual restringe la eficiencia del acoplamiento
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entre la CTE y la sintesis de ATP (Brand et al., 2011), y como resultado de ello se
produce un incremento en la generacion de ERO (Figura 7.7) (Garcia-Berumen et
al., 2019).

Como consecuencia, el grupo con obesidad presentd un cociente respiratorio
(CR) mas bajo entre los tratamientos, lo que refleja un menor acoplamiento entre la
respiracion y la fosforilacion. Por el contrario, los grupos con obesidad que llevaron
a cabo un protocolo de ejercicio, la administracion de diazéxido y la combinacién de
ambos tratamientos mostraron un CR estadisticamente mayor (Figura 7.3D) y
niveles reducidos en la produccién de ERO (Figura 7.7) con respecto al grupo obeso
sin tratamientos, esto puede asociarse a que el diazéxido como tratamiento
farmacolégico a nivel mitocondrial ha reportado tener efecto protector sobre el
estrés oxidativo, debido a que genera un ligero desacoplamiento que reduce la
generacion de ERO (Onukwufor et al., 2016), mientras que el ejercicio de intensidad
moderada se ha asociado a un incremento en la capacidad enzimatica antioxidante
mitocondrial, mediado por la activacion de enzimas como la SOD y la GPx
(Moghtadaei et al., 2012), lo cual contribuye a un equilibrio en el sistema rédox y
con ello un menor dafio oxidativo. Ademas, la combinacion entre ambas estrategias
terapéuticas podria, por tanto, ejercer un efecto sinérgico mejorando el estado rédox
mitocondrial y promoviendo una respiracion mas eficiente, aunque sin incrementar
notablemente la tasa de consumo de oxigeno en el estado 3.

A nivel fisioldgico, esto puede relacionarse con lo reportado en nuestro grupo
de estudio, Gémez-Barroso y colaboradores en 2022, en donde mostraron que el
ejercicio de intensidad moderada combinado con la administracion de diazoxido en
condiciones patoldgicas como la obesidad mejora la fuerza de contraccién y reduce
la fatiga. Esto puede asociarse a que las mitocondrias desempefian un papel clave
en la produccion de ATP (Giacomello et al., 2020), permitiendo la contraccion
muscular sostenida (Gomez-Barroso et al., 2022). Ademas, en condiciones de
obesidad, el ejercicio estimula la actividad de la CTE al favorecer la oxidacion
continua de los sustratos energéticos provenientes de la dieta, lo que mejora la
respiracion mitocondrial y aumenta el CR (Skovbro et al., 2011). Asimismo, el

diazéxido potencia la actividad de la ATP sintasa (Checchetto et al., 2021),
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favoreciendo el incremento de la fosforilacion oxidativa durante la obesidad (Bertero
et al., 2022). Aunado a esto, como ya se mencioné con anterioridad, la
implementacion de ambos tratamientos reduce la produccion de ERO, lo que tiene
implicaciones en mejorar la funcién muscular (Gémez-Barroso et al., 2020).

Es importante destacar que cualquier cambio en el CR se asocia con multiples
modificaciones en la fosforilacién oxidativa (Brand et al., 2011). El consumo de una
dieta alta en grasa provoca que el complejo | presente una baja tasa de oxidacion
de NADH (Garcia-Berumen et al., 2019), lo cual explica su baja actividad durante la
obesidad, asimismo, la actividad disminuida de los complejos Ill y IV se asocia a
una disminucién de la sintesis de proteinas relacionadas a su funcionamiento y de
manera conjunta la disminucion de la actividad de la CTE durante la obesidad
(Figura 7.5) (Lee et al., 2018). Esto a su vez, se correlaciona con la disminucion de
la actividad enzimatica antioxidante (la SOD y la GPx) (Lee et al., 2018) (figura 7.6)
esto como resultado de la sobreproduccion de ERO durante condiciones
patolégicas como lo es la presencia de obesidad (Emami et al., 2016). No obstante,
se ha reportado que el entrenamiento fisico de intensidad moderada aumenta la
eficiencia de la CTE, al incrementar la actividad de los complejos ClI, CIlI, Clll y CIV,
reduciendo la fuga de electrones y con ello la sobreproduccion de ERO (Parry et al.,
2020), asi como un incremento en la eficiencia de acoplamiento mitocondrial
(Harper et al., 2021). De igual manera, el ejercicio fisico de intensidad moderada
promueve la sintesis de agentes transcripcionales que favorecen la expresion de
proteinas de los complejos CIll, CIV y CV contribuyendo significativamente al
aumento de su actividad (Alizadeh et al., 2022), y la biogénesis mitocondrial a través
de agentes transcripcionales como el coactivador del receptor activado por el
proliferador de perixosomas (PGC1l-a) (Parry et al.,, 2020). Por otro lado, la
activacion de los mitoKatp se asocia con un incremento en la activacion de la CTE
a través de herramientas farmacoldgicas especificas como el diazéxido (Montoya-
Pérez et al., 2010). El diazéxido ha reportado incrementar la actividad de la ATP
sintasa y la reduccion de ERO y con ello un incremento en la actividad enzimatica
antioxidante a nivel mitocondrial (Dzeja et al., 2003, Checchetto et al., 2021).

Finalmente, el hinchamiento de la matriz mitocondrial se relaciona con la
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integridad estructural, el metabolismo y la funcién (Javadov et al., 2018). Durante
condiciones fisiopatolégicas como la obesidad el hinchamiento es poco regulado
debido a que la sobrecarga de Ca?*y las altas concentraciones de ERO producidas
en la CTE (figura 10) (Javadov et al., 2018), lo que genera la apertura del PTP y
con ello la pérdida del potencial de membrana, conduciendo a cambios en la funcion
bioenergética y la integridad estructural de las mitocondrial (Schmitt et al., 2023).
Por otro lado, se ha reportado que el ejercicio fisico promueve un aumento en las
concentraciones de Ca?* citosoélico que conduce a una mayor captacion dentro de
la matriz mitocondrial (Ziolkowski et al., 2013). Sin embargo, se ha documentado
gue el calcio de la matriz mitocondrial activa diversas deshidrogenasas implicadas
en la generacion de productos reductores como NADH y FADH favoreciendo la
produccion de energia (Denton et al., 2009). Finalmente, la administracion de
diazéxido promueve ligeramente una expansion e hinchamiento de la matriz
(Paggio et al., 2019), Sin embargo, su volumen se restaura a traves de la activacion
del antiportador K*/H*, regulando de esta forma el volumen de matriz mitocondrial e
inhibiendo la apertura de PTP (Bertero et al., 2022).

En conjunto, los resultados obtenidos en esta investigacion refuerzan la
comprension de que la obesidad no solo implica una acumulacion excesiva de tejido
adiposo, sino que también se asocia con alteraciones profundas en la estructura y
funcién mitocondrial, especialmente en tejidos metabdlicamente activos como el
musculo esquelético. Estas disfunciones mitocondriales incluyen una menor
eficiencia en la fosforilacion oxidativa, incremento en la produccion de ERO,
disminucién de la capacidad antioxidante, y alteraciones en el acoplamiento entre
respiracion y sintesis de ATP, todos los cuales contribuyen al deterioro metabdlico

caracteristico del fenotipo obeso.
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10. RESUMEN DE RESULTADOS

TRATAMIENTOS
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Figura 8. Resumen de resultados. En esta imagen se muestra como a través de la implementacion
de tratamientos como el diazéxido y el ejercicio la funcién mitocondrial mejora puesto que, 1) mejora
la respiracion mitocondrial, 2) se reduce el hinchamiento de la matriz mitocondrial 3) incrementa la
actividad de los complejos de la cadena transportadora de electrones 4) aumenta la actividad
enzimatica antioxidante y finalmente 5) se reduce la produccién de especies reactivas de oxigeno en
condiciones patoldgicas como la obesidad inducida a través de una dieta alta en grasas.
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11. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que tanto el ejercicio
fisico de intensidad moderada como la administracion de diazoxido, de forma
independiente o combinada, ejercen efectos positivos sobre la funciébn mitocondrial
en musculo esquelético de ratas con obesidad. La combinacién de ambos
tratamientos (ODE) mostré un impacto favorable en los pardmetros funcionales
mitocondriales (el hinchamiento, la actividad de la CTE, la actividad enzimética
antioxidante y la produccion de ERO), lo que sugiere una mejora en la capacidad
bioenergética de las mitocondrias.
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12. PERSPECTIVAS

Con el fin de fortalecer la investigacion sobre la disfuncién mitocondrial del misculo

esquelético durante la obesidad se recomienda:

1.

Implementar técnicas como la determinacién del potencial de membrana,
para conocer si el diazoxido y el ejercicio contribuyen de manera
significativa a restaurarlo durante la obesidad

Aislar mitocondrias de musculos rapidos y lentos para determinar la
diferencia funcional, debido a que ambos musculos presentan un
metabolismo distinto y pueda modificarse la actividad mitocondrial debido
a la dieta y tipo de ejercicio implementados.

Implementar técnicas moleculares con la finalidad de determinar
procesos de dinamica mitocondrial como fusidn, fision y mitofagia,
mediante la evaluciacion de la expresion de genes y proteinas asociadas
a dichos mecanismo. Esto permitira identificar si existe un efecto positivo
individual de cada tratamiento o si su combinacion potencia la actividad
de procesos de renovacion y mantenimiento mitocondrial, contribuyendo

asi a la mejora de la funcién mitocondrial en condiciones de obesidad.

Realizar cortes histologicos y las tinciones adecuadas para determinar el
contenido y area mitocondrial (mitotracker, TEM o inmunohistoquimica),
con el fin de evaluar cambios en el tamafio, numero y densidad
mitocondrial en el tejido muscular. Esta informacion complementara los
analisis moleculares al proporcionar evidencia estructural de los procesos
de fusién (mitocondrias mas grandes), fision (mitocondrias fragmentadas
0 mas pequefias) y mitogafia (reduccién del contenido mitocondrial),
permitiendo una caracterizacion integral del impacto de los tratamientos

en la dindmica mitocondrial bajo condiciones obesogénicas.
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