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RESUMEN

En la actualidad el numero de personas con enfermedades crénico
degenerativas va en aumento debido al tipo de vida sedentario que poseemos, la
mala alimentacion y la predisposicion genética. La diabetes mellitus (DM) es
considerada ya una epidemia a nivel mundial (Lopez-Izquierdo et al., 2014). Los
pacientes con diabetes desarrollan grandes riesgos de padecer enfermedades
cardiovasculares, neuropatia y miopatia entre muchas otras enfermedades en lo
que se denominan enfermedades sistémicas. Uno de los sintomas que son
constantemente referidos por los pacientes es la fatiga. La fatiga muscular es la
disminucién de la fuerza evidenciada como una disminucion de la amplitud de la
contraccion y del rendimiento muscular después de periodos de intensa actividad
(Allen y Trajanovska, 2012). Es claro que al no contar con la energia suficiente el
sistema musculo-esquelético se vera disminuido en sus posibilidades de
movimiento. Se ha documentado que los canales de potasio sensible a ATP (Katp)
tanto de membrana sarcolemal como de membrana mitocondrial juegan un papel
importante en la proteccion del masculo durante la fatiga. Existen varios reportes
sobre los efectos que tiene la diabetes sobre la fisiologia del musculo, reflejandose
como atrofia, debilidad y una incrementada susceptibilidad a la fatiga (Andersen,
2012).

En el presente trabajo abordamos las afectaciones producidas por la DM en
un modelo de diabetes tipo 1 (inducida por suministracién de estreptozotocina via
intraperitoneal) sobre la funcidén contractil del musculo esquelético, evaluando
alteraciones tanto en el funcionamiento de los canales Katp, asi como en los
niveles proteicos de las subunidades que constituyen a estos. De igual modo, se
evalué si el tratamiento de la DM con insulina y nicorandil (activador especifico de
los canales mitoKaTpP), contrarrestaba las alteraciones producidas debido a la DM
sobre los canales Katp. Los datos obtenidos mostraron que la DM posiblemente
afecta el funcionamiento adecuado de los canales Katp (no hubo recuperaciéon de
la tension post-fatiga en presencia de bloqueadores y abridores de dichos canales
en grupo diabéticos sin tratamiento respeto al grupo control) y que el tratamiento
de la DM con insulina conserva el buen estado funcional de dichos canales (si se
observé recuperacion de la tensién cuando se bloquearon los canales sarcoKatp),
también se pudo observar que el tratamiento con nicorandil permite conservar el
adecuado funcionamiento de los canales Katp y por lo tanto de la contraccion
muscular. Por otra parte, en lo que respecta a los niveles proteicos de los canales
Katp, el tratamiento con insulina restauro los niveles de la subunidad Kir6.2 tanto
de los canales sarcoKatr cOMo de l0s mitoKaTP, asi como también que el nicorandil
incrementa los niveles de la subunidad Kir6.1 en los canales miwoKatp.



ABSTRAC

At present the number of people with chronic degenerative diseases is
increasing due to sedentary lifestyle we have, poor diet and genetic predisposition.
Diabetes mellitus (DM) is already considered a worldwide epidemic (Lopez-
Izquierdo et al., 2014). Patients with diabetes develop a high risk of cardiovascular
disease, neuropathy and myopathy among many other diseases in what are called
systemic diseases. One of the symptoms that are constantly reported by patients is
fatigue. Muscle fatigue is decreased strength evidenced as a decrease in
amplitude of contraction and muscle performance after periods of intense activity
(Allen and Trajanovska, 2012). It is clear that by not having enough energy the
musculoskeletal system will be diminished in its possibilities of movement. It
documented to channels potassium ATP-sensitive (Katp) sarcolemmal membrane
as both mitochondrial membrane plays an important role in protecting muscle
during fatigue. There are several reports on the effects of diabetes on muscle
physiology, reflecting atrophy, weakness and increased susceptibility to fatigue
(Andersen, 2012).

In this paper we address the effects produced by the DM in a model of type
1 diabetes (induced ministration of streptozotocin intraperitoneally) on the
contractile function of skeletal muscle, evaluating changes both in the operation of
Katp channels as well as in the protein levels of the subunits which constitute
these. Similarly, we assessed whether the treatment of DM with insulin and
nicorandil (specific activator of mioKatp channels), counteracted the alterations
produced due to the DM on Kartp channels. The data obtained showed that DM
may affect the proper functioning of Katp channels (there was no recovery of the
post-fatigue stress in the presence of blockers and openers of these channels in
diabetic untreated group respect to control group) and treatment DM with insulin
retains good functional status of those channels (yes voltage recovery was
observed when sarcoKatp channels were blocked), could also be observed that
treatment with nicorandil preserves the proper functioning of the Kare channels and
therefore muscle contraction. Moreover, in regard to the protein levels of Karp
channels, insulin treatment restored levels of Kir6.2 subunit channels both as the
sarcoKaTP mitoKaTP @nd also increases the levels nicorandil Kir6.1 subunit in the
mitoKaTP Channels.

Diabetes mellitus, sarcoKatp, mitoKaTp, Nicorandil, fatigue, insulin.



I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del musculo

El musculo esquelético es el responsable de la postura y de los
movimientos del esqueleto (de aqui su nombre). La actividad muscular es
necesaria para muchas funciones. Los musculos consiguen realizar su funcién
gracias a la posibilidad de transformar energia quimica en energia mecanica

(L6pez y Fernandez, 2006).

Existen varios tipos de mdsculos. Basandonos en la apariencia
microscopica se dividen en estriado y liso. El estriado se subdivide a su vez en
esquelético y cardiaco (Figura 1) (Palacios et al., 2005). Esta clasificacion se basa
en el grado de orden y distribucién de las proteinas contractiles actina y miosina.
Sin embargo, hay diferencias en la estructura y en la fisiologia de los tipos de
musculo: en la naturaleza de inervacion, en la forma de los potenciales de accion y
en la relacion entre estos y la generacion de una fuerza contractil (Palacios et al.,

2005).

1.1.1 Masculo liso

Obtiene su nombre del aspecto homogéneo de su citoplasma bajo el
microscopio. Las fibras contractiles no estan organizadas en sarcémeros, razén
por la cual el masculo liso no tiene patrones de bandas definidas como el masculo

estriado. En cambio, la actina y la miosina estan dispuestas en haces largos que



se extienden diagonalmente alrededor de la periferia celular formando una red o
malla alrededor del nucleo central. Este tipo de muasculo esta bajo control
involuntario (autébnomo). Las fibras musculares lisas son pequefias, fusiformes y
con un unico nudcleo central. Las células musculares lisas estdn conectadas
eléctricamente entre si, de modo que un potencial de accion en una célula se
propaga rapidamente a través de uniones en hendidura para permitir que se
contraigan como una sola unidad. Carece de regiones receptoras especializadas
como las placas terminales motoras halladas en las sinapsis del musculo
esquelético, por lo tanto, en el musculo liso el neurotransmisor simplemente
difunde a través de la superficie celular hasta que encuentra el receptor (Palacios

et al., 2005; Silverthorn, 2009).

1.1.2 Mdusculo estriado

Se le denomina asi porque al microscopio 6ptico muestra un patréon de
estriacion transversal uniforme. Se subdivide en: Mdsculo esquelético y musculo
cardiaco. El musculo esquelético se encuentra usualmente bajo control voluntario.
Las fibras musculares son gruesas, largas, multinucleadas, agrupadas en
sarcomeros. El musculo esquelético de los vertebrados se organiza generalmente
en grupos llamados unidades motoras. Cada musculo en la placa neuromuscular
recibe una o0 pocas conexiones sinapticas de una Unica motoneurona (con
acetilcolina como neurotransmisor), cuyo soma se localiza en la médula. Un
potencial de accién se propaga en la superficie de cada célula muscular en

repuesta a un potencial axonal y se produce una respuesta del tipo todo o nada



(Silverthorn, 2009). El musculo cardiaco estd bajo control involuntario (aunque
puede existir cierto grado de control pero de manera indirecta). Las células son
mas pequefias que las esqueléticas y son uni o binucleadas. Estan unidas por
cada extremo con otras células musculares cardiacas con discos intercalares
especializados para formar una red tridimensional (conexones). Cada célula
cardiaca esta conectada eléctricamente a las células adyacentes formando un
sincitio eléctrico, asi el masculo cardiaco entero se contrae como una unidad. El
musculo cardiaco esta inervado difusamente por fibras nerviosas simpaticas
(excitadoras, adrenérgicas) y parasimpaticas (inhibidoras, colinérgicas) (Eckert et

al., 1989; Silverthorn, 2009).

1.2 Estructura del musculo esquelético

El masculo esquelético contiene numerosas miofibrillas, largas y cilindricas.
Las miofibrillas contienen bandas claras (I, isotropicas) y bandas oscuras (A,
anisotropicas) de manera alternada (Figura 2). Una banda oscura transversal
(linea Z) corta cada banda clara en dos. A la porcién de las miofibrillas definida
entre dos lineas Z se le llama sarcémero, el cual es la unidad estructural y
funcional del masculo esquelético. Contiene una matriz de filamentos de actina y
de miosina. Los filamentos gruesos de miosina estan intercalados con los
filamentos delgados de actina. Al area de solapamiento de actina y de miosina
forman la banda A. En el centro de la banda A esta la region central de la miosina,

donde no hay solapamiento con la actina, es la banda H. En el centro de la banda



H esta la banda M, donde se anclan los filamentos de miosina (Silverthorn, 2009;

Pancorbo, 2012).

- tejido muscular
de fibra estriada del corazon

b)

musculo
de fibra estniada

musculo
de fibra lisa

Figura 1. Los tres tipos de musculos presentes en vertebrados y su aspecto bajo el
microscopio. Se aprecian las diferentes caracteristicas morfolégicas de los musculos. a)
musculo cardiaco, b) musculo esquelético, ¢) musculo liso. (Silverthorn, 2009)
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Figura 2. Estructura y niveles de organizacion del mduasculo esquelético. El
sarcomero es la unidad estructural y funcional del musculo esquelético. Contiene una
matriz de filamentos de actina y de miosina. Los filamentos gruesos de miosina estan
intercalados con los filamentos delgados de actina, que formaran los puentes cruzados
para dar origen a la contraccion muscular. a) fibra muscular, b) sarcémero, c) linea M, d)
filamentos gruesos de miosina, e) filamentos delgados de actina (Palacios et al., 2005).

Las células musculares esqueléticas tienen un sistema de membranas
importante, los sarcotibulos y el reticulo sarcoplasmatico (Figura 3). Los
sarcotubulos son tubulos de la membrana que se invaginan formando un anillo de
tubulos estrechos por el perimetro de cada sarcomero. Estos sarcotlbulos
transversos se denominan tabulos T (TT). El reticulo sarcoplasmatico (un tipo de

reticulo endoplasmico que no contiene ribosomas) es un sistema de membranas



intracelulares donde las cisternas terminales estan en intimo contacto con los TT.
El reticulo sarcoplasmético de un sarcomero, el TT y el reticulo sarcoplasmético
del sarcémero adyacente estan fuertemente asociados, formando la triada. Estas
estructuras son importantes en la transmision de la despolarizacion eléctrica
desde la superficie celular hacia el interior y en la regulacién de la concentracion

de Ca?* en el sarcoplasma (Palacios et al., 2005; Silverthorn, 2009).

Filamento
delgado
Tubulo-T Sarcolema Filamento

grueso

Reticulo Cisterna

Figura 3Trigucturd®§8PIAMRas formadas por los tasoier! T y el reticulo
sarcoplasmatico. Los sarcotubulos son evaginaciones de la membrana de cada
sarcomero y se denominan tubulos T. El reticulo sarcoplasmatico es un sistema de
membranas que funcionan como reservorios de calcio al interior de la fibra
muscular y ambos conforman las triadas que son importantes para la contraccion
muscular (Silverthorn, 2009).




1.3 Tipos de filamentos

Filamentos gruesos. Estan compuestos principalmente por miosina. La
molécula de miosina a su vez esta formada por seis cadenas
polipeptidicas: dos cadenas pesadas y dos pares de cadenas ligeras
aunque de diferente clase cada uno. Cada filamento grueso esta
dispuesto de modo tal que las cabezas de miosina se agrupen en los
extremos y en la region central del filamento queden las colas de miosina.
Las cabezas representan los puentes cruzados y las colas forman el
esqueleto del filamento. Cada cabeza de miosina tiene dos sitios de unién
sobre ella una para la molécula de ATP y otra para la actina (Mathews,
2002; Hill 2004; Silverthorn, 2009;).

Filamentos delgados. Estan compuestos principalmente por actina, pero
también de tropomiosina y troponina. Multiples moléculas de actina G se
polimerizan para formar cadenas largas o filamentos, denominados actina
F. En el musculo esquelético, dos polimeros de actina F se trenzan juntos
como una doble hélice, lo que crea los filamentos delgados de la
miofibrilla. Como consecuencia de la asimetria de las subunidades, el
filamento de actina F tiene una direccionalidad definida, y a sus dos
extremos se les denomina extremo mas y extremo menos. El extremo
mas es el que crece con mucha mayor rapidez debido a que la direccidon
de polimerizacion presenta una direccion de preferencia. Las moléculas
de actina G en los filamentos delgados estan dispuestas de manera tal
gue las situadas a un lado del disco Z poseen orientacion contraria

(Mathews, 2002; Silverthorn, 2009).
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Un filamento delgado es mas que un simple polimero de actina F.
Existen otras cuatro proteinas que son esenciales para la funcién
contractil. Una de esas proteinas es la tropomiosina, una proteina fibrosa,
gue se encuentra en forma de dimeros alargados situados a lo largo del
surco de la hélice de actina F o cerca del mismo. Unidas a cada molécula
de tropomiosina hay tres proteinas pequefias denominadas troponinas |,
C, y T. La presencia de estas proteinas inhibe la unién de las cabezas de
miosina a la actina, a menos que haya calcio en una concentracion

adecuada para que permitir la unién de las cabezas (Mathews, 2002).

1.4 Clasificacion de las fibras esqueléticas.

Las fibras del musculo esquelético pueden clasificarse basandose en su
velocidad de contraccion y su resistencia a la fatiga con la estimulacién repetida:
fibras de contraccion lenta (tipo |, oxidativas) y fibras de contraccion rapida (tipo
[IA, oxidativas-glucoliticas y tipo 1IB/IIX glucoliticas) (Page, 1969; Bottinelli, 2001;

Spurway y Wackerhage, 2006; Silverthorn, 2009.).

Las fibras musculares de contraccién rapida desarrollan tension dos a tres
veces mayor que las fibras de contraccion lenta, debido que dividen el ATP mas
rapidamente y eso les permite completar mas rapidamente multiples ciclos
contractiles. Aunado a ello, las fibras de contraccion rapida bombean Ca?* hacia

su reticulo sarcoplasmico mas rapidamente por lo cual bombean una mayor



cantidad de Ca?* que las fibras de contraccién lenta en un mismo periodo de

tiempo (Eckert et al., 1989; Bottinelli, 2001; Silverthorn, 2009).

Las fibras de contraccion rapida se utilizan ocasionalmente, mientras que
las fibras de contraccion lenta se emplean de manera mas constante, por ejemplo

para mantener la postura, ponerse de pie o caminar (Silverthorn, 2009).

Otra diferencia es la capacidad de las fibras a resistir la fatiga. Las fibras
glucoliticas (tipo 11B/1IX) dependen fundamentalmente de la glucélisis anaerobia
para producir ATP. Sin embargo, la acumulacion de H* a partir de la hidrdlisis de
ATP contribuye a la acidosis, un trastorno involucrado en la aparicion de la fatiga
como se vera mas adelante. En consecuencia, este tipo de fibras se fatigan mas
rapidamente que las fibras oxidativas, las cuales no dependen del metabolismo
anaerobio, sino mas bien, dependen fundamentalmente de la fosforilacion
oxidativa para la produccién de ATP. Este tipo de fibras, que incluyen las fibras de
contraccion lenta y las fibras glucolitico-oxidativas de contraccién rapida, tienen un
mayor numero de mitocondrias que las fibras glucoliticas (Eckert et al., 1989;

Bottinelli, 2001; Hill, 2004; Silverthorn, 2009).

Las fibras tipo |, es decir, las oxidativas, contienen ademas de la
hemoglobina, grandes cantidades de mioglobina, un pigmento rojo fijador de
oxigeno con alta afinidad por el mismo, por lo tanto la difusion de oxigeno es mas
rapida que en las fibras glucoliticas, lo que se traduce en una mayor capacidad

oxidativa para la produccion de ATP. Ademas de la mioglobina, las fibras



oxidativas tienen didmetros pequefios, de modo que la distancia a través de la
cual debe difundir el oxigeno antes de alcanzar las mitocondrias es méas corta.
Otra caracteristica es que también tiene mas vasos sanguineos en su tejido
conectivo para llevar oxigeno a las células (Page, 1969; Huerta y Stefani, 1981;

Bottinelli, 2001; Silverthorn, 2009).

Por el contrario, las fibras glucoliticas (tipo 1I1B) al tener una menor cantidad
de mioglobina (por lo cual se denomina musculo blanco), al ser de mayor didmetro
y menos vasos sanguineos, hace que sea mas probable que se queden sin
oxigeno después de las contracciones repetidas. Por lo tanto, este tipo de fibras
se basan principalmente en la glucdlisis anaerobia para la sintesis de ATP y se

cansan mas rapidamente (Eckert et al., 1989; Bottinelli, 2001; Silverthorn, 2009).

Finalmente, las fibras glucolitico-oxidativas (tipo [IA) muestran tanto
propiedades de las fibras oxidativas como de las fibras glucoliticas. Son mas
pequefias que las fibras glucoliticas, pero lo mas sobresaliente es que utilizan una
combinacion de metabolismo oxidativo y glucolitico para la produccion de ATP.
Las fibras glucolitico-oxidativas son mas resistentes a la fatiga que las glucoliticas
tipo 11B, debido a su tamafio intermedio y el uso de la fosforilacion oxidativa para la
sintesis del ATP, adicionalmente, el alto contenido de mioglobina que les da una
coloracién rojiza también se denomina junto con las fibras oxidativas tipo | como
musculo rojo (Eckert et al., 1989; Palacios et al., 2005; Botinelli, 2001; Silverthorn,

2009).
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1.5 Teoria del deslizamiento de los filamentos.

La teoria del deslizamiento de los filamentos fue propuesta en 1954 por
Huxley y Neideigerke y de manera general establece que los filamentos de actina
y miosina de un sarcoémero estan dispuestos de tal manera que pueden deslizarse
unos sobre otros, quedando solapados aproximando entre si los discos Z y dando
lugar a un acortamiento del musculo en un proceso que requiere energia (Figura

5) (Palacios et al., 2005; Silverthorn, 2009).

Linea Z

Linea Z !

|
I I
“ Acortamiento | Acortamiento ,  Acortamiento I’
1
I

\ Bandal ! zona H

WSO SH BN R

4 Banda A sin cambios

Figura 4. El Sarcémero en estado de relajacién y el sarcémero acortado por
contraccion muscular. Las miofibrillas contienen bandas | (isotropicas) y bandas A
(anisotrépicas) de manera alternada. Una banda A transversal (linea Z) corta cada banda
| en dos, la porcién de las miofibrillas definida entre dos lineas Z se le llama sarcomero.
En el centro de la banda A esta la region central de la miosina, donde no hay
solapamiento con la actina, es la banda H. Durante el golpe de fuerza o tirén, base de la
contraccién muscular, el movimiento de los puentes cruzados de miosina flexibles empuja
los filamentos de actina hacia el centro del sarcoémero, lo que provoca los cambios en el
tamafio de los sarcomeros (Silverthorn, 2009).
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La fuerza que empuja el filamento de actina es el movimiento de los
puentes cruzados de miosina que unen la actina y la miosina. Durante el golpe de
fuerza o tirén, base de la contraccion muscular, el movimiento de los puentes
cruzados de miosina flexibles empuja los filamentos de actina hacia el centro del
sarcomero. Al final de un golpe de fuerza, cada cabeza de miosina libera la actina
que esta unida a ella, luego oscila hacia atras y se une a una nueva molécula de
actina lista para iniciar otro ciclo a medida que se acorte la fibra muscular (Lopez y
Ferndndez, 2006; Silverthorn, 2009). Cada puente cruzado de la miosina que
interacciona con el filamento de actina proporciona el desarrollo de tensién o
fuerza y la tension total producida por el sarcomero deberd ser proporcional al
namero de puentes cruzados establecidos con los filamentos de actina. La union
permanente de la miosina con la actina tiene lugar en ausencia de ATP o cuando
se bloquea el lugar del ATP, localizado en el filamento de miosina (Eckert et al.,
1989; Silverthorn, 2009). La porcion de la cabeza de los filamentos de miosina es
la Unica de toda molécula que presenta actividad de ATPasa y es la que se une
con la actina y es precisamente por esto que el ATP desempefia una participacion
muy importante durante los puentes cruzados, debido a que la miosina es una
proteina motora que tiene la capacidad de crear movimiento. La miosina logra esta
tarea convirtiendo la energia quimica del enlace del ATP en energia mecanica del
movimiento. Cada molécula de miosina es una ATPasa a la que se le une el ATP y
lo hidroliza en ADP y fosfato inorganico (Pi), y con ello la liberacion de energia

(Silverthorn, 2009; Pancorbo, 2012).
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[I. ANTECEDENTES

2.1 La Diabetes Mellitus

En la actualidad, el numero de personas con enfermedades cronico
degenerativas va en aumento, debido al tipo de vida sedentario que poseemos, la
mala alimentacion y la predisposicion genética. Entre ese tipo de enfermedades
destaca la Diabetes Mellitus (DM). Los calculos mas recientes de la Federacion
Internacional de Diabetes (FID) indican que el 8,3 % de los adultos —382 millones
de personas— tienen diabetes, y el nUmero de personas con esta enfermedad se
incrementara en mas de 592 millones en menos de 25 afios (Figura 6). Sin
embargo, con 175 millones de casos no diagnosticados actualmente, una gran
cantidad de personas con diabetes van a desarrollar progresivamente

complicaciones de las que no son conscientes (FID, 2013).

MUNDO

personas
con diabetes
en 2035

2013 2035
Figura 5. Estimacion del incremento en la incidencia de DM en la poblacion
mundial. Debido a la alta tasa de incidencia de esta enfermedad, actualmente
representa un grave problema de salud publica con alcance a nivel global (Modificado de
Atlas de la diabetes FID 2013).
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Tanto en términos epidemiolégicos como financieros, la carga de la
diabetes es enorme, provocé 5,1 millones de muertes y representa unos
548.000 millones de ddlares en gastos de salud (11 % del gasto total en todo el
mundo) en 2013. En lo que respecta a México, nuestro pais ocupa el sexto lugar a
nivel global en cuanto al nUmero de personas que padecen dicha enfermedad
(Figura 7), por lo cual es importante el estudio de dicha enfermedad, asi como de

las complicaciones que se derivan del padecimiento de la misma.

Los 10 principales paises/territorios por numero
de personas con diabetes (20-79 afios), 2013
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Figura 6. Principales paises con el mayor numero de individuos con DM.
México es uno de los paises a nivel global que presenta una mayor incidencia de
esta enfermedad en su poblacién (Modificado del Atlas de la diabetes de la FID
2013).
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2.2 Clasificacion de la Diabetes Mellitus

La DM se caracteriza por el desarrollo de hiperglucemia crénica, provocada
por una deficiencia en la produccion de insulina, la accion de la insulina o la
combinacion de ambos factores, lo cual afecta principalmente el metabolismo de
los carbohidratos, pero también de proteinas y grasas. Otros de sus sintomas son
la apariciébn de poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida extrema de peso (Lopez,

2009).

De acuerdo a su etiologia la DM se clasifica principalmente en cuatro
grupos: diabetes tipo 1 (DM1), diabetes tipo 2 (DM2), diabetes gestacional (DG) y

otros tipos de diabetes (OD) (FID 2013).

2.2.1 Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 es causada por una reaccién autoinmune, durante la cual
el sistema inmunoldgico destruye las células B del pancreas, las cuales son
responsables de la produccién y secrecidén de la insulina. Como resultado de lo
anterior, ya no existe produccion de insulina para el metabolismo de la glucosa. Si
bien, es cierto que esta enfermedad puede afectar a personas de cualquier edad,
se presenta principalmente en jévenes y nifios, tanto asi que constituye uno de los
principales problemas de salud en la poblacién pediatrica mundial, siendo la

enfermedad endocrinolégica mas frecuente de la infancia (Martinez et al., 2002).
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Existen una amplia variedad de factores involucrados en el origen de la
enfermedad, uno de ellos esta regido por los factores genéticos. Entre los factores
genéticos detonantes se ha mencionado a los antigenos de histocompatibilidad
HLA, DR3, DR4, DQa y DQBR, involucrados en el proceso de discriminacion entre
lo propio y lo extrafio, ya que se ha observado que cuando ocurren los procesos
de autoinmunidad que derivan en la destruccion de las células B del pancreas
previamente han ocurrido alteraciones en dichos genes, asi como en la induccién

y regulacion de las respuestas celulares y humorales (Wintrob et al., 2001).

Las complicaciones metabdlicas derivadas del padecimiento de este tipo de
diabetes consisten inicialmente en una disminucién gradual hasta la ausencia
completa en la produccién de insulina y en consecuencia su transporte al interior
del muasculo y el tejido adiposo también disminuye, por lo cual aumenta la
concentracion de glucosa en sangre. De igual modo, otro de los factores que
contribuyen al aumento de glucosa en sangre es que al existir una disminucién de
esta hormona en el higado, favorecen la degradacion del glucogeno almacenado
en los musculos y en consecuencia un aumento en la glucogénesis (Guzman-

Juarez y Madrigal-Bujaidar, 2003).

La incapacidad de utilizar la glucosa como fuente de energia, da como
resultado la necesidad de utilizar como fuentes alternas las grasas y proteinas
(sobre todo las musculares para la obtencién de aminoacidos). Al incrementar la
degradacion de proteinas en consecuencia incrementan los niveles de urea
provocando un balance negativo de nitrégeno. La lipdlisis también se favorece por

la falta de glucosa en el adipocito, ademas, el aumento relativo de glucagén
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produce la salida de &cidos grasos, parte de los cuales se utilizan como
combustible y/o se transforman a cuerpos cetonicos en el higado (Fernandez,

1996).

En la forma mas avanzada de la DM1, el catabolismo del glucégeno,
proteinas y en especial de lipidos, sobrepasa las necesidades nutricionales del
paciente y ocasiona un exceso de cuerpos cetonicos, provocando cetoacidosis y
coma diabético. Incluso la cetoacidosis es una caracteristica clinica diferencial
entre la DM1 y DM2; aparentemente la diferencia radica en la cantidad de insulina
producida entre los dos tipos del padecimiento, ya que la pequefia cantidad de
insulina producida en la DM2 es capaz de bloquear la produccion de acidos grasos
a partir de la lipdlisis, lo que evita la sobreproduccion de cuerpos ceténicos. En
general, los desarreglos metabdlicos en la DM1 se explican por la falta de insulina,
sin embargo, las bases metabdlicas de la DM2 no son tan evidentes (Guzman-

Juérez y Madrigal-Bujaidar, 2003).

Actualmente, no se sabe a ciencia cierta coOmo es que se produce el
proceso de autodestruccion de las células B del pancreas ni qué lo origina, ni
porqué una vez que inicia no puede detenerse y porqué las células 8 del pancreas
dafiadas no se regeneran. Aungue al respecto de esto Ultimo, se sabe que las
personas que no padecen DM poseen un mecanismo de anti-apoptosis y
aparentemente este mecanismo se ha perdido en las personas con DM (L6pez,

2009).
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2.2.2 Diabetes tipo 2

La diabetes tipo Il es la méas frecuente, y en ella predomina la incapacidad
de incorporar glucosa a las células musculares y al tejido adiposo (resistencia a la
insulina) aunado a una relativa deficiencia en la secrecion o accion de la insulina.
Se ha postulado que existe un componente genético muy importante que alteraria
la secrecién de la insulina a través de la regeneracion de las células beta,
resistencia a la insulina o ambas. A este componente genético se suman otros
factores ambientales como la obesidad, el sedentarismo, tabaquismo, estrés, entre

otros, que propician el desarrollo de este tipo de diabetes (Wagman, 2001).

Se ha sugerido que en la aparicion de la DM2, esta relacionada con
alteraciones en genes de susceptibilidad, tal como lo demuestran estudios de
diversas regiones cromosoOmicas, donde se han observado cambios en las
secuencias nucleotidicas de genes que codifican proteinas involucradas en la
incorporacion y el metabolismo de la glucosa, asi como en la sefalizacion y

secrecion de la insulina, tal como revisaremos a continuacion (Friedman, 1999).

El gen de la insulina fue uno de los primeros en estudiarse con fin de poder
explicar el origen de la DM2. Se han descrito dos mutaciones en dicho gen, la
primera de ellas produce una alteraciéon en las cadenas a y B, afectando asi, el
acoplamiento de la insulina con su receptor, y en consecuencia, activar la via de
sefalizacion respectiva. Mientras que la segunda mutacion resulta de un error en
el procesamiento de la proinsulina. Ambas mutaciones tienen como resultado

alteraciones en la homeostasis de la glucosa.
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Otro de los genes estudiados es el que codifica para el receptor de insulina
(IR). Este receptor esta ubicado en las membranas celulares y es el responsable
de iniciar la sefializacion para la introduccion de la glucosa a la célula. En uno de
los trabajos clasicos respecto al estudio de la diabetes desarrollado por Taylor y
colaboradores (1991) derivd en que las mutaciones de este gen se clasificaron en
5 clases de acuerdo a su accion: 1) disminucién de la biosintesis del receptor, 2)
reduccion del transporte del receptor a la superficie celular, 3) disminucién en la
afinidad de la unién con la insulina, 4) disminucion en la actividad de tirosina-

cinasa y 5) degradacion acelerada del receptor.

El sustrato receptor de insulina (IRS) es otro de los componentes clave en
la via de sefalizacién del metabolismo de la glucosa, por lo tanto también ha sido
blanco de multiples estudios para encontrar mutaciones que pudieran estar
afectando dicha via de sefalizacion. A la fecha, se han identificado cuatro
isoformas del IRS, entre los que el IRS-1 y el IRS-2 son los mas involucrados en
esta via de sefalizacion. Se ha observado que la alteracion del IRS-1, en ratones,
origina retardo en el crecimiento y resistencia a la insulina asociada a hipertension,
hipertrigliceridemia, y un marcado defecto en la secrecion de insulina. Por otro
lado, el polimorfismo en el gen IRS-2 esta ligado a la etiologia de la diabetes,
ademas la alteracion de este gen causa anormalidades en la homeostasis de la
glucosa, debido a la resistencia de la insulina hepética y una falla compensatoria
en su secrecion de las células B-pancreaticas; por lo anterior, estos dos genes son

candidatos para explicar el origen de la DM2 (Whitehead et al., 2000).
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Finalmente, el transporte de glucosa en la célula se realiza por proteinas
especificas (GLUT), por lo que un defecto en estos transportadores tiene un
importante papel en la patogénesis de la resistencia periférica a la insulina. El
GLUT-4 es una isoforma de este grupo cuya expresion esta limitada a tejidos con
respuesta a la insulina, como el musculo esquelético, cardiaco y el tejido adiposo.
En estos sitios, GLUT-4 regula el aumento de glucosa de acuerdo a tres pasos: 1)
segregacion de GLUT-4 dentro de vesiculas especializadas, 2) transporte de estas
vesiculas a la membrana plasmética y 3) exposicion de la proteina a la superficie
celular. Por lo tanto, una alteracion en la secuencia nucleotidica puede derivar en
alteraciones en el transporte de la glucosa y ocasionar hiperglucemia (Wagman,

2001).

2.3 Complicaciones clinicas de la Diabetes Mellitus

Las personas con diabetes corren el riesgo de desarrollar una serie de
problemas de salud que pueden provocar discapacidad o incluso la muerte. Los
constantemente niveles de glucosa en sangre altos pueden conducir a
enfermedades graves que afectan al corazon, los vasos sanguineos, los ojos, los
riiones y los nervios. Las personas con diabetes también tienen un mayor riesgo

de desarrollar infecciones.

La fatiga se presenta como una “queja’ o sintoma comun entre los
pacientes con DM, aproximadamente en un 60 % de los pacientes la refiere. La
fatiga es un sintoma asociado a la calidad de vida del paciente, ademas se le ha

asociado con el riesgo de tener complicaciones (Fritschi y Quinn, 2010). Asi,
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Lasselin y colaboradores (2012), reportaron que esta fatiga esta mas asociada a
aspectos fisicos que mentales. Es claro que al no contar con la energia suficiente
el sistema musculo-esquelético se verd disminuido en sus posibilidades de

movimiento.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la DM2 en concreto, se
caracteriza por una disminucion en la secrecion de insulina y un incremento en la
resistencia a la insulina, resultado en alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos, lipidos y proteinas. Esto en consecuencia se manifiesta como una
elevacion de la glucosa con altos rangos de variabilidad, a lo que se le ha atribuido

como la causa de fatiga durante esta patologia (Bonora et al., 2001).

Ademas, existen varios reportes sobre los efectos que tiene la diabetes
sobre la fisiologia del mdusculo, reflejandose como atrofia, debilidad y una
incrementada susceptibilidad a la fatiga (Andersen, 2012). Los cambios en la
funciéon muscular se deben a una combinacion de factores: alteraciones en las a-
motoneuronas, en las placas neuromusculares y en las mismas fibras musculares
(Ramiji et al., 2007). La pérdida de la fuerza se ha ligado a una excesiva infiltracion
de grasa lo que ocasiona disturbios en la organizacién fascicular (Hilton et al.,
2008) y la pérdida de las fibras tipo Il y su denervacion selectiva (Gutiérrez et al.,

2001).

Se ha asociado el incremento de la grasa en el masculo, con la resistencia
a la insulina (Toledo, 2014). Existen reportes de que las mitocondrias del musculo

esquelético diabético muestran una reduccion en su capacidad de oxidacion
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(Kelley et al.,, 2002), sin embargo, también se le atribuido a este proceso el
sedentarismo que es caracteristico de las personas con diabetes y/o obesidad

(Toledo et al., 2008).

Por su parte, los aspectos biomecanicos como los tendones tienden a
mostrar una sintomatologia similar a la del envejecimiento (sarcopenia), lo que se
caracteriza por cambios en la forma de las fibras de colageno, un incrementado

empaquetamiento y endurecimiento de las mismas (Grant et al., 1997).

Por todo lo anterior, a continuaciéon, se describen los principales aspectos

relacionados con la fatiga muscular.

2.4 La fatiga muscular

Asmussen (1979) la defini6 como la disminucion transitoria de la capacidad
de trabajo del musculo esquelético durante la actividad fisica. Por otro lado,
Edwards (1981) la consider6 como la incapacidad de mantener la potencia
desarrollada, es decir, la intensidad del esfuerzo durante un determinado tipo de
ejercicio. Existen muchas definiciones, sin embargo, todas ellas reconocen en
mayor o0 menor medida, ciertas caracteristicas fundamentales de la fatiga como la
disminucién de la capacidad de esfuerzo o rendimiento y la disminucion de la
capacidad para generar fuerza muscular maxima (Lopez y Fernandez, 2006; Allen

et al., 2008).

Debemos tomar en cuenta que la fatiga va apareciendo de forma progresiva

desde el inicio del esfuerzo. Por esta razén, la mayoria de los fisiblogos prefieren
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definir la fatiga como la disminucién de la capacidad para generar fuerza maxima o

potencia maxima (Lopez y Fernandez, 2006).

Los autores sostienen que tanto la disminucion de la energia suministrada
como la acumulacion de metabolitos, pueden provocar un descenso de la fuerza
muscular y por lo tanto, la aparicion de fatiga (Allen et al., 2008). Los sustratos
metabdlicos mayormente responsables del suministro de energia durante la
contraccion muscular dependen de cuatro factores especificos: la intensidad del
esfuerzo, la duracién del esfuerzo, la disponibilidad de sustratos energéticos asi
como las modificaciones del entorno hormonal desencadenadas por el esfuerzo

(L6pez y Fernandez, 2006).

La fatiga se ha clasificado en fatiga de origen central y fatiga de origen
periférico. Cuando esta alterado alguno o varios de los procesos que intervienen
desde que se elabora la orden motora a nivel cortical, hasta que el estimulo llega
al sarcolema, se habla de fatiga central. En cambio, si la alteracion se produce en
el funcionamiento del sarcolema o de cualquiera de los procesos que acontecen
en el interior de las fibras musculares, entonces se habla de fatiga periférica. Es
importante sefialar que en determinadas condiciones, operan simultdneamente

mecanismos centrales y periféricos (Lopez y Fernandez, 2006; Allen et al., 2008).

2.5 Los canales de K* sensibles a ATP

Los canales de K* sensibles a ATP fueron descritos por vez primera en
1987 por Noma en parches aislados de membrana plasméatica de cardiomiocitos

ventriculares (Noma, 1987). Posteriormente fueron encontrados en diversos tipos
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de tejidos, tales como cerebro (Ashford et al., 1988), pancreas (en el cual se les ha
relacionado con la secrecion de insulina) (Cook y Hales, 1984), el masculo liso
(Standen et al., 1989) y por su puesto el musculo esquelético (Spruce et al., 1987;
Tricarico et al., 2010). Los canales de K* sensibles a ATP mitocondriales (mitoKaTp),
se descubrieron en 1991 por Inoue y colaboradores en mitoplastos gigantes

preparados a partir de mitocondrias de higado de rata.

Los canales Karp acoplan el estado metabdlico de la célula a su actividad
eléctrica y juegan un papel importante en varias funciones celulares, tales como
sensores de ATP y ADP intracelular (Inagaki et al., 1988). Estos canales en su
composiciébn molecular tienen receptores de sulfonilureas (subunidades SUR)
acopladas a un canal de potasio tipo rectificador de entrada (Kif6.X) y en conjunto
forman un octdmero con una estequiometria 4:4 para completar la forma del canal
(Barret-Jolley et al., 1998). La subunidad SUR actia como reguladora y le confiere
la sensibilidad al ADP y las caracteristicas farmacoldgicas distintivas de los
canales Karp. La subunidad Kir forma el poro del canal, el cual media la inhibicién

dependiente de ATP de estos canales (Andrade, 2011).

La funcién de los canales Katp del sarcolema (saccoKatp) depende de la
concentracion de ATP. Este tipo de canales tiene baja probabilidad de apertura en
condiciones de reposo, pero incrementan su apertura cuando bajan las
concentraciones de ATP, promoviendo la entrada de potasio, con lo cual aleja a
las células del umbral de excitacién. Asi, la actividad electrofisioldgica de los

canales Katp acopla el estado metabdlico de la célula (Inagaki et al., 1998) y su
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funcion ha recibido importancia en enfermedades tales como la diabetes, la

isquemia cardiaca o neuronal y en la fatiga muscular.

Los canales Katp juegan roles importantes en diversas funciones celulares
de diferentes 6rganos, tal es el caso de las células B del pancreas donde los
canales Katp permiten regular la secrecion de insulina y por lo tanto modular el
volumen de glucosa en la sangre (Ashcroft et al., 1989 a, b). Inclusive los canales
Katp se expresan en otras células endocrinas, como las células a-secretoras de
glucagon y las células ©-secretoras de somatostatina (inhibe la secrecion de
insulina y glucagon en el caso del pancreas) (Gopel et al., 2000 a, b). Trastornos
ocurridos en los canales Katp de las células B del pancreas derivan en diversas
consecuencias como la alteracion de la homeostasis de la glucosa sanguinea.
Otros estudios descubrieron al trabajar con ratones que carecian de una
subunidad Ki6.1 o SUR1 tendian a desarrollaban hipoglucemia neonatal
transitoria (Miki et al., 1998; Seghers et al., 2000). En el caso de humanos se ha
detectado una serie de polimorfismos en las subunidades Ki6.1 y SUR1 y que al

parecer derivan en hipoglucemia y la diabetes.

En el cerebro, se ha descrito la presencia en el hipotdlamo de neuronas
“glucosensitivas” (Ashford et al., 1990; Routh, 2002), las cuales llevan a cabo la
deteccion de los niveles de glucosa, lo que permite orquestar ciclos como el de
suefo-vigilia, el gasto energético y la necesidad de alimentacion. Son
precisamente algunas de estas neuronas “glucosensitivas” las que expresan los

canales Katp y se cree que desarrollan una estrategia similar a la mostrada en las
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células B-pancreaticas (Hibino et al., 2010). Otra funcién importante de los canales
Katp es que pueden desempeiar un papel protector en las neuronas en
condiciones patolégicas (Ballanyi, 2004; Yamada, 2005). Durante los periodos de
hipoxia e isquemia, se sabe que la mayoria de las neuronas de mamiferos se
despolarizan y posteriormente mueren, debido a que no existe un aporte suficiente
de nutrientes y oxigeno. En el caso de la sustancia negra pars reticulata (SNr), los
canales Katp suprimen la actividad neuronal durante la hipoxia mediante la
apertura de los canales de Katp post-sinapticos (Murphy y Greenfield, 1991; Jiang
et al., 1994). Contrario a lo que se observo en ratones knockout-Ki6.2 en los
cuales sus neuronas no presentan esa condicion de proteccion (Yamada et al.,

2001).

En lo que respecta a el musculo esquelético, la presencia del canal fue
descrito por primera vez en 1985 por Spruce y colaboradores y a partir de
entonces las propiedades farmacoldgicas y fisiolégicas se han estudiado en
diversos vertebrados. Una caracteristica importante del metabolismo del musculo
esquelético, es que su tasa metabdlica cambia drasticamente durante la
contraccion muscular. Ese cambio deriva en un aumento de los requerimientos de
ATP y por lo tanto también se produce una alteracion en la actividad del canal
sarcoKaTP de los musculos esqueléticos. Los canales sarccoKatP permanecen inactivos
durante el reposo y en cambio son activados durante la fatiga (Light et al., 1994).
Su apertura aumenta la corriente de salida de K* lo que permite acortar la
duracion del potencial de accion (Gramolini y Renaud, 1997). Incluso se sugiere

que la activacion del canal sarcoKatp contribuye a la disminucion de la fuerza
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tetanica (Duty y Allen, 1995). En otros trabajos se ha examinado la actividad del
canal sarcoKatp durante la fatiga, esto al comparar ratones sanos versus ratones
knockout-Ki6.2, y se observo que no existia ninguna diferencia durante la fatiga en
la disminucion de la fuerza tetanica en el musculo séleo y en el musculo extensor
digitorium lungus (EDL) entre ambas condiciones. Sin embargo, los ratones
knockout-Ki6.2 mostraron un aumento significativo en la tension de reposo.
También se observé que la recuperacion de la fuerza tetanica después de la fatiga
fue significativamente menor en los ratones knockout-Ki6.2 que los ratones sanos,
lo que sugiere que la funcion principal del canal sarcoKatp durante la fatiga, es
reducir el desarrollo de la tension de reposo y que por lo tanto el canal sarcoKatp
juega un papel importante en la proteccion muscular (Gong et al., 2000). Kane y
colaboradores (2004) asi como y Thebet y colaboradores (2005) refuerzan esta
teoria ya que también le atribuyen un papel protector al canal sarcoKatp para evitar
el dafo de las fibras musculares durante el ejercicio y la fatiga. Un mecanismo
propuesto para dicha proteccion establece que se reduce la actividad de las
bombas Ca*-ATPasa y la miosina ATPasa para preservar el ATP (Matar et al.,

2000).

Estudios de Matar et al. (2000), sugieren que una vez activados los canales
sarcoKaTP tienen dos efectos: 1) reducen la tension generada por el aparato
contractil durante la contraccion y, 2) previenen un gran incremento en la tension
de reposo. La composicion molecular, las propiedades biofisicas y la respuesta

farmacologica de los canales Katp en el muasculo esquelético son fenotipo-
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dependientes y especificas del tipo muscular (Tricarico et al., 2006; Tricarico et al.,

2010).

De acuerdo a Pulido y colaboradores (1996) y Miki y colaboradores (2002),
ademas de su funcién en la actividad contractil del musculo esquelético, los
canales sarcoKatp parecen estar también implicados en la absorcion de glucosa por
parte del musculo esquelético, sin embargo, el mecanismo de como se lleva a

cabo dicha participacion aun no es completamente conocido.

2.6 Estructura de los canales de K* sensibles a ATP

La estructura molecular de los canales Kartp se ha ido identificado a traves
de trabajos de clonacién de los miembros de las subfamilias de los canales
rectificadores de entrada Ki6.x (Kir6.1 y Kir6.2) (Sakura, 1995) y de los receptores
de sulfonilureas (SUR1, SUR2A y SUR2B) (Aguilar-Bryan et al., 1995; Inagaki et
al., 1996; Tricarico et al., 2010) que forman los sitios de union del ATP y que son
miembros de la superfamilia de proteinas (ABC) ha permitido el entendimiento de

la estructura de los canales Katr (Seino et al., 1999).

Estudios de reconstitucion han demostrado que las diferentes
combinaciones de las subunidades de la familia Ki6.x y SUR, constituyen los
canales de Katp con diferentes grados de sensibilidad a los nucleétidos, asi como

diferencias en su farmacologia (Hibino et al., 2010).
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Es por ello, que debido a trabajos como los anteriormente mencionados, se
ha propuesto que el canal de Karr es un complejo hetero-octamero que
comprende dos tipos de subunidades: un poro formado por subunidades Ki6.x
(Kir6.1 0 Ki6.2) y subunidades reguladoras SUR (SUR1, SUR2A O SUR2B)
(Figura 8), la cual funciona como un receptor de las sulfonilureas y por lo que es

ampliamente utilizado en el tratamiento de la DM2 (Moreau et al., 2005).

. Dl ( ,
4 .Il

Extracelular

Intracelular

Figura 7. Estructura del canal Katp y las subunidades que lo conforman. El
canal de Karp €s un complejo hetero-octamero que comprende dos tipos de subunidades:
un poro formado por subunidades Ki6.x (Ki6.1 0 Ki6.2) y subunidades reguladoras SUR
(SURL1, SUR2A O SUR2B) Modificado de Hibino et al., (2010).

2.6.1 Subunidades Kir6.x

La actividad y las funciones fisiologicas de los canales Kir dependen de la

regulacion de la apertura del poro, el flujo de iones y la localizacién de los canales

29



en la célula. Los principales factores que regulan la apertura de los poros y el flujo
de iones a través del canal incluyen iones, poliaminas, nucleétidos, lipidos y una

variedad de proteinas intracelulares (Hibino et al., 2010)

La subunidad Ki6.1, fue clonada a partir de islotes pancreéticos de rata. Se
caracteriza por ser una proteina de 424 aminoacidos con dos segmentos putativos
transmembranales (Inagaki, 1995). En cuanto a la subunidad Ki6.2 esta fue
clonada a partir de material genémico de humano, es una proteina de 390
aminoacidos, igualmente con dos segmentos putativos transmembranales y la cual
se ha localizado en el pancreas, el corazon, el musculo esquelético y el cerebro

(Suzuki y Fujikura, 1997).

2.6.2 Subunidades SUR

La subunidad SUR1 también es conocida como receptor de alta afinidad a
las sulfonilureas. Fue clonada a partir de material de una genoteca de cDNA.
Tiene un tamafo de 177 kDa y esta formada por 1582 aminoé&cidos. Esta
constituida por 17 segmentos putativos transmembranales (Tusnady, 1997) y dos
pliegues de unién de nucledtidos, lo que indica su naturaleza reguladora (Walker,
1982). Se expresa en altas cantidades tanto en pancreas como en cerebro de rata

(Inagaki, 1995).

La subunidad SUR2 también es conocida como un receptor de sulfonilureas
de baja afinidad. Dicha subunidad fue clonada a partir de cerebro e islotes de
corazén de rata (Inagaki, 1996). Esta formado por 1545 aminod&cidos, con un peso

aproximado de 174 kDa. Al igual que SUR 1, se constituye de 17 segmentos
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transmembranales putativos (Tusnady, 1997). Se han identificado dos variantes de
SUR2: SUR2A y SUR2B (Chutkow, 1996). SUR2A se expresa principalmente en

el masculo esquelético y corazén (Isomoto, 1996).

2.7 Los canales de K* sensibles a ATP mitocondriales

Los canales de K* sensibles a ATP mitocondriales (mitoKatp), Se
descubrieron en mitoplastos gigantes preparados a partir de mitocondrias de
higado de rata (Inoue et al., 1991). Un afio mas tarde, Paucek y colaboradores
(1992), los aislaron y purificaron parcialmente, y demostraron que estos canales
tienen su funcion principalmente en el control del volumen de la matriz
mitocondrial y no en la regulacion de la actividad eléctrica como se habia descrito
para los canales de Karp de la membrana plasmatica. Sin embargo, la estructura
de las subunidades que constituyen el canal en la mitocondria es muy
controversial y hasta el momento no se han obtenido resultados definitivos (Foster,

2008).

2.8 Composicion molecular de los canales Katp mitocondriales

Se conoce actualmente que los canales mitoKatP SON hetero-octdmeros de
dos tipos de subunidades, el canal rectificador entrante Ki6.x y el receptor a
sulfonilureas SUR, unidos en tetrameros (SUR/Ki)4 para conformar el canal
mitoKaTp funcional (Tricarico et al., 2010). Esta hipotesis esta sustentada por
trabajos en los que se utilizaron anticuerpos especificos para Ki6.1, los reconocen

a una proteina de 51 kDa en preparaciones mitocondriales de la membrana
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interna (Suzuki et al., 1997). En contraposicion, el pre-acondicionamiento
isquémico (PCI) en corazones de ratones knock-out para las subunidades Ki6.1 y
Kir6.2 se mantuvo intacta sugiriendo que estas subunidades no forman parte de
los canales miKatp (Seharaseyon, 2000). Son precisamente este tipo de
resultados los que dan paso a la discusion entre cuales son en realidad las

subunidades que componen el canal mioKatp.

La posibilidad de que un receptor SUR pueda constituir este canal se
sostiene con base en diversos reportes que muestran que las membranas
mitocondriales presentan sitios de baja unién a sulfonilureas y por la presencia de

una proteina de 63 kDa con esas caracteristicas de union (Grover, 2000).

2.9 Regulacién farmacologica de los canales Katp

Desde el descubrimiento de estos canales, diversos trabajos se han
enfocado a definir sus propiedades electrofisiolégicas y su farmacologia,
incluyendo sus propiedades biofisicas a nivel de canal unitario, la regulacién por
los nucleétidos y su respuesta a abridores y bloqueadores de estos canales. Es
precisamente que mediante el uso de diversos agonistas y antagonistas de los
canales Katp (Garlid et al., 1996; McCullough et al., 1991) se ha tratado de explicar
el impacto funcional del canal en el interior de la célula (Szewczyk y Wojtczak,

2002; Szewczyk et al., 2006).

Algunos estudios han revelado que los canales sarcoKatp Yy 10S mitoKatP SE
activan por pinacidil (Hanley et al. 2002) y son inhibidos por la glibenclamida

(Paucek et al., 1992; Garlid et al., 1997). Sin embargo, el 5- hidroxidecanoato (5-
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HD) y el diazoxido son mas especificos para el canal mioKatp (Garlid et al., 1997;
Sato et al., 1998). Otros de los agonistas de los canales mitoKatp son el diazoxido,
el nicorandil y el BMS-191095) (Grover et al., 2001). Adicionalmente, aunque se
han usado otros agonistas del Kate entre ellos el cromakalim (Andrukhiv et al.,
2006), levcromakalim (Forestier et al., 1996), para explorar su accion sobre el
mitoKaTP, €Stos son considerados como farmacos no selectivos para este canal.
Estas diferencias en cuanto a su respuesta a los farmacos han permitido concluir

que estos dos canales son entidades diferentes (Hibino et al., 2010).

En particular, el nicorandil es un farmaco que actia a nivel mitocondrial
donde activa al mioKatp (Sato et al., 2000). En el musculo esquelético protege del
dafio por reperfusion e isquemia (Cahoon et al., 2013). El nicorandil posee un
nitrato organico y un grupo nicotinamida, en su estructura quimica, que le confiere
propiedades de donador de NO y de antioxidante (Reveaud et al., 2009). El uso de
bajas dosis de nicorandil reduce la oxidacion de los componentes del Katp
oxidados (oxidacion de los grupos tiol del canal que conllevan a su inactividad)

restaurando asi la actividad del canal (Lu et al., 2006).

Por otro lado, en lo que respecta al 5-HD, su accién ha sido explorada en
las fibras musculares esqueléticas rapidas de ratén (Garcia et al., 2009), y en
mitocondrias aisladas del musculo esquelético (Skalska et al., 2005; Montoya-
Pérez et al., 2010). Sin embargo, el rango de concentraciones en que se han
observado efectos inhibitorios por 5-HD es de un rango muy amplio que van desde
los 40 uM a 1 mM en mitocondrias derivadas de diversos tejidos como el musculo

cardiaco, el masculo esquelético, higado, rifidn, cerebro, musculo liso y en células
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endoteliales (Szewczyk et al., 2006). En la Tabla 1 se muestran diferentes

abridores y bloqueadores de los canales Katp.

Tabla 1. Selectividad de los abridores e inhibidores de los canales mitoKaTpP,
sarcoKaTP (Modificada de O"Rourke 2004).

~ooooTp

| mitoKaTP | sarcoKaTp

K* abridores

Diazoxido

Nicorandil

BMS-180448

O|m| >

BMS- 191095

Cromakalim

EMD60480, 57970

Pinacidil

P-1060

P-1075

Minoxidil

KRN2391

Sildenafil

Isoflurano

Aprikalim

< |2 |2 |2 (<2 |0 ||| ||| |2 |<

MCC-134

Levosimedan

2| |||l |||l ||

<

K* bloqueadores

5-Hidroxidecanoato

m

MCC-134

Glibenclamida, glipizida,

glisoxepida

\/

Glimeprida

\/

HMR1098 (1883)

(T |[< < | <

\/

Activa el sarcKarp €n grandes concentraciones en presencia de altas concentraciones de ADP.

Activa el sarcKarp €n altas concentraciones.

Es cardioprotector en concentraciones que no acorten el potencial de accion.

Se consideraba selectivo para el sarcKarp pero tiene efecto sobre el mitoKare €n mitocondrias aisladas.
Inhibe el sarcKarp bajo condiciones de pH bajas.

Bloquea el sarcKarp pero no inhibe la cardioproteccion.

2.10 Papel de los canales Katp durante la fatiga

Los canales sarcoKaTP permanecen inactivos durante el reposo y en cambio

son activados durante la fatiga (Light et al., 1994). Incluso se sugiere que la

activacion del canal sarcoKatp contribuye a la disminucion de la fuerza tetanica y de
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la tension (Duty y Allen, 1995: Gong et al., 2003). Al inhibirse estos canales con
glibenclamida, en el masculo esquelético lento fatigado, nuestro grupo encontré un
incremento de la fuerza, es decir, el musculo se recupera de la fatiga (Andrade et
al., 2011). El probable mecanismo de participacion del canal sarcoKatp durante la
fatiga se describe a continuacién. EIl canal es activado cuando descienden los
niveles de ATP y cuando se incrementan los niveles de ADP y H*. La salida de K*
incrementa la concentracion en el exterior. Como consecuencia, la membrana se
hiperpolariza y se inactivan los canales de Na* reduciendo el sobretiro del
potencial de accién. Con estos efectos disminuye la liberacion de calcio por el
reticulo sarcoplasmico, disminuye la tension desarrollada por el aparato contractil,
hay menos activacion de puentes cruzados, menos actividad de la miosina

ATPasa y por lo tanto, hay preservacion del ATP (Figura 8) (Andrade et al., 2011).

T [K+]e —— Acortamiento

1

salida de K* ¥

T‘ Canales de MNa'inactivados

Hiperpolarizacion
de los PA de la membrana

Canal sarco s

/ |, Excitabilidad
2

Metabolismo

.i, ATP

Liberacién de Ca?*
l/ Producciéon de fuerza

Figura 8. Posible mecanismo de participacion del canal sacoKate €n el muasculo
esquelético. El canal es activado cuando descienden los niveles de ATP, la
membrana se hiperpolariza y se reduce la excitabilidad de la fibora muscular y por
lo tanto de la contraccion muscular (Andrade et al., 2011).

Respecto al canal mitoKater COMO ya se menciono anteriormente, su funcion

principalmente en el control del volumen de la matriz mitocondrial y no en la
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regulacion de la actividad eléctrica como se habia descrito para los canales de
Katp de la membrana plasmatica. La activacion de estos canales mioKatp Se
considera una parte importante de la sefalizacién celular que conduce a la
produccién de ATP y el volumen mitocondrial aumenta debido a la actividad de
este canal bajo condiciones fisiologicas, cuando la respiracién es inhibida (como
ocurre durante la isquemia o la fatiga) (Kowaltowski et al., 2001; Montoya et al.,

2011).

La regulacion de la produccion de ATP en la mitocondria y las rutas de
sefalizacion estan involucradas en la proteccién del masculo a la isquemia y/o a la
fatiga. Los canales mitoKaTp juegan un papel crucial en el origen y la transmision de
las sefales de proteccion. Garlid y Paucek (2003) propusieron rutas endoégenas de
sefalizacion a través de estos canales para mantener el volumen de la
mitocondria via la entrada de K*. Un primer acercamiento a la investigacién de
estas rutas de sefializacién ha sido reportado recientemente por Sanchez-Duarte

et al. (2012).

Como ya se menciond anteriormente, este canal regula el volumen de la
matriz mitocondrial. La entrada de K* a la matriz por difusién debida a un alto
gradiente electroquimico o por la apertura de los canales mioKatp, esta
acompanada de la entrada de agua, causando un aumento del volumen
mitocondrial. El eflujo de K* esta regulado por el intercambiador K*/H*, entrando
H* y saliendo K* para mantener la homeostasis del volumen de la matriz.
Normalmente, los canales mitoKatp son inhibidos por ATP, ADP o ésteres de acetil-

CoA, los cuales requieren de la presencia de cationes divalentes, como el Mg?*,
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para poder actuar. La disminucion de ATP durante la isquemia produciria la
apertura de los canales mioKatr. Como consecuencia de un mayor influjo de K*
tendria lugar un aumento de la turgencia de la matriz que conduciria a un
incremento de la respiracion a través de la cadena transportadora de electrones y
a un aumento de la sintesis de ATP. La despolarizacién de la membrana como
resultado de la entrada de K* reduciria la entrada de Ca?' al interior de la

mitocondria disminuyendo la sobrecarga de Ca?* (Figura 9) (Halestrap, 1989).

MITCKATP .
Antiportador de K' /H'

Matriz

atpl

Volumen
AY

Figura 9. Rutas de sefializacidon intramitocondrial en la activacion del mitoKatp.
La entrada de K* a la matriz por la apertura de los canales mioKatp, €Sta acompafnada de la
entrada de agua, causando un aumento del volumen mitocondrial que conduciria a un
incremento de la respiracion a través de la cadena transportadora de electrones y a un
aumento de la sintesis de ATP (Elaborado con informacion de Costa y Garlid, 2008).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es claro que las enfermedades cronico-degenerativas tienen un gran
impacto social, econdmico y sobre todo de salud. Uno de los sintomas que
constantemente manifiestan las personas que padecen DM es la fatiga, que se
concibe como la falla en el mantenimiento de la produccion de energia. Es claro
que al no contar con la energia suficiente el sistema musculo-esquelético se vera
disminuido en sus posibilidades de movimiento. El estudio de los procesos
involucrados en el desarrollo de la fatiga muscular, ofrecen perspectivas
importantes para mejorar la calidad de vida de los pacientes que presentan dicha
enfermedad. Debido a los reportes que vinculan la actividad de los canales
sarcoKaTP Y mitoKatp CON la recuperacion de la tension en el musculo fatigado, es
importante determinar si existe una alteracion en el funcionamiento y en la
expresion de estos canales en el musculo esquelético debido al desarrollo de la

DM.

IV. HIPOTESIS

La funcion y la expresion de los canales sarcoKatp Yy mitoKatp €n el musculo

esquelético disminuyen en la fatiga asociada a la diabetes mellitus.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la funcidn y la expresion de los canales sarcoKatp Yy mitoKaTpP €N la resistencia

a la fatiga asociada a DM en el musculo esquelético.
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VI. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar la participacion de los canales Karp sobre la fatiga en el muasculo
esquelético de ratas diabéticas.

2.- Determinar el efecto de la DM y su tratamiento con farmacos
normoglucemiantes sobre los niveles proteicos de los canales sarcoKatp Yy mitoKaTpP

en el musculo esquelético.

VIl. METODOLOGIA
7.1 Material biolégico

Se utilizaron ratas macho Wistar de aproximadamente 300-350 g, las cuales
se dividieron en 5 diferentes grupos: control (C), diabético (D), diabético tratado
con insulina (D+1) y diabético tratado con nicorandil (D+N). Para inducir la diabetes
se suministr6 una dosis de 55 mg/kg de estreptozotocina via intraperitoneal
(Kubasov et al.,, 2014). Una semana posterior a dicha dosis se realizaron
mediciones de niveles de glucosa sanguinea utilizando un glucometro Accu Check

Performa ® para corroborar el desarrollo de la diabetes mellitus.

7.2 Diseccion de los muasculos

Las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical y se les extrajo el musculo
soéleo, el cual se coloco en una caja de Petri con fondo de resina transparente
donde se fij6 con ayuda de alfileres entomologicos para posteriormente retirarle el
exceso de tejido graso y conectivo. El musculo constantemente estaba siendo
bafiado por solucion Krebs-Ringer, ademas de que también estaba el musculo

estaba expuesto a gas carbdgeno (95 % de CO2y 5 % Oz) todo lo anterior con la
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finalidad de mantener viable el musculo para los registros de tension isométrica ex

Vivo.

7.3 Protocolo de estimulacién de los musculos

Se utilizaron los musculos soleos. Los procedimientos de manejo de
animales y su mantenimiento en el bioterio se llevaron a cabo de acuerdo con la
guia y norma para el cuidado de animales de experimentacion de acuerdo a la
NOM-062-Z00-1999.

Los animales fueron sacrificados usando procedimientos descritos
previamente. Se extrajo el musculo, se colocé en una caja de Petri revestida con
fondo de resina transparente (Sylgard). El masculo fue fijado mediante alfileres
entomoldgicos al fondo de la camara inmerso en solucién Krebs-Ringer (118 mM
NaCl, 4.75 mM KCI, 1.18 mM MgSO4, 24.8 mM NaHCOs, 1.18 mM KH2PO4, 10
mM Glucosa, 2.54 mM CaCl;) (Steward et al., 2011). Bajo el microscopio
estereoscopico se retird el exceso de tejido conectivo y se monté el musculo en
una camara para el registro de la tension isométrica, con su extremo proximal
sujeto al fondo de la camara y el extremo distal al gancho de un transductor 6ptico
(Grass FTO03), el cual a través de un amplificador CyberAmp 320 y de una
interfase analdgico-digital (Digidata 1322A) que permitid adquirir la tensién
generada por el masculo en una computadora, mediante el software Axoscope
(Axon Instruments, USA). Posteriormente, se aplico el protocolo para inducir la

fatiga mediante estimulacion eléctrica repetitiva (pulsos de 100 V, 300 ms, 45 Hz).
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Antes de proceder al registro de tension isométrica, el musculo fue estirado
1.3 veces su longitud de reposo y se dejo en perfusion en la solucion fisiologica
por espacio de 30 min. Al inicio de cada experimento se registré una contractura
inducida por 80 mM de K* por 4 min a fin de conocer el estado del mlsculo ya que
este tipo de contractura esta bien caracterizado (Huerta et al., 1986). Obtenida la
tension basal al inicio del experimento, se estimulé al fasciculo hasta que la
tension se redujo en =60 % respecto a la tension inicial. En ese momento, se
aplicaron de manera separada cada uno de los farmacos de estudio durante 6 min
para observar su efecto. Posteriormente, se retir6 el farmaco mediante lavados
con la solucion fisiologica y se observd el comportamiento del musculo. Se
tomaron medidas de la tensibn maxima (tensién al pico de la sacudida) y la
tension total (&rea bajo curva) que incluye la tensibn maxima desarrollada y la
relajacion. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente entre 22 y 24
°C. Ademés de ello durante todo el ensayo el musculo estuvo en solucién
fisiologica que contenia gas carbdgeno (descrito previamente), todo esto con el fin

de preservar en buen estado los musculos.

7.4 Protocolos de aislamiento de mitocondrias

Los musculos se fraccionaron en secciones de aproximadamente 1mm, se
realizaron varios lavados con el fin de retirar el exceso de sangre, se les agrego
tripsina, esto para ayudar a extraer una mayor cantidad de mitocondrias
intrafibrilares. Posteriormente, se colocaron en un tubo homogenizador con medio
1 de aislamiento previamente enfriado a 4 °C, esto para tratar de mantener en
buen estado las mitocondrias. La homogenizacion se realiz6 con ayuda de un
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piston de teflon el cual se sujetdé a un taladro, a fin de facilitar el deshacer la
estructura fibrosa del musculo con mayor rapidez y eficacia y con ello favorecer
que la tripsina penetrara hasta las miofibrillas méas internas para permitir la

extraccion de las mitocondrias.

Después de realizar la homogenizacion, el tejido se sometié a
centrifugacion diferencial con el fin de ir eliminando tejido y particulas de mayor
tamafo hasta obtener solo las mitocondrias de acuerdo al siguiente protocolo de
aislamiento: el homogenado se colocé en tubos de centrifuga y se aforaron a %
partes con su respectivo medio 1 de aislamiento (KCl 180 mM, EDTA-Naz 10 mM.
Se ajusto el pH a 7.4 (Skalska et al., 2005) y se centrifugaron a 2500 rpm por 10
min. Se almacend el sobrenadante y el tejido se resuspendid, aforando los tubos a
¥, partes para ser centrifugados nuevamente ahora a 3500 rpm por 10 min, el
sobrenadante se colocd en otro tubo junto con el sobrenadante producto de la
centrifugacion de 2500 rpm, es decir los dos sobrenadantes resultantes de las
centrifugaciones de 2500 y 3500 rpm se mezclaron y se centrifugaron a 7000 rpm
por 10 min. Se desecho el sobrenadante y el precipitado se le agregé albumina, se
dej6 reposar por 10 min posteriormente, se resuspendié el precipitado en 10 ml de
medio y se centrifugd a 9000 rpm por 10 min. Se deseché el sobrenadante y la
pastilla final se resuspendi6 suavemente, con ayuda de un pincel, en
aproximadamente 1 ml de medio 2 (KCI 180 mM, MgCl2 5 mM, el pH se ajusté a

pH de 7.4.
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7.5 Purificacion de las mitocondrias

Una vez extraidas las mitocondrias se procedio a realizar la purificacion de
las mismas. Primero, utilizando un gradiente de Percoll al 23 % y centrifugando a
19900 rpm durante 15 min a 6 °C, enseguida se extrajeron las mitocondrias con
ayuda de una pipeta Pasteur y se colocaron en tubos aforados a % partes de su
capacidad con su respectivo medio y se centrifugaron nuevamente pero ahora a
14000 rpm durante 10 minutos a 6 °C, posteriormente, se elimind el sobrenadante
y se resuspendi6 la pastilla suavemente con ayuda de un pincel, se aforaron los
tubos a % partes de su capacidad y se centrifug6 a 9000 rpm durante 10 minutos a
6 °C, finalmente, se eliminé el sobrenadante y se resuspendidé la pastilla
suavemente con ayuda de un pincel en un volumen de 1ml aproximadamente de
su respectivo medio. Una vez obtenida la pastilla final, en la que solo se
obtuvieron mitocondrias purificadas se determind la cantidad de proteina utilizando
el método de Biuret (Gornal et al. 1984). Posterior a ello, se agregaron 25 ul/ml de
inhibidor de proteasa a cada muestra y se almacenaron en tubos Eppendorf a -80

°C.

7.6 Determinacion de la concentracién de proteina

Para determinar la concentracién de proteina de los homogenados totales y
de la fraccion mitocondrial se utiliz6 el método de Biuret (Gornal et al., 1984). Las
lecturas de las muestras se realizaron en un espectrofotometro UV/vis Perkin-
Elmer Lambda 18 a una longitud de onda de 520 nm, usando un blanco para
ajustar el aparato y la curva de calibracion se realiz6 empleando albumina sérica
bovina. Dichos datos fueron procesados para determinar la concentracion.
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7.7 Western Blot

7.7.1 Electroforesis de proteinas

La inmunodeteccion se realiz6é de acuerdo al protocolo de Laemmli (1970) y
Tobwin et al., (1979). Los geles se prepararon a una concentracion del 13, 10y 8
%, esto de acuerdo a la proteina de interés, los cuales a su vez estaban
conformados en dos partes: el separador (acrilamida/bisacrilamida 30 %, Tris 1.5
M pH8.8, agua desionizada, SDS 10 %, TEMED vy persulfato) el cual permite que
las proteinas se separen de acuerdo a su peso molecular y el concentrador
(acrilamida/bisacrilamida 30 %, Tris 0.5 M pH 6.8, agua desionizada, SDS 10 %,
TEMED vy persulfato) el cual permite que las proteinas se empaqueten previo al
entrar al separador. Las diferentes muestras se prepararon colocando en tubos
eppendorf: la proteina de interés, agua desionizada y buffer de carga BS4X
(Tris/HCI 0.5 M, SDS 8 %, glicerol 40 %, 2-mercaptoetanol 20 %, Azul de
bromofenol, H20 cbp 5 ml) en las cantidades correspondientes, y posterior a ello
se colocaron en bafio Maria por 3 min, esto para favorecer la desnaturalizacién de
las proteinas por accion del BS4X. Los geles se colocaron en la camara de
electroforesis con buffer de corrida (Tris, glicina, SDS) tanto en el espacio entre
ambos geles como por fuera de los mismos. Se cargaron 25 pl (40 pg de proteina
de acuerdo a los datos de las lecturas por método de Biuret) de cada una de las
muestras previamente preparadas en su carril correspondiente en los geles con
ayuda de una jeringa Hamilton. Ademas, también se carg6 el marcador de peso
molecular Mini-PROTEAN (Bio-Rad) de bajo rango para medicion de proteinas
gue van desde los 97 a los 14 kDa (97 kDa fosforilasa b, 66 kDa albumina sérica,
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45 kDa ovoalbumina, 31 kDa anhidrasa carbonica, 21 kDa inhibidor de tripsina, 14
kDa lisozima). Las muestras se corrieron a 100 V por espacio de 1 h,

aproximadamente.

7.7.2 Transferencia de proteinas

Una vez finalizada la electroforesis de proteinas se inicié la transferencia,
para lo cual se utiliz6 membrana de PVDF, la cual previamente a la transferencia
se hidrato sumergiéndola en metanol, posteriormente en agua desionizada y
finalmente en buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 %).
Se prepararon los cassettes de transferencia colocando esponja/ papel filtro/ gel/
membrana/ papel filtro/ esponja (todo estuvo impregnado con buffer de
transferencia). Se colocaron los cassettes en la cadmara de transferencia, con
buffer de transferencia en su interior, y se ésta se llevé a cabo a 100 V por espacio
de 1 h aproximadamente. Transcurrido el tiempo se extrajo la membrana y se
coloco en leche al 5 %, al menos por 1 h, esto con la finalidad de bloquear sitios

inespecificos, para su posterior inmunodeteccion.

7.8 Inmunodeteccién

7.8.1 Incubacién con anticuerpos

Posterior al bloqueo de sitios inespecificos se desechd la leche y se
realizaron 3 lavados a la membrana por espacio de 5 min cada uno con TBS-

Tween 20 (Tris/HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.05 %) para retirar el
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exceso de leche. Posteriormente, las membranas se Incubaron con los
anticuerpos primarios anti-Ki6.2(SC-20808, Santa cruz), anti-Ki6.1 (SC-20809,
Santa cruz), diluidos a una proporcién de 1:2000, al menos durante 1 h en
agitacion constante. Transcurrido el tiempo se desechd la leche con anticuerpo
primario y se realizaron nuevamente 3 lavados a la membrana con TBS-Tween 20
por 5 min cada uno para retirar el exceso anticuerpo primario. Una vez realizado
esto, la membrana se incubd con el anticuerpo secundarios SC-2313, Santa cruz o
SC-2020, Santa cruz segun correspondiera, diluido en una proporcién de 1:4000 al
menos durante 1 h también en agitacion constante. Nuevamente se desechoé la
leche con anticuerpo secundario y se lavd la membrana 3 veces por 10 min con

TBS-Tween 20 para retirar exceso de anticuerpo secundario.

Finalmente, se coloc6 la membrana en una caja con solucion de
quimioluminiscencia y se cubri6 con la misma a la membrana por espacio de 30 s.
Se colocé la membrana en el cassette de revelado y encima se colocé la placa de
rayos X, esto Ultimo para la posterior observacion de resultados. Enseguida se
coloco la placa en la solucién reveladora por 2 min, después en la solucion fijadora

por 3 min y finalmente en agua para retirar el exceso de esta ultima.

46



VIll. RESULTADOS

Para corroborar el desarrollo de la DM en las ratas que les fue suministrada
la estreptozotocina, se evaluaron diferentes parametros que son indicativos de la
enfermedad, como lo es el nivel de glucosa sanguinea (mg/dl, Figura 10), asi
como el peso corporal (g, Figura 11). Las mediciones se realizaron durante seis
semanas. Las primeras cuatro semanas, fueron en ausencia de tratamientos
segun correspondiera de acuerdo al grupo, mientras que las dos Ultimas semanas

fueron durante la administracién de los respectivos tratamientos.
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Figura 10. Niveles de glucosa sanguinea en los diferentes grupos de ratas.
La linea roja y azul en el eje X indica las mediciones en las semanas posteriores a
la induccién de la DM y durante las semanas de tratamiento respectivamente. Los
datos representan el promedio * el error estandar de n=9. p<0.05 vs. control, t-
Student.
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Figura 11. Peso de los diferentes grupos de ratas. La linea roja y azul en el eje
X indica las mediciones en las semanas posteriores a la induccion de la DM y
durante las semanas de tratamiento respectivamente. Los datos representan el
promedio * el error estandar de n=9. p<0.05 vs. control, t-student.

8.1 Registros de tensidén Isométrica

Con el objetivo de comparar si existian diferencias en el tiempo de fatiga
entre los diferentes grupos procedimos a registrar y evaluar el tiempo en el que se

estableci6 la fatiga muscular mediante la implementacion del protocolo de
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estimulacién durante los registros de tensidén isométrica. Es importante sefalar
que los tiempos se registraron antes de agregar cualquiera de los farmacos que se
utilizaron ex vivo. Los resultados se pueden apreciar en la Figura 12, donde se
observa que el grupo control presentd un tiempo de resistencia de 463 + 13.22 s.
Para el caso del grupo diabético fue de 226.5 + 10.81. Por otro lado, para el grupo
diabético tratado con insulina el valor fue de 277.5 + 13.25 s. Finalmente, el grupo
diabético tratado con nicorandil fue el que presenté un mayor tiempo de

establecimiento de la fatiga muscular con un valor de 873 £ 52.06 s.

Tiempo de establecimiento de la fatiga
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Figura 12. Tiempo de establecimiento de la fatiga muscular en los diferentes
grupos. El grupo D mostré un menor tiempo de resistencia al establecimiento de
la fatiga muscular respecto al grupo C. Por el contrario, el grupo D+N fue el que
mostré un mayor tiempo de resistencia. Los datos representan el promedio * el
error estadndar de n=9. p<0.05 vs. control, t-Student.
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8.1.1 Efecto de la glibenclamida y del pinacidil sobre la tension post-fatiga de
fibras musculares lentas de rata

En nuestro grupo de trabajo, previamente se caracterizo la participacion de
los canales Katp en el proceso de la fatiga muscular (Andrade et al., 2009). Con el
fin de obtener informacion adicional se estudio el efecto de la glibenclamida (150
uM) sobre la tension post-fatiga en fibras lentas del masculo esquelético de rata.
En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos para el grupo control, donde
se puede apreciar la contraccién control normalizada al 100%, y la induccion de la
fatiga muscular donde hubo una reduccion del 60-70 % de la contraccion control.
Posteriormente, al bloquear los canales Katp con glibenclamida (150 uM) se
observd una recuperaciéon de la tension post-fatiga del 83 = 14.05 % en
comparacion de la condicién fatigada. Finalmente se realiz6 el lavado para retirar

la glibenclamida se observé que el musculo se fatigo nuevamente.

Por otro lado, la Figura 14 muestra los resultados obtenidos del efecto del
pinacidil (200 puM) sobre la tension post-fatiga en fibras lentas del musculo
esquelético de rata en el grupo control. Se observa la contraccion control
normalizada a 100%, posteriormente se realizé la induccién de la fatiga muscular
provocando una reduccion del 60-70 % de la contraccion control mediante el
protocolo de estimulacién. Se aprecia también que al agregar el pinacidil no hubo
recuperacion de la tension post-fatiga en comparacion de la condicion fatigada.
Finalmente, durante la etapa de lavado tampoco se registraron cambios en la

tension desarrollada.
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Figura 13. Efecto de la glibenclamida sobre la tensién post-fatiga de fibras
musculares lentas de ratas control. Se normalizo a 100% la contraccién control, se
indujo la fatiga por estimulacion eléctrica repetitiva, se agregd la glibenclamida por 6
minutos y posteriormente se retird6 mediante lavados (n=9; * p < 0.05 vs. Contraccion
control, # p < 0.05 vs. Fatiga, t-Student)
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Figura 14. Efecto del pinacidil sobre la tensién post-fatiga de fibras musculares
lentas de ratas control. Se normalizo a 100% la contraccién control, se indujo la fatiga
por estimulacién eléctrica repetitiva, se agreg6 el pinacidil por 6 minutos y posteriormente
se retird (n=9; * p < 0.05 vs. Contraccién control, t-Student)
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8.1.2 Efecto de la diabetes sobre la tensidén post-fatiga de fibras musculares
lentas

En la presente serie experimental se exploré el efecto del desarrollo de la
diabetes sobre la recuperacion de la tension post-fatiga en el masculo esquelético,
para lo cual se probaron las mismas concentraciones de glibenclamida (150 uM) y
pinacidil (200 uM) que fueron las utilizadas en los ensayos con el grupo control. Se
muestra en la Figura 15 la contraccion control que se estandarizo a 100%, se
siguié estimulando el musculo para la inducir la fatiga muscular provocando una
disminucién de 60-70 % de la contraccidén control, y cuando se bloqueé el canal
con la glibenclamida se puede apreciar que no hubo recuperacion de la tension,

misma situacion que se presento en la fase de lavado.

En contra parte, también se exploré el efecto del pinacidil (200 uM) sobre la
tensidén pos-fatiga en un modelo de musculo diabético, los resultados se muestran
en la Figura 16, donde se muestran la contraccién control estandarizada al 100%,
posteriormente la induccién de la fatiga muscular ya que hubo una reduccion de
60-70% de la contraccién control, de igual modo que en el caso de la
glibenclamida en el mismo modelo de diabetes, se puede apreciar que no hubo
recuperacion de la tension en presencia del pinacidil en la dosis anteriormente
mencionada. Durante la etapa de lavado se observa que hubo incluso un menor

desarrollo de tensién
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Figura 15. Efecto de la diabetes sobre la tension post-fatiga de fibras musculares
lentas. La contraccion control se normalizo a 100%, se indujo la fatiga por estimulacion
eléctrica repetitiva, se agrego la glibenclamida por 6 minutos y posteriormente se retird
mediante lavados (n=9; * p < 0.05 vs. Contraccion control, t-Student).
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Figura 16. Efecto de la diabetes sobre la tension post-fatiga de fibras musculares
lentas. La contraccion control se normalizo a 100%, se indujo la fatiga por estimulacion
eléctrica repetitiva, se agregd el pinacidil por 6 minutos y posteriormente se retird
mediante lavados (n=9; * p < 0.05 vs Contraccion control, t-Student)
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8.1.3 Efecto del tratamiento de la diabetes con insulina sobre la tension post-
fatiga de fibras musculares lentas

Esta bien documentado que la suministracion de insulina contribuye a
normalizar los niveles de glucosa sanguinea en los modelos diabéticos, por lo
tanto, se explor6 el efecto del tratamiento de la diabetes con insulina sobre la
tensidn post-fatiga en fibras musculares lentas. Se puede apreciar en la Figura 17
la contraccidén control normalizada al 100%, y la induccién de la fatiga muscular
donde hubo una reduccion del 60-70 % de la contraccion control. Posteriormente,
al bloguear los canales Katrp con glibenclamida (150 uM) se observo una
recuperacion de la tensién post-fatiga del 85 + 11.45 % en comparacion de la
condicion fatigada. Finalmente se realizo el lavado para retirar la glibenclamida se

observo que el musculo no mostro cambios en la tensién desarrollada.

El suministro exdgeno de insulina en un modelo de diabetes, también puede
favorecer el adecuado funcionamiento del sistema contractil de los musculos
esqueléticos. La Figura 18 muestra los resultados obtenidos del efecto del pinacidil
(200 uM) sobre la tension post-fatiga en fibras lentas del musculo esquelético de
rata en el grupo diabético tratado con insulina, Se puede apreciar primeramente la
contraccion control estandarizada a 100 %, una reduccion del 60-70% de la
contraccion control y por tanto la induccion de la fatiga muscular, posteriormente al
agregar el pinacidil no hubo recuperacién estadisticamente significativa de la
tensidon post-fatiga en comparaciéon de la condicién fatigada. Durante la etapa de

lavado se observa que hubo incluso un menor desarrollo de tension.
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Figura 17. Efecto de la glibenclamida sobre la tensién post-fatiga de fibras
musculares lentas de ratas diabéticas tratadas con insulina. La contraccion control se
normalizo a 100%, se indujo la fatiga por estimulacion eléctrica repetitiva, se agrego la
glibenclamida por 6 minutos y posteriormente se retir6 mediante lavados (n=9; * p < 0.05
vs. Contraccion control, # p < 0.05 vs. Fatiga, t-Student).
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Figura 18. Efecto del pinacidil sobre la tensién post-fatiga de fibras musculares
lentas de ratas diabéticas tratadas con insulina. La contraccion control se normalizo a
100%, se indujo la fatiga por estimulacion eléctrica repetitiva, se agregoé el pinacidil por 6
minutos y posteriormente se retird6 mediante lavados (n=9; * p < 0.05 vs. Contraccion
control, t-Student).
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8.1.4 Efecto de la suministracién prolongada del nicorandil sobre la tensién
de las fibras lentas del musculo esquelético diabético

El nicorandil, considerado a nivel mitocondrial un activador especifico de los
canales mioKatP en células cardiacas (Sato et al., 2000) y en el musculo
esquelético (Cahoon et al., 2013) induce un incremento en la tension post-fatiga.
En esta serie experimental se exploré el efecto de un tratamiento prolongado de
nicorandil (5 mg/kg) con la finalidad de determinar la posible participacion del
canal mitoKatp durante la tensién post-fatiga en el musculo esquelético lento de
ratas diabéticas. La Figura 19 muestra los resultados obtenidos donde se puede
observar la contraccion control estandarizada a 100 %, la induccién de la fatiga
muscular es decir una reduccién del 60-70 % de la contraccion control se logré
mediante la implementacion del protocolo de estimulacidén, posteriormente se
observé una recuperaciébn de la tension post-fatiga de 79 + 10.37 % en
comparacién de la condicion fatigada al realizar el bloque de los canales Katp con
la glibenclamida. Durante la fase de lavado nuevamente hubo una reduccion de la

tension desarrollada.

Finalmente, la Figura 20 muestra la contraccién control normalizada a
100%, la induccién de la fatiga muscular, es decir una reduccion del 60-70% de la
contraccion control. Posteriormente, se observo una recuperacion de la tension
post-fatiga en presencia del pinacidil (200 uM) de 37 + 8.12 % en comparacion de
la condicion fatigada. Durante la etapa de lavado hubo una nueva reduccion de la

tension,
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Figura 19. Efecto de la glibenclamida sobre la tension post-fatiga de fibras
musculares lentas de ratas diabéticas tratadas con nicorandil. La contraccién control
se normalizo a 100%, se indujo la fatiga por estimulacion eléctrica repetitiva, se agregé la
glibenclamida por 6 minutos y posteriormente se retir6 mediante lavados (n=9; * p < 0.05

vs. Contraccion control, # p < 0.05 vs. Fatiga, t-Student).

120
]
10 | ]

Tension Total
Tension Maxima

Tensidn (%)
3

# #
40 - T —L
%
4 T T -
3:' i xI.
u .
Contraccidn Fatiga Pinacidil Lavado
inicial 200 pM

Figura 20. Efecto del pinacidil sobre la tension post-fatiga de fibras musculares
lentas de ratas diabéticas tratadas con nicorandil. La contraccion control se normalizo
a 100%, se indujo la fatiga por estimulacion eléctrica repetitiva, se agrego el pinacidil por 6
minutos y posteriormente se retird6 mediante lavados (n=9; * p < 0.05 vs. Contraccion

control, # p < 0.05 vs Fatiga, t-Student).
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8.2 Inmunodeteccion de las subunidades de los canales Katp

Para determinar la especificidad del anticuerpo se realizaron pruebas con el
fin de asegurarnos que las sefiales no correspondian a falsos positivos, para ello
las membranas se incubaron solo con los anticuerpos secundarios 1gG-HRP
acoplado a peroxidasa, Santa Cruz. En la Figura 21 se observa que la Gnica sefial
obtenida corresponde al marcador y en cambio no observamos sefial en las
diferentes muestras, lo cual nos indica que los anticuerpos utilizados son
especificos contra las proteinas Ki6.x, con ello nos aseguramos que las sefales

obtenidas no se deben a inespecificidad de los anticuerpos secundarios utilizados.
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Figura 21. Prueba de especificidad de anticuerpo. Membrana incubada con
anticuerpos secundarios IgG-HRP acoplado a peroxidasa, donde se aprecia sefial
de 45 kDa que corresponde solo al marcador de peso molecular, en cambio para
las demas muestras no se observo sefial alguna.
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8.2.1 Subunidad Kir6.2

Previamente se habia reportado por Zhin y colaboradores (2012) que la
DM produce alteraciones sobre los niveles de los canales Kartp en corazén, por lo
tanto, procedimos a realizar ensayos de Western blot para evaluar alteraciones
sobre la subunidad Kir 6.2 en el masculo esquelético. Adicionalmente también se
evalu6 como eran los niveles de los canales Karp cuando se tratdé a las ratas
diabéticas con insulina, asi como con nicorandil. La Figura 22 muestra los
resultados obtenidos de la inmunodeteccion de la subunidad Kir6.2 en los
homogenados totales del musculo esquelético de los diferentes grupos. En el
panel A) se observa el perfil de las proteinas transferidas a membranas PVDF
tefiidas con rojo de Ponceau, en la cual puede apreciarse una carga uniforme en
cada uno de los carriles. En el panel B) se muestra la placa de la inmunodeteccién
empleando el anticuerpo especifico para Kir6.2, en la cual observa la presencia de
una banda de aproximadamente 45 kDa, que de acuerdo a lo reportado en la
literatura corresponde a la subunidad Ki6.2. Se aprecian cambios en los niveles
de dicha subunidad. Las muestras provenientes del grupo diabético y del grupo
diabético que fue tratado con nicorandil presentaron disminucion en los niveles de
dicha subunidad respecto al grupo control. En cambio, el grupo diabético tratado
con insulina mostré un incremento en comparacion del grupo diabético, inclusive
también mayor que el grupo control. Por otra parte, la Figura 23 se muestran los
resultados del western blot en las fracciones mitocondriales, En el panel A) se
observa el perfil de las proteinas transferidas a membranas PVDF tefiidas con rojo
de Ponceau, en la cual puede apreciarse una carga uniforme de las muestras. En

el panel B) se muestra la placa de la inmunodeteccidon empleando el anticuerpo
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especifico para Kir6.2, en la cual observa la presencia de una banda de
aproximadamente 45 kDa, corresponde a la subunidad Ki6.2 segun lo reportado
en la literatura. De igual modo, se aprecia que existieron alteraciones en los
niveles de dicha subunidad ya que el grupo diabético y el grupo diabético tratado
con nicorandil presentaron una banda de menor intensidad, sobre todo este ultimo,
en comparacion del grupo control. En cambio, el grupo diabético tratado con
insulina mostré un incremento en comparacién con el grupo control pero sobre

todo que el grupo diabético.
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Figura 22. Inmunodeteccién de la subunidad K;6.2 en homogenados totales. A) perfil
de proteinas en membrana PVDF, B) Placa de la inmunodeteccion. Se cargaron 45 ug de
proteina, se separaron por electroforesis por espacio de 1 h aproximadamente en geles
de poliacrilamida al 15 %, la inmunodeteccién se realiz6 empleando el anticuerpo
comercial anti-K;6.2 (SC-20808, Santa cruz) a una dilucion de 1:2000, la interaccion
antigeno-anticuerpo se determiné mediante quimioluminiscencia.l) grupo control, 2) grupo
diabético, 3) grupo diabético+insulina, 4) grupo diabético+nicorandil.
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Figura 23. Inmunodeteccion de la subunidad Kir6.2 en fraccién mitocondrial.
A) perfil de proteinas en membrana PVDF, B) Placa de la inmunodeteccion. Se
cargaron 45 ug de proteina, se separaron por electroforesis por espacio de 1 h
aproximadamente en geles de poliacrilamida al 15 %, la inmunodeteccion se
realiz6 empleando el anticuerpo comercial anti-Ki6.2 (SC-20808, Santa cruz) a
una dilucion de 1:2000, la interaccion antigeno-anticuerpo se determind mediante
guimioluminiscencia. 1) grupo control, 2) grupo diabético, 3) grupo
diabético+insulina, 4) grupo diabético+nicorandil.
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8.2.2 Subunidad Kir6.1

Con el objetivo de evaluar si el desarrollo de diabetes afectaba los niveles
de la subunidad Kir6.1 en los canales Katp del musculo esquelético, procedimos a
realizar ensayos de Western blot tanto de los homogenados totales como de la
fraccion mitocondrial. De igual modo, se evalu6 si las alteraciones producidas por
la DM eran contrarrestadas por los tratamientos con insulina y con nicorandil. En la
Figura 24 se muestran los homogenados totales del musculo esquelético de los
diferentes grupos. En el panel A) se observa la membrana de PVDF tefida con
rojo de Ponceau para mostrar el perfil de las proteinas transferidas, en la cual
puede apreciarse una carga uniforme de las muestras. En el panel B) se muestra
la placa de la inmunodeteccion empleando el anticuerpo especifico para Kir6.1, en
la cual observa la presencia de una banda del peso esperado de 45 kDa,
correspondiente a la subunidad Ki6.1. Se puede apreciar que la intensidad de
dicha banda no es homogénea en cada uno de los diferentes carriles, lo cual nos
indica cambios en los niveles de dicha subunidad y se aprecia que el grupo
diabético present6 una disminucion de dicha subunidad en comparacion del grupo
control. Interesantemente en el grupo diabético tratado insulina no se observo
sefial alguna. En cambio, el grupo diabético tratado con nicorandil mostré un
incremento en comparacion con el grupo diabético incluso también mayor que el
grupo control. Por otra parte, la Figura 25 se muestran las fracciones
mitocondriales. En el panel A) se observa el perfil de las proteinas transferidas a
membranas PVDF tefiidas con rojo de Ponceau, en la cual puede apreciarse no

hay diferencia en la carga de cada una de las muestras. En el panel B) se muestra

62



la placa de la inmunodeteccién empleando el anticuerpo especifico para Kir6.1, en
la cual observa la presencia de una banda de aproximadamente 45 kDa,
corresponde al peso esperado para Kir6.1. Se observan diferencias en cuanto a
los niveles de dicha subunidad debido a los diferentes tratamientos, se aprecia
que el grupo diabético y el grupo diabético tratado con nicorandil presentaron una
disminucién siendo mas evidente en este Ultimo, respecto al grupo control. En
cambio, el grupo diabético tratado con insulina mostrd una recuperacion en los
niveles en comparacion del grupo diabético, inclusive también mayor que el grupo
control.

A)

PM kDa

66-

45-
31-

21-

14-

B)

g +— 45 kDa
Figura 24. Inmunodeteccion de la suEun d K.,6 1 en homogenados totales. A) perfil

de proteinas en membrana PVDF, B) Placa de la inmunodeteccion. Se cargaron 45 ug de
proteina, se separaron por electroforesis por espacio de 1 h aproximadamente en geles
de poliacrilamida al 15 %, la inmunodeteccién se realiz6 empleando el anticuerpo
comercial anti-K;6.1 (SC-20809) a una dilucion de 1:2000, la interaccién antigeno-
anticuerpo se determiné mediante quimioluminiscencia. La banda observada corresponde
a la subunidad Ki6.1. 1) grupo control, 2) grupo diabético, 3) grupo diabético+insulina, 4)
grupo diabético+nicorandil
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97-
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31-

21-
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+«—— 45 kDa

Figura 25. Inmunodeteccion de la subunidad Kir6.1 en fraccién mitocondrial.
A) perfil de proteinas en membrana PVDF, B) Placa de la inmunodeteccion. Se
cargaron 45 pg de proteina, se separaron por electroforesis por espacio de 1 h
aproximadamente en geles de poliacrilamida al 15 %, la inmunodeteccion se
realiz6 empleando el anticuerpo comercial anti-Ki6.1 (SC-20809, Santa Cruz) a
una dilucién de 1:2000, la interaccion antigeno-anticuerpo se determind mediante
quimioluminiscencia. La banda observada corresponde a la subunidad Ki6.1. 1)
grupo control, 2) grupo diabético, 3) grupo diabético+insulina, 4) grupo
diabético+nicorandil.
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IX. DISCUSION

En la actualidad el numero de personas con enfermedades crénico
degenerativas va en aumento debido al tipo de vida sedentario que poseemos, la
mala alimentacion y la predisposicion genética. Entre ese tipo de enfermedades
destaca la diabetes mellitus (DM). La DM se caracteriza por el desarrollo de
hiperglucemia crénica, provocada por una deficiencia en la produccion de insulina,
la accién de la insulina o la combinacion de ambos factores, lo cual afecta
principalmente el metabolismo de los carbohidratos, pero también de proteinas,
las grasas e incluso de la proliferacién celular (Bonora et al., 2001). Es claro que,
al existir una alteracion en las vias de sefalizacion implicadas en el metabolismo
de las macromoléculas mencionadas anteriormente, habr4 también por tanto
alteraciones en la produccion de ATP, lo cual conllevara a un menor rendimiento
de la funcion muscular. Uno de los sintomas que son constantemente referidos por
los pacientes es la fatiga, la cual puede tener varias connotaciones, sin embargo,
la fatiga en una descripcion simple, se concibe como la falta en la manutencion de
la produccion de energia. Es claro que al no contar con la energia suficiente el
sistema musculo-esquelético se verd disminuido en sus posibilidades de

movimiento (Fritschi'y Quinn, 2010).

Los cambios en la funcion muscular se deben a una combinacion de
factores: alteraciones en las a-motoneuronas, en las placas neuromusculares y en

las mismas fibras musculares (Ramiji et al., 2007). La pérdida de la fuerza se ha

65



ligado a una excesiva infiltracion de grasa lo que ocasiona disturbios en la
organizacion fascicular (Hilton et al., 2008) y la pérdida de las fibras tipo Il y su
denervacion selectiva (Gutiérrez et al.,, 2001). Existen reportes de que las
mitocondrias del musculo esquelético diabético muestran una reduccién en la
capacidad de oxidacion (Kelley et al., 2002), sin embargo, también se le atribuido
a este proceso el sedentarismo que es caracteristico de las personas con diabetes
y/o obesidad (Toledo et al., 2008). Adicionalmente, existen varios reportes sobre
los efectos que tiene la diabetes sobre la fisiologia del musculo, reflejAndose como
atrofia, debilidad y una incrementada susceptibilidad a la fatiga (Andersen, 2012).
Es precisamente la pérdida de masa muscular uno de los sintomas asociados al
desarrollo de la DM, nuestros datos indican que los animales diabéticos mostraron
un menor peso corporal en comparacion del grupo control, sin embargo, es dificil
establecer si esta pérdida Unicamente ocurrid6 en masa muscular. En el caso del
grupo diabético tratado con insulina, éste mostro una recuperacion en cuanto al
peso corporal en comparacion con el grupo diabético, dicho incremento puede ser
debido a la normalizacion de los niveles de glucosa en sangre debido a su
metabolizacion en el interior de las células y con ello una normalizacién de otras
vias metabdlicas (de lipidos y proteinas principalmente), una reduccion del estrés
oxidativo asociado a la hiperglucemia crénica, asi como también puede ser debido
a alguna de los otros efectos producidos por la insulina como la sintesis de DNA,
la replicacion celular y sobre todo la estimulacion y modulacion de la transcripcion
y translocacion de proteinas implicadas en el crecimiento celular (Lesniewski et al.,
2003). Interesantemente, el grupo diabético tratado con nicorandil también mostro

una recuperacion del peso corporal, incluso mayor que el grupo diabético tratado
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con insulina, dichos resultados estan apoyados por el trabajo de Kasono y
colaboradores (2004) los cuales también observaron un incremento en el peso
corporal en un modelo animal de DM1 cuando se les suministro nicorandil por un
periodo de 30 dias. Aunque no se puede hablar de un mecanismo a nivel
molecular de por qué el nicoranil favorece el incremento de la masa muscular,
existen reportes como es el caso de Fujirawa y colaboradores (1993) y de Paula 'y
colaboradores (2013), donde se ha observado que el nicorandil puede tener o no
efectos sobre la proliferacion celular, y los autores sostienen que esta variedad de
efectos puede deberse a los diferentes modelos de estudio utilizados (tipo de linea
celular, organismo completo, etc.). Por lo cual presenta un campo interesante de

estudio a abordarse.

Como mencionamos previamente, uno de los sintomas referidos por los
pacientes diabéticos es la fatiga. Se ha documentado que los canales de potasio
sensible a ATP (Katp) tanto de la membrana sarcolemal como de la membrana
mitocondrial juegan un papel importante en la proteccion del musculo durante la
fatiga. Es por ello que procedimos a realizar una serie de experimentos que nos
permitieran dilucidar si la fatiga asociada a la DM esta relacionada con una
afectacion en la funcién de estos canales. Lo primero que procedimos a realizar
fue evaluar si existian diferencias en cuanto al tiempo necesario para que se
estableciera la fatiga muscular en cada uno de los grupos mediante la aplicacion
de los protocolos de estimulacion en los registros de tension (Figura 14). Dichos
resultados comprueban nuestra hipétesis de trabajo, es decir, que el grupo

diabético fuera mas susceptible a la aparicion de la fatiga muscular. El efecto de la
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apertura del mitoKatp por accion del diazoxido (agonista especifico del mioKaTp)
reduce la fatiga durante la actividad muscular, confiere un mayor tiempo de
resistencia a la aparicion de la fatiga muscular y mayor desarrollo de fuerza
cuando las fibras musculares se pre-incubaron con dicho farmaco, sin embargo,
fue en un modelo de muasculo esquelético sano (Garcia et al.,, 2009).
Adicionalmente a lo reportado por ellos, observamos que el tratamiento de la
diabetes con una suministracion prolongada del nicorandil y por lo tanto la
apertura del mioKatp, confiri6 un mayor grado de resistencia a la aparicion de la

fatiga muscular incluso mayor que la mostrada en un masculo no diabético.

Previamente en nuestro grupo de trabajo Andrade y colaboradores (2011)
reportaron que al inhibirse los canales saccoKatp con glibenclamida, en el mdsculo
esquelético lento fatigado, un incremento de la fuerza, es decir, el musculo se
recupera de la fatiga. En nuestros experimentos, tal como se observa en la figura
15 se muestran los resultados obtenidos para el grupo control, se observé una
recuperacion de la tension post-fatiga en presencia de la glibenclamida. La
recuperacion observada es debido a que la glibenclamida inhibe los canales
sarcoKatp. ESta inhibicion evita el acortamiento de la duracion del potencial de
accion, al activarse canales de Na* que causan la liberacién de Ca?* del RS (Matar
et al., 2000). Los iones de calcio interactian con la troponina C permitiendo la
formacion de puentes cruzados que generan la contraccion muscular. La
glibenclamida al parecer, incrementa la liberacion de Ca?* del RS y a su vez el
incremento en la sensibilidad al Ca?* por los miofilamentos, lo que se refleja en un

incremento de la tension post-fatiga (Andrade et al. 2011).
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Un cambio de la funcién contractil de los musculos esqueléticos conduce a
un aumento en la susceptibilidad a la fatiga en los pacientes diabéticos, lo que
afecta desfavorablemente su estado y capacidad de trabajo. Por lo tanto, el
desarrollo de enfoques para la recuperacion de las funciones de la musculatura
esquelética en los pacientes diabéticos es una de las tareas para su tratamiento y
rehabilitacion. Se ha vinculado un mal funcionamiento del sistema contractil de los
musculos esqueléticos con el desarrollo de la DM. En lo que respecta a nuestros
resultados, evaluamos el efecto de la diabetes sobre la recuperacion de la tension
post-fatiga en el muasculo esquelético, para lo cual se probaron los mismos
farmacos (glibenclamida y pinacidil) utilizados en los ensayos anteriormente ahora
en el grupo diabético, esto con el fin de lograr para la apertura o bloqueo de los
canales Karp. Tal como se aprecia en las figuras 17 y 18, respectivamente, no se
observo recuperacion de la tension post-fatiga, como si se observo en el grupo
control, dicha afectacion pudiera estar relacionada con una alteracién en el
funcionamiento de los canales Karp del musculo esquelético debido al desarrollo
de la DM. A pesar del gran nimero de investigaciones acerca de la morfologia,
bioquimica y caracteristicas contractiles de los musculos esqueléticos, el nimero
de estudios de la funcion muscular al inicio de la DM experimental es escasa, por
lo cual alin no podemos establecer cuéles son las causas por las que la DM se
encuentra afectando la funcion contractii debido a alteraciones en el
funcionamiento de los canales Kartp. Sin embargo, otros reportes apoyan nuestros
resultados sobre la afectacion de la funcion contractil debido a la DM, que abarcan
desde lo que se refiere al desarrollo de fuerza tanto en el musculo lento como en

el musculo rapido tal como lo reportan Stephenson y colaboradores (1994),
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qguienes observaron un menor grado de sensibilidad de las proteinas contractiles
por iones implicados en su funcionamiento en los muasculos diabéticos
comparados con los musculos control. Por su parte, Pelit y colaboradores (2008)
encontraron un incremento en la tension de reposo asi como un menor desarrollo
de fuerza de los musculos diabéticos en comparacién de los no diabéticos
independientemente de la frecuencia de estimulacion. Huang y colaboradores
(2014) observaron que a partir de la semana 4 los musculos diabéticos mostraban
una reduccién en cuanto a la fuerza de sacudida respecto a los masculos control,
y que dicho efecto fue mas evidente a la semana 16 ya que los musculos
diabéticos desarrollaban menor fuerza que la mostrada en la semana 4. La
mayoria de las investigaciones coinciden por lo tanto en una disminucion

constante de las respuestas contractiles musculares en las condiciones de DM.

La principal funcion de la insulina es contrarrestar la accién de varias
hormonas generadoras de hiperglucemia y de ese modo mantener bajos los
niveles de glucosa en sangre. Ademas de su papel en la regulacion del
metabolismo de la glucosa, la insulina estimula la lipogénesis, disminuye la
lipdlisis, y aumenta el transporte de aminoacidos en las células (Clausen et al.,
2003), es evidente por tanto que esta hormona afecta un gran espectro de
procesos metabolicos, cambia de estado funcional de los musculos esqueléticos,
incluyendo por su puesto la funcion contractil (Brotto et al. 2010). Es por ello que
un déficit de insulina en la diabetes tipo 1 y la insensibilidad del tejido muscular a
ella en la diabetes tipo 2 provocara alteraciones significativas en la actividad de los

musculos esqueléticos. Bajo esta logica, era de esperarse que el déficit de
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insulina, el desarrollo de hiperglucemia y las consecuentes alteraciones sobre el
sistema contréctil de los musculos fueran contrarrestados al suministrar insulina
exogena, tal y como se puede apreciar en la Figura 19, en la cual se observa la
recuperacion de la tension post-fatiga en el grupo diabético que le fue
suministrada la insulina. Kubasov y colaboradores (2013) proponen que el déficit
de insulina en DM estd acompafiado por la atenuacién de la cascada de
sefializacion de la insulina, que conduce a una disminucion de la actividad de los
canales de calcio dependiente de la insulina y proteinas de unién a calcio, que en
conjunto producen alteraciones de la funcién contractil de las células musculares.
A este respecto, se puede sugerir que la eliminacion de este déficit debido al
tratamiento con insulina puede restaurar la actividad nuevamente las cascadas de
sefializacion de insulina y mejorar las funciones de contraccion de los musculos
esqueléticos. Sin embargo, no se puede descartar que las afectaciones sobre la
contraccion muscular, también sean debido a alteraciones en el funcionamiento de
los canales sarcoKatp, ya que estos también tienen la capacidad de controlar
procesos durante el acople-excitacion que derivan en la entrada de calcio a la fibra
muscular y la consecuente contracciéon muscular (Matar et al., 2000). Ademas, las
perturbaciones observadas durante la DM sobre la funcién contractil pueden estar
asociadas con una atenuacion de la actividad de las vias de sefializacion
activadas por la insulina, asi como con la accion dafina del estrés oxidativo en las
células musculares cuyas causas bajo estas condiciones de hiperglucemia son
agudos o de largo plazo. Por lo tanto, el suministro exégeno de insulina favorecio
a contrarrestar los efectos negativos de la DM previamente mencionados sobre los

musculos.
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La apertura del mitoKatp permite la recuperacion de la tensién post-fatiga, tal
como lo observaron Garcia y colaboradores (2009), asi como en nuestro grupo de
trabajo (Andrade et al.,, 2011; Sanchez-Duarte et al., 2012). El nicorandil es
considerado a nivel mitocondrial un activador especifico de los canales mitoKatp €n
células cardiacas (Sato et al., 2000) y en el musculo esquelético (Cahoon et al.,
2013) ya que induce un incremento en la tensién post-fatiga. Ademas, el nicorandil
protege del estrés oxidativo debido a que inhibe la producciéon de ERO’s
ocasionado por la alta concentracion de la glucosa (Serizawa et al., 2012). En lo
que respecta a nuestro trabajo, se exploré el efecto de un tratamiento prolongado
de nicorandil (5 mg/kg-2 sem) con la finalidad de determinar la posible
participacion del canal mioKatp €n la recuperacion de la tension post-fatiga en el
musculo esquelético lento de ratas diabéticas. La recuperacion observada de la
tension post-fatiga en presencia de la glibenclamida y el pinacidil (Figuras 21 y 22
respectivamente) en el musculo diabético puede ser atribuido al tratamiento con
nicorandil. Recientemente se ha demostrado en el musculo esquelético de cerdo,
qgue el nicorandil tiene un efecto protector ante la isquemia muscular (Cahoon et
al., 2013); de igual forma, durante la fatiga también se involucra un proceso
isquémico, por lo cual el nicorandil en nuestros resultados, también mostr6 un
efecto protector ante la fatiga, al incrementar la tension post-fatiga en el musculo
diabético. Sanchez-Duarte y colaboradores (2012) demostraron que el efecto de
recuperacion de la tension post-fatiga en un musculo esquelético no diabético por
parte de nicorandil, fue antagonizado por 5-HD (un bloqueador especifico del

mitoKaTP), @l Nno observar cambios en la recuperacion de la tension después de
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haber sido fatigado el musculo. Por lo tanto, esta serie resultados sugieren que el
efecto protector es mediado por el tratamiento de la diabetes con la suministracion
prolongada del nicorandil ante la fatiga, posiblemente sea a través de la apertura

del mitoKaTP.

Nuestros datos respecto a la presencia del canal Katr en el musculo
esquelético son apoyados por los resultados reportados por Banas vy
colaboradores (2011), quienes describen la presencia de la subunidad Ki6.2 en
fracciones de diversos musculos de ratones (séleo, flexor y extensor digitorio)
trabajo que les permitié observar si existian diferencias respecto a la abundancia
de los Kartp segun el tipo del masculo y del tipo de fibra muscular, concluyendo
que, si existen diferencias en la expresion, ya que encontraron una menor
expresion de la subunidad Ki6.2 en las fibras oxidativas del musculo séleo,
mientras que la mayor abundancia fue en las fibras glucoliticas del musculo flexor.
Por otro lado, Nielsen et al. (2003), respecto a la localizacion del canal Katp en el
musculo esquelético de humano utilizando diversas técnicas como
fraccionamiento de membrana, gradientes de sacarosa, Western blot, encontrando
que los canales Katp se encuentran principalmente en el sarcolema. La presencia
de Ki6.1 como una subunidad constituyente del canal mitoKatp se refuerza debido a
los reportes de Zhou et al. (2005), que sugieren que la subunidad Ki6.1 es la
subunidad del canal Katp mitocondrial. Con anticuerpos especificos encontraron
qgue las mitocondrias contienen ambos tipos de subunidades (tanto Ki6.1 como
Kir6.2), aunque consideran que la subunidad Ki6.1 esta principalmente localizado

en la mitocondria. Sin embargo, no se sabe con precision si estos canales se co-
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expresan con las subunidades SUR2A o SUR2B. Otros trabajos sugieren la
heteromultimerizacién de las subunidades Ki6.1 y Kir6.2 dentro del complejo en el
mismo canal pero de manera separada, es decir, algunos estan constituidos por la
subunidad Ki6.1 y otros por la subunidad Ki6.2 (Kono et al., 2000; Pountney et al.,
2001). Nuestros resultados mostrados en las Figuras 24-27, coinciden por lo tanto
con los reportes arriba mencionados por lo tanto refuerzan los resultados
obtenidos en el presente trabajo respecto a los cambios en los niveles proteicos
de los canales Karp debido a la DM, asi como a los diferentes tratamientos
implementados. Esta serie de resultados respecto a una disminucién de los
niveles de las subunidades de los canales Katp del musculo esquelético debido al
desarrollo de la DM y una posterior restauracion de dichas subunidades debido a
la normalizacion de los niveles de glucosa debido a la suministracion de insulina,
son respaldados por los datos obtenidos por Zhih y colaboradores (2012) al
trabajar con canales sarcoKatp cardiacos ya que son similares a los nuestros. Lo
anterior puede ser indicativo de que la suministracion exégena de insulina activd
nuevamente vias de sefializacion afectadas por el desarrollo de la DM, pues
recordemos que la insulina estimula y modula la transcripcién, translocacién de
proteinas, el crecimiento celular, la sintesis de DNA, y la replicacion celular y por
lo tanto no se puede descartar que proteinas implicadas en el ensamble y
constitucion de los canales Kate sean blancos de estas vias dependientes de
insulina. Finalmente, creemos que la restauracion de los niveles de la subunidad
Kir6.1 en mitocondria es debido al tratamiento de la diabetes con el nicorandil, sin
embargo, en ambos casos es necesario realizar mas estudios para corroborar

dicho efecto y en un futuro dilucidar es mecanismo por lo que esto acontece.
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X. CONCLUSION

El desarrollo de la DM altera el funcionamiento y la expresion de los canales
Katp del musculo esquelético y por lo tanto la funcidon contractil, dichas
alteraciones pueden ser revertidas debido al tratamiento con insulina, asi como

por el nicorandil.
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