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RESUMEN

La obesidad es una condicion cronica que se relaciona con el mal funcionamiento del
musculo esquelético. Los efectos nocivos de la obesidad sobre el tejido muscular se han
asociado con la modificacion negativa de las caracteristicas morfologicas de las fibras
musculares, lo que se relaciona directamente con la disminucién de la fuerza de contraccion
y el incremento de la fatiga, asi como del estrés oxidativo y con alteracion en la sensibilidad
a la insulina y el perfil lipidico. Por tales motivos se ha profundizado en el estudio de
tratamientos para el manejo de los efectos nocivos de la obesidad sobre el tejido muscular,
en este sentido, el tratamiento con diaz6xido y diversos protocolos de ejercicio han sido
propuestos activamente para la protecciéon del musculo esquelético contra el estrés
metabolico. Sin embargo, se desconoce si el ejercicio a diferentes intensidades en
combinacion con el diazéxido disminuyen la acumulacion de grasa en el musculo y evitan el
cambio en la morfologia de las fibras musculares durante la obesidad, y el efecto que esto
tiene sobre la sensibilidad a la insulina y el perfil lipidico, y como esto afecta la capacidad de
contraccion, la resistencia a la fatiga y el estado redox del musculo esquelético. Por lo tanto,
este estudio tuvo como obijetivo evaluar el efecto de tres diferentes intensidades de ejercicio
en combinacion con el diazoxido sobre el funcionamiento del musculo esquelético y el estrés
oxidante, la resistencia a la insulina y el perfil lipidico, y las caracteristicas morfologicas de
las fibras musculares de ratas obesas. Los resultados mostraron que el tratamiento con
diazoxido y ejercicio a diferentes intensidades increment6 la capacidad de contraccion
muscular y disminuyé el estrés oxidante, mejoro el perfil de lipidos y la sensibilidad a la
insulina y evité la modificacion de las caracteristicas morfolégicas de las fibras musculares
durante la obesidad, obteniéndose los mejores resultados con el ejercicio de baja y
moderada intensidad en combinacion con el diazéxido. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que el ejercicio de baja y moderada intensidad, cuando se combinan con el
diaz6xido, mejoran la funcion muscular al tener un efecto positivo sobre el estado metabdlico

y morfolégico de musculo esquelético durante la obesidad.

Palabras clave: Musculo esquelético, Obesidad, Diazéxido, Ejercicio.



ABSTRACT

Obesity is a chronic condition that is related to the malfunction of skeletal muscle. The harmful
effects of obesity on muscle tissue have been associated with the negative modification of
the morphological characteristics of muscle fibers, which is directly related to decreased
contraction force and increased fatigue, as well as oxidative stress and alteration in insulin
sensitivity and lipid profile. For these reasons, the study of treatments for managing the
harmful effects of obesity on muscle tissue has been deepened, and treatment with diazoxide
and various exercise protocols have been actively proposed to protect skeletal muscle
against metabolic stress. However, it is unknown whether exercise at different intensities in
combination with diazoxide decreases muscle fat accumulation and prevents the change in
muscle fiber morphology during obesity and what effect this has on insulin sensitivity and the
lipid profile, and how this affects the capacity for contraction, resistance to fatigue and the
redox state of skeletal muscle. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of three
different exercise intensities in combination with diazoxide on skeletal muscle functioning and
oxidative stress, insulin resistance, lipid profile, and morphological characteristics of muscle
fibers of obese rats. The results showed that treatment with diazoxide and exercise at
different intensities increased muscle contraction capacity and decreased oxidative stress,
improved lipid profile, and insulin sensitivity, and prevented modification of the morphological
characteristics of muscle fibers during obesity, obtaining the best results with low and
moderate intensity exercise in combination with diazoxide. Therefore, these results suggest
that low and moderate-intensity exercises, when combined with diazoxide, more efficiently
improve muscle function by positively affecting metabolic and morphological status during

obesity.

Keywords: Skeletal muscle, Obesity, Diazoxide, Exercise.



1. MARCO TEORICO

1.1 OBESIDAD

La obesidad es considerada como una enfermedad crénica, la cual se esta convirtiendo en
una epidemia mundial y casi se ha triplicado en todo el mundo desde la década de 1970 (Wu
et al. 2020). Dicha enfermedad es desencadenada por numerosos factores, entre los que se
encuentran los trastornos alimentarios, la falta de actividad fisica y el sedentarismo y
alteraciones metabdlicas, hormonales o genéticas (Erskine et al. 2016; Heo et al. 2018).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el 52% de los adultos en todo el mundo se
clasifican con sobrepeso u obesidad (Martinez-Huenchullan et al. 2017).

La obesidad se produce cuando existe un desequilibrio entre las calorias ingeridas y
las gastadas, causado, ya sea por un incremento en el consumo de energia, un bajo gasto
de energia o ambos. Se define como el depdsito anormal de grasa que resulta perjudicial
para la salud, y se caracteriza por una acumulacion anormal de acidos grasos o hipertrofia
general del tejido adiposo (TA) (Bae et al. 2020). Existen diferentes formas de clasificar la
obesidad, una de las mas importantes es la distribucion corporal del TA clasificandola en
obesidad androide y ginecoide. La primera de ellas es caracteristica del género masculino,
la cual muestra acumulacion de este tejido predominantemente en la region visceral y
toracica del cuerpo; mientras que la obesidad ginecoide, propia del género femenino, se
localiza en la parte inferior principalmente en caderas y muslos, redistribuida al
compartimiento subcutaneo (Shuster et al. 2014).

La obesidad esta catalogada como uno de los principales factores de riesgo de muerte
humana, ocupando el quinto lugar a nivel mundial (Pompeani et al. 2014). Las personas con
sobrepeso u obesas tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedades subyacentes
relacionadas con el sindrome metabdlico (Martinez-Huenchullan et al. 2018), lo que incluye
numerosas enfermedades entre ellas la resistencia a la insulina (RI), la diabetes mellitus tipo
Il (DM2), la dislipidemia, la cual se asocia con triglicéridos (TG) y colesterol elevados y
alteraciones de las lipoproteinas, bajo HDL y aumento de LDL, enfermedades
cardiovasculares, lo que se relaciona con una menor esperanza de vida (Brown et al. 2015;
Cho et al. 2022). Sin embargo, los mecanismos subyacentes por los que se desarrollan estos
trastornos a consecuencia de la obesidad siguen sin comprenderse por completo. En las
tltimas dos décadas, se ha reconocido que la obesidad estad asociada con un estado de
inflamacion crénico de bajo grado, la inflamacién provocada por la obesidad en una variedad
de tejidos, incluido el TA, el masculo esquelético, el higado, los islotes del pancreas, el
intestino e incluso el cerebro, son un vinculo causal entre la obesidad y numerosas
patolégicas crénicas como: la RI, la DM2, hipertension, entre muchas otras (Curley et al.
2020; Wu et al. 2020).

Los datos también indican que la obesidad es, después del tabaco, el principal factor
de riesgo de cancer a nivel mundial. Por lo tanto, dicha patologia no solo atenta con reducir
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la duracién y la calidad de vida de las generaciones actuales y futuras, sino que también
representa un reto importante para la economia de los diferentes paises del mundo que
emergen del subdesarrollo, y que deben asumir un creciente gasto en salud para hacer
frente a los gastos de atencion médica y la menor productividad laboral de la poblacién
afectada por la obesidad y las enfermedades asociadas con esta (Casanello et al. 2016).

1.2 EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA OBESIDAD

El consumo crénico de una dieta alta en grasas aumenta el peso corporal y la masa grasa,
gue es un factor sumamente importante en la obesidad. El exceso de calorias en la ingesta
dietética se almacena en forma de gotas lipidicas en el tejido adiposo; sin embargo, si se
excede la capacidad de almacenamiento del TA, se produce una mayor acumulacién de
grasa en otros tejidos, como el higado, los musculos y el corazén (Bae et al. 2020).

El incremento del TA durante la obesidad es sumamente relevante debido a que
funciona como reservorio energético. El TA tiene un papel central en la adaptacion del
metabolismo energético al entorno nutricional debido a su capacidad para almacenar
energia en forma de TG. El tejido adiposo es también la reserva de colesterol mas grande
del cuerpo, representando hasta el 25% del colesterol corporal total en humanos. En la
obesidad, la acumulacién excesiva de TG y los desequilibrios de colesterol pueden
desencadenar y sostener la inflamacion en las células metabdlicas, incluidos los propios
adipocitos, alterando el metabolismo (Curley et al. 2020).

Otro papel sumamente importante del tejido adiposo, es que por si solo, es un érgano
endocrino activo con propiedades bioquimicas especificas que influyen en las vias
metabolicas (Cho et al. 2022). Anteriormente se creia que el TA era un 6rgano que cumplia
Unicamente funciones de almacenamiento de energia, pero ahora es reconocido por su
participacion activa en la homeostasis energética asi como en la regulacion de otras
funciones fisiolégicas como lainmunidad y la inflamacion (Jung y Choi, 2014). La inflamacion
metabolica se define como una inflamacién crénica de bajo grado establecida por células
metabdlicas, como los adipocitos y los miocitos, e inflamatorias durante la obesidad en
defensa contra una sobrecarga de nutrientes y energia (Curley et al. 2020).

Los depdsitos de TA se pueden dividir en tejido adiposo subcutaneo, que es el TA
debajo de la piel y TA visceral que recubre los 6rganos internos. La acumulacién de grasa
abdominal, visceral y ectopica se ha asociado con un estado de inflamacién sistémica y local
de naturaleza crénica, asi como con el desarrollo de Rl y un perfil cardiometabdlico
desfavorable (Wu et al. 2020; Cho et al. 2022).

Aunque la inflamacion, como consecuencia de la obesidad, tiene lugar en una
variedad de tejidos, la mayoria de los estudios aun se centran en la inflamacién del TA (Wu
et al. 2020). Numerosos estudios han demostrado consistentemente la presencia de un
aumento de la inflamacion del TA en animales y humanos obesos, debido a que, el TA de
los obesos posee un numero aumentado de células inflamatorias. Durante la obesidad, se
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presenta incremento de los adipocitos, células del TA, lo que desencadena incremento en la
secrecion de una variedad de moléculas inflamatorias, las adipocinas, principalmente TNF-
a, interleucina 1, interleucina 6 y la proteina quimio-atrayente de monocitos (Jung y Choi,
2014). De igual manera, se ha atribuido la inflamacién del TA, al aumento de macréfagos,
caracteristica de la inflamacion relacionada con la obesidad (Gihring et al. 2020).

El TA es el tejido predominante de produccion de citocinas en la obesidad; sin
embargo, el higado, el pancreas, el cerebro y los musculos también muestran un perfil
inflamatorio elevado. El reclutamiento de células inflamatorias, como macréfagos y linfocitos,
en el tejido adiposo exacerba ain mas la carga inflamatoria en el entorno obeso y promueve
un estado oxidativo (Curley et al. 2020).

La liberacion elevada de estas adipocinas al torrente sanguineo, ya sea por el
adipocito o los macréfagos infiltrados en el TA, promueven un estado sub-inflamatorio
cronico que juega un papel central en el desarrollo de la Rl (Jung y Choi, 2014). Un cambio
en el perfil de secrecidn de adipocinas es caracteristico en pacientes obesos y con sindrome
metabolico (Hugo y Ben-Jonathan, 2016).

La inflamacion se ha identificado como el vinculo entre la obesidad y la RI; sin
embargo, la direccion del efecto causal entre la obesidad y la RI sigue siendo dificil de
determinar en humanos (Miao et al. 2020). La evidencia actual indica que la inflamacion
cronica de bajo grado en el TA puede ser un mecanismo contribuyente en la Rl inducida por
la obesidad (Pedersen et al. 2015).

En principio el TA cumple un papel crucial como érgano de almacenamiento de
energia en forma de TG; por lo que tiene un papel muy importante como amortiguador del
flujo de acidos grasos en la circulacion durante el periodo postprandial; sin embargo, al
presentarse la obesidad, el cuerpo promueve la diferenciacion de preadipocitos en
adipocitos maduros (hiperplasia) para amortiguar el excesivo flujo de acidos grasos en la
circulacion (Ebbert y Jensen, 2013). Cuando el TA ha alcanzado su maxima capacidad de
almacenamiento (hipertrofia), el adipocito se hace resistente a la insulina, por lo que las
moléculas de TG permaneceran mayor tiempo en sangre permitiendo que otros tejidos
diferentes al adiposo queden expuestos a este flujo de lipidos, favoreciendo la apariciéon de
la insulino resistencia en higado, masculo esquelético y pancreas (Eriksson-Hogling et al.
2015; Wu et al. 2017).

Se cree que la alteracion de la capacidad de respuesta de los adipocitos a la insulina
en la obesidad, afecta secundariamente el metabolismo de todo el cuerpo, al limitar la
capacidad del tejido adiposo para almacenar lipidos y secuestrar acidos grasos lejos de los
tejidos periféricos (Pedersen et al. 2015).

De manera general, en la obesidad existe un incremento de la lipdlisis, consecuencia
de un estado inflamatorio, que da como resultados una liberacion excesiva de acidos grasos
no esterificados. El incremento intracelular de acidos grasos y diacilgliceroles (DAG) activan
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a la proteina quinasa C (PKC), proteina involucrada en la inhibicion de las sefiales
intracelulares de la insulina, por medio de la fosforilacion del receptor del sustrato de insulina
tipo 1y 2 (IRS1/2). Ademas, la PKC activa a la enzima NADH oxidasa, que incrementa la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Nemes et al. 2018), y promueve la
disfuncion mitocondrial (Sangwung et al. 2020). Adicionalmente, los &cidos grasos
intracelulares permiten la activacion de vias de sefializacion relacionadas con la inflamacion.
Por ejemplo, la activacién de NFxB y JNK-1, la cuales tienen un papel importante en la
produccion sostenida de las citosinas pro inflamatorias (Small et al. 2019).

Los individuos con RI generalmente presentan hipertension arterial, niveles
disminuidos de colesterol HDL y niveles elevados de colesterol LDL y TG (dislipidemia)
(Fazakerley et al. 2019). La RI ha mostrado una asociacién cercana con el desarrollo y
mantenimiento de la dislipidemia, la obesidad y la hipertensién, afecciones que sumadas con
la intolerancia a la glucosa, constituyen los principales componentes del sindrome
metabadlico, el cual converge en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y diabetes
(Klop et al. 2013).

En un panorama de RI e inflamacion, los 6rganos blancos de la insulina (masculo
esquelético y TA), tienen una respuesta casi nula a la accion de dicha hormona por una
regulacion negativa de la sefalizacion de la misma (Samuel y Shulman, 2012), esto genera
un aumento de la actividad de la lipasa sensible a la hormona en el TA, lo que aumenta adn
mas el flujo de acidos grasos a tejidos periféricos, originando de este modo una localizacion
ectopica de los mismos en el masculo e higado, promoviendo a su vez un estado de RI
(Eriksson-Hogling et al. 2015). La RI esta asociada con un aumento en la deposicion de
lipidos ectopicos. Los metabolitos de acidos grasos, como los DAG y las ceramidas, inhiben
la sefalizacion de la insulina y los DAG intracelulares son un desencadenante de la RI del
musculo esquelético inducida por lipidos a través de la activacion de la PKC (Sangwung et
al. 2020).

1.3 EFECTOS DE LA OBESIDAD EN EL MUSCULO ESQUELETICO

Se haidentificado a la obesidad como un estado patologico que afecta la funcién del musculo
esquelético, su sensibilidad a la insulina, su capacidad de contraccidn y resistencia a la
fatiga, asi como el estado rédox muscular y sus caracteristicas morfoldgicas en general (Heo
et al. 2018; Abrigo et al. 2016; Martinez Huenchullan et al. 2019).

Es de suma importancia el efecto que la obesidad tiene sobre el masculo esquelético,
ya que ademas de ser un érgano encargado de brindar movilidad y estructura al organismo,
es el 6rgano mas importante para la homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo, y es
responsable de aproximadamente el 80% de la captacién y eliminacion de glucosa



estimulada por insulina en condiciones normales, por lo que cualquier mal funcionamiento
de este 6rgano tendra graves repercusiones metabdlicas (Wu et al. 2017).

El aumento de grasa que se produce durante la obesidad esté directamente asociado
con la atrofia significativa el musculo esquelético (Pompeani et al. 2014), y con ello, la
aparicion de alteraciones en numerosos procesos metabdlicos y fisiologicos del érgano,
como son: La modificacion en los tipos de fibras musculares, retrasos en la regeneracion del
musculo, lo que impide una correcta reparacion y remodelacion de los musculos dafiados,
ademas de presentarse un aumento de la protedlisis y con ello una disminucién en la
cantidad de fibras musculares y su diametro, resultando en la pérdida de tejido muscular en
general (Brown et al. 2015). Del mismo modo, la obesidad desencadena acumulacion de
grasa entre las fibras, lo que se ha atribuido al desencadenamiento de RI, un estado de
inflamacién crénica y alteraciones en el estado rédox del musculo (Schmidt et al. 2015;
Erskine et al. 2017; Small et al. 2019).

Si bien los estudios se han centrado en los roles de los lipidos intramiocelulares, los
defectos mitocondriales y los efectos endocrinos de las adipocinas en la Rl del musculo
esquelético durante la obesidad, la evidencia emergente indica que la inflamacion también
ocurre en el musculo esquelético en el contexto de la obesidad y puede ejercer efectos
autocrinos o paracrinos sobre las funciones metabdlicas de los miocitos (Wu et al. 2017).
Esta inflamacion, producto de las miocinas inducen atrofia muscular al aumentar la apoptosis
y aumentar la desintegracion proteosomica de las proteinas del flamento (Hong y Choi,
2020).

Durante la obesidad se produce un aumento de TG, DAG y ceramidas que se
almacenan en el musculo esquelético (Choi et al. 2015). La grasa intramuscular se acumula
adentro (intramiocelular) y afuera (extramiocelular) de las fibras musculares (Rahemi et al.
2015). Los lipidos intramusculares actian como un quimio-atrayente para macréfagos, que
producen citocinas pro-inflamatorias, asi como una disminucién en la secrecion de citocinas
anti-inflamatorias (Erskine et al. 2016). En resumen, el aumento de la absorcion de acidos
grasos y su acumulacion en el musculo induce inflamacion con adipocinas, miocinas pro-
inflamatorias y un estado oxidativo a consecuencia del incremento de ERO, lo que produce
efectos toxicos en los miocitos y en ultima instancia, sarcopenia. La sarcopenia produce una
disminucién de la tasa metabdlica, baja actividad fisica y deficiencia de miocina, lo que
colectivamente conduce al efecto proinflamatorio y exacerba la obesidad (Hong y Choi,

2020).

El masculo sano contiene aproximadamente 1.5% de grasa intramiocelular y esto
puede aumentar a mas del 5% en las personas obesas (Rahemi et al. 2015). El incremento
de la grasa almacenada en el tejido muscular, aunado al incremento del estado inflamatorio,
disminuye la captacion de glucosa y afecta la via de sefializacién de la insulina, provocando
RI, lo que genera hiperinsulinemia (Bae et al. 2016). Como ya se menciond, el masculo
esquelético es el érgano principal encargado de la eliminacién (o depdsito) de glucosa
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posprandial a través de un mecanismo dependiente de insulina. La Rl refleja el estado de la
sefalizacion de insulina alterada, lo que, en consecuencia, da como resultado el transporte
de glucosay el metabolismo alterado que estan estrechamente relacionados con la obesidad
sarcopénica (Hong y Choi 2020).

En conjunto, tanto un estado de inflamacion crénicos como la Rl del musculo
esquelético, produce alteraciones metabdlicas y funcionales del mismo, que se ven
reflejadas en disfuncion mitocondrial; en la cual, se reduce la biogénesis mitocondrial, se
altera la mitofagia y se promueve la apoptosis, con lo que se induce estrés celular y
mitocondrial y se altera la homeostasis (Heo et al. 2017), que eventualmente afecta la
funcion contractil normal (Espinosa et al. 2016) y favorece el desarrollo de fatiga (Choi et al.
2016), produciendo una disminucién de la respiracién mitocondrial y de la produccion de
adenosin trifosfato (ATP), asi como un aumento de la produccién de ERO y un desequilibro
de la defensa antioxidante (Heo et al. 2017, Nemes et al. 2018).

El aumento del estrés oxidativo se manifiesta de forma muy significativa en el misculo
esquelético durante la obesidad con el aumento excesivo de los niveles de ERO, lo que
produce dafio a proteinas, lipidos y acidos nucleicos, trastornos lipidicos y desregulacion de
las defensas antioxidantes, lo que se refleja directamente en el deterioro de la funcion
muscular, reflejandose en alteraciones estructurales del musculo que afectan su capacidad
de contraccion y resistencia a la fatiga (Heo et al. 2017; Lipina et al. 2017).

Sin embargo, con la finalidad de combatir los efectos nocivos que se le atribuyen a la
obesidad sobre el musculo esquelético, se ha profundizado tanto en el estudio como en la
aplicacion de tratamientos farmacologicos y no farmacologicos a los que se les atribuyen
dichas propiedades, como son el tratamiento con diazéxido, un farmaco derivado de las
benzotiadiazinas sin efecto diurético (Gomez-Barroso et al. 2020), asi como la
implementacion de protocolos de entrenamiento a diferentes intensidades, caracterizados
por su capacidad para promover adaptaciones metabodlicas en el mudsculo esquelético
(Pattanakuhar et al. 2016) y las respectivas combinaciones de estos tratamientos.

1.4 DIAZOXIDO

El diazoxido (CsH7CIN202S) es un farmaco derivado de las benzotiadiazinas que se ha
asociado a multiples beneficios para la salud, debido a que este farmaco presenta una
potente accion de apertura de los canales de potasio sensibles a ATP (Katp) de la
mitocondria, lo que le otorga un efecto protector en los tejidos, ya que estos canales estan
encargados de regular el volumen mitocondrial, regulando el transporte de electrones. Por
lo tanto, los canales Karp se consideran efectores importantes de la bioenergética
mitocondrial y todos los beneficios que el buen funcionamiento de esta estructura aporta
(Nakagawa et al. 2012).
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El diazéxido también es un vasodilatador, un anti-hipoglucemiante y un inhibidor de
la secrecion de insulina. Esta ultima propiedad se debe a que el diazdxido al ser un agonista
eficaz de los canales Katp, interactia con estos canales en las células beta de los islotes
pancreaticos, lo que lo convierte en un farmaco util en el tratamiento de la diabetes
(Alemzadeh et al. 2008; Bischof et al. 2018).

Pero sus beneficios no se limitan a la diabetes, el diazéxido también se considera un
farmaco benéfico para tratar la obesidad. Esto se debe a que reduce la ingesta de alimentos
y el aumento de peso, evita la hiperinsulinemia, mejora la sensibilidad a la insulina, mejora
el perfil lipidico y regula la capacidad del masculo esquelético para captar glucosa. En
conjunto, estas propiedades contrarrestan la difusion mitocondrial y ayudan a controlar los
niveles de glucemia (Alemzadeh et al. 2008; Bischof et al. 2018).

1.4.1 Diazéxido y obesidad

La utilizacion de diazoxido durante la obesidad ha demostrado ser eficaz en la reduccion del
almacenamiento de grasas en forma de tejido adiposo, al mejorar la oxidacion de acidos
grasos. Estudios han demostrado que mejora la tasa metabdlica basal y la oxidacién de
acidos grasos en ratas Zucker obesas, catalogandolo como un tratamiento eficaz contra la
obesidad. (Alemzadeh et al. 2008)

Este farmaco actla a través de la activacion de un receptor presente en las células
del TA, lo que provoca un aumento en la liberacion de acidos grasos y su posterior oxidacion.
Ademas, el diazoxido también tiene un efecto sobre la inhibicion de la produccion de la
insulina, lo que podria contribuir a la mejora de la sensibilidad a la misma en personas con
obesidad (Loves et al. 2018).

En cuanto a sus efectos sobre el tejido muscular, investigaciones recientes han
demostrado que el diazéxido mejora la contraccion muscular y la resistencia a la fatiga, en
modelos obesos, ademas de reducir los niveles de estrés metabdlico y oxidativo al disminuir
los niveles de ERO y aumentar la defensa antioxidante (Gémez-Barroso et al. 2020). Estos
hallazgos son alentadores, ya que sugieren que el diazoxido podria tener un efecto
beneficioso en la funcién muscular de personas con obesidad (Alemzadeh et al. 2008; Loves
et al. 2018; Gomez-Barroso et al. 2020).

Sin embargo, es importante mencionar que algunas investigaciones han mencionado
efectos secundarios con el tratamiento de diazéxido, sobre todo, cuando es utilizado en
modelos humanos, efectos tales como, hipotension e hiperglucemia, hipertricosis, retenciéon
de liquidos, reaccion gastrointestinal, edema, neutropenia, por lo que es de suma
importancia mantener un monitoreo y control mientas se administra (Chen et al. 2021).

1.5 EJERCICIO
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El sedentarismo y la falta de actividad fisica se consideran actualmente como algunos de los
principales factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades metabdlicas, como la
diabetes y la obesidad, y -cardiovasculares, como la hipertension y accidentes
cerebrovasculares, y algunas otras como el cancer (de colon y mama), enfermedades
osteoarticulares como la osteoporosis y la osteoartritis, y la depresion. Por el contrario, se
considera que la actividad fisica regular produce efectos saludables, incluido un aumento de
la capacidad cardiorrespiratoria, mejora del metabolismo tisular debido a la proliferacion
mitocondrial, un incremento de la sensibilidad a la insulina de los tejidos y una mejora del
transporte y captacion de glucosa (Di meo et al. 2017).

El ejercicio es un conjunto de acciones motoras musculo-esqueléticas que generan
un gasto de energia, y que mejoran de manera no farmacoldgica el funcionamiento del
cuerpo humano en general (Lavin et al. 2022). El ejercicio fisico, es un subconjunto de la
actividad fisica planificada, estructurada, repetitiva y realizada con la intencién de mejorar la
salud o el estado fisico, el cual promueve diversas adaptaciones metabdlicas y funcionales
en el musculo esquelético (Theofilidis et al. 2018).

Hay una gran cantidad de beneficios asociados con el ejercicio regular, por lo que el
ejercicio de resistencia se recomienda para el tratamiento y prevencion de diversas
patologias como la obesidad, DM2 y enfermedades cardiacas. Ademas, también puede
mejorar el estado de animo, la calidad del suefio y la capacidad cognitiva y mantiene un
estado general de salud 6ptimo (Martinez-Huenchullan et al. 2019), ya que promueve la
biogénesis mitocondrial y proporciona una mejora significativa en la funcion del musculo
esquelético (Lambertucci et al. 2006).

Comunmente, el ejercicio se divide en ejercicio aerébico (EA) y ejercicio de resistencia
(ER). EI EA generalmente implica ciclos de movimiento repetidos y se define en funcién de
la contribucién de la fosforilacion oxidativa al metabolismo bioenergético. Mientras que el ER
se llama asi debido a los movimientos que se realizan contra una carga, que van desde el
peso corporal hasta equipos con peso externo. Si bien los resultados primarios para EA y
ER tienden a involucrar la aptitud cardiorrespiratoria y la masa/fuerza muscular,
respectivamente, ambos modos tienen numerosos beneficios para mdltiples sistemas
fisiol6égicos debido a un conjunto Unico de desafios impuestos por cada uno (Coffey et al.
2017).

De manera general, el ejercicio regular promueve la capacidad cardiorrespiratoria
(CCR) mantenida o mejorada, la cual es un fuerte predictor de salud y mortalidad en adultos.
La CCR se mide como el consumo maximo o pico de oxigeno (VO2max) Y refleja un pico
fisiolégico real en el consumo de oxigeno, que puede alcanzarse por diferentes medios
segun el individuo. La VO2max se refiere a la tasa méas alta de consumo de oxigeno (Poole y
Jones, 2017). Se han informado mejoras de VO2max del 4 % al 13 % luego de tan solo dos
semanas de entrenamiento. Los beneficios innegables del ejercicio continuo son evidentes
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en la edad avanzada y en diversas patologias, ya que la VO2max sufre disminuciones cuando
estos trastornos estan presentes. Sin embargo, cuando se aplican protocoles de ejercicio se
observa aumentos significativos en el VO2max pese a la presencia de estas condiciones
(Lavin et al. 2022).

El mUsculo esquelético, como ya se mencion6 es el principal érgano involucrado en
las adaptaciones fisioldgicas al ejercicio, es un tejido altamente plastico que adapta su
morfologia y metabolismo de acuerdo a los estimulos externos. Durante la contraccion
muscular, las vias metabdlicas aerdbicas y anaerébicas contribuyen al suministro de energia
de acuerdo con la duracion y la intensidad del esfuerzo muscular. Existe una relacion inversa
entre la duracion y la intensidad del esfuerzo muscular, es decir, las contracciones
musculares muy intensas pueden mantenerse solo durante un breve periodo, mientras que
las contracciones menos intensas pueden mantenerse o repetirse durante periodos de
tiempo mas prolongados. La capacidad de un atleta para realizar trabajo fisico esta
intrinsecamente ligada a las vias metabolicas que sustentan los requisitos de ATP para el
rendimiento muscular dado (Theofilidis et al. 2018).

Durante la contraccién del masculo esquelético, la carga de energia en el masculo
disminuye segun la duracion y la intensidad del ejercicio. Como resultado, aumentan las
proporciones intracelulares de AMP/ATP y ADP/ATP, lo que conduce a la activacion de
AMPK, una de las principales vias de sefalizacion activas como resultados de las
adaptaciones al ejercicio. La actividad de AMPK es estimulada por AMP y ADP e inhibida
por la union de ATP, esta cinasa se considera un sensor central del estado de energia
intracelular y mantiene las reservas de energia mediante la regulacion de anabdlicos y vias
catabolicas, asegurando asi un equilibrio entre oferta y demanda de energia en el musculo
esquelético. Se ha demostrado que la activacion farmacolégica de AMPK promueve el
transporte de glucosa y la oxidacion de acidos grasos, mientras suprime la actividad de la
glucégeno sintasa. Ademas, la activacién cronica de AMPK reduce los marcadores de
fragilidad del musculo esquelético y mejora la capacidad oxidativa de las fibras musculares
al estimular la biogénesis mitocondrial (Kjgbsted et al. 2018).

1.5.1 Ejercicio y obesidad

Los efectos nocivos de la obesidad se ven claramente reflejados en el mal funcionamiento
del masculo esquelético, que se caracteriza por una fuerza muscular baja (dinapenia), una
cantidad o calidad muscular baja y un rendimiento funcional reducido (Bilski et al. 2022) y
altera la dinamica y la distribucion normal de las fibras musculares; sin embargo, se ha
demostrado que la implementacion de diversos protocolos de ejercicio pueden revertir las
condiciones anormales de dichas fibras (Pattanakuhar et al. 2016).

Los componentes extracelulares e intracelulares del musculo esquelético cambian de
expresion y composicion en los trastornos metabdlicos, particularmente en la obesidad, no
obstante, después de la aplicacion de ejercicio, disminuye la grasa almacenada en el
musculo (Martinez-Huenchullan et al. 2017), con lo que se mejora la contraccion muscular,
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aumenta la sensibilidad a la insulina de las células de todo el organismo, principalmente del
musculo esquelético, lo que evita la hiperinsulinemia y estimula el transporte de glucosa
hacia el interior de la célula (Cartee et al. 2016).

De igual manera, el ejercicio aumenta el flujo sanguineo a través del TA y la
movilizacion de grasa, lo que lleva a la entrega de &cidos grasos a los musculos
esqueléticos, que se basa principalmente en la intensidad del ejercicio y los requisitos
metabdlicos. Después de la aplicacion de protocolos de ejercicio, la grasa dietética
almacenada en el tejido adiposo disminuye como resultado de la movilizaciébn de acidos
grasos del tejido adiposo a otros tejidos, como el musculo esquelético. Por lo tanto, la
incorporacion de rutinas de entrenamiento fisico bien disefiadas en un programa de pérdida
de peso son estrategias eficientes (Atakan et al. 2021).

De igual manera, se ha observado que la aplicacién de protocolos de ejercicio mejoran
el perfil lipidico, alterado durante la obesidad, reduce el colesterol, TG y lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y aumenta los niveles lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Stanton et
al. 2022), y se contrarresta el estrés oxidativo, gracias a las adaptaciones a ERO que el
musculo esquelético desarrolla durante el ejercicio y se explican por el concepto de
hormesis, en el que una sustancia potencialmente dafina proporciona una adaptacién a un
agente dafino aumentando, por ejemplo, la capacidad antioxidante (Bouviere et al. 2021).

De manera general el ejercicio regular esta asociado con numerosas adaptaciones
gue mejoran el funcionamiento del masculo en la obesidad; se ha observado como la grasa
almacenada entre las fibras musculares disminuye (Martinez-Huenchullan et al. 2018),
atenua la inflamacion muscular (Botezelli et al. 2016), mejora la sensibilidad a la insulina,
disminuye el estrés oxidativo tisular (He et al., 2016) y mejora la contraccion muscular y la
resistencia a la fatiga (Gomez-Barroso et al. 2020).

Es importante destacar que la respuesta fisioldgica, metabdlica y estructural que se
obtenga al ejercicio dependera de la intensidad, la duracién y el tipo de ejercicio aplicado
(Wang et al. 2021), el cual se puede clasificar en diferente intensidad, segun la VOz2max y la
frecuencia cardiaca alcanzadas. En el ambito de la obesidad, se han reportado hallazgos
contradictorios acerca de la intensidad Optima del ejercicio para tratar esta patologia y sus
efectos directos sobre la funcion muscular. Investigaciones recientes evidencian efectos
similares entre el entrenamiento intervalico de alta intensidad y el entrenamiento continuo
de intensidad moderada; no obstante, no se establece con claridad cuél de los dos es méas
recomendable para mejorar el funcionamiento del musculo esquelético en pacientes obesos
(Martinez-Huenchullan 2018, Wang et al. 2021).

Por lo tanto, es fundamental evaluar los efectos que tienen las diferentes intensidades
de ejercicio sobre los perfiles estructurales, bioquimicos y fisioldgicos del musculo
esquelético durante la obesidad y analizar su efectividad cuando se combinan con otros
tratamientos como el diazéxido, que contrarresta los efectos nocivos de la obesidad a nivel
sistémico y local.
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2. JUSTIFICACION

La obesidad es un problema de salud publica creciente a nivel mundial. Es un estado
patoldgico que deteriora el funcionamiento del musculo esquelético. Se ha observado que el
tratamiento con diazoxido y ejercicio mejoran de manera general el funcionamiento
muscular.

Sin embargo, se desconoce el efecto que las diferentes intensidades de ejercicio en
combinacién con el diazéxido tienen sobre la acumulacién de grasa y las caracteristicas
morfolégicas del musculo esquelético y el efecto que esto tiene sobre la capacidad de
contraccion, el estrés oxidante, la resistencia a la insulina y la dislipidemia durante la
obesidad. Por ello, este trabajo se enfoc6 en analizar cual intensidad de ejercicio resulta mas
eficiente en combinacion con el diazoxido en un modelo de ratas obesas, con la finalidad de
obtener la mejora en el funcionamiento del tejido muscular y por ende de las capacidades
metabolicas. Esperando con ello abrir una ventana de tiempo que permita la implementacion
de un protocolo de ejercicio constante y prolongado que reviertan totalmente los efectos de
la obesidad y a la obesidad en si.

3. HIPOTESIS

El ejercicio de intensidad moderada en combinacion con el diazoxido mejora la capacidad
de contraccion y disminuye el estrés oxidante al mejorar las caracteristicas morfologicas de
las fibras musculo-esqueléticas, incrementar la sensibilidad a la insulina y disminuir la
dislipidemia en ratas obesas.

16



4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la intensidad del ejercicio y el diaz6xido sobre la capacidad de
contraccion, el estrés oxidante, las caracteristicas morfolégicas de las fibras muasculo-
esqueléticas y la resistencia a la insulina y dislipidemia en un modelo de ratas obesas.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de la intensidad del ejercicio y el diazoxido sobre la resistencia a la
insulina en ratas obesas.

2. Analizar el efecto de la intensidad del ejercicio y el diazoxido sobre el perfil lipidico en
ratas obesas.

3. Determinar el efecto de la intensidad del ejercicio y el diazéxido sobre la contraccion
muscular, la resistencia a la fatiga y el estrés oxidante en musculo esquelético de
ratas obesas.

4. Evaluar el efecto de la intensidad del ejercicio y el diazéxido sobre las caracteristicas
morfoldgicas de las fibras musculares en ratas obesas.

6. ESTRATEGIA GENERAL

Para cumplir con los objetivos se plante6 la estrategia experimental que consistié en
analizar en ratas macho obesas de la sepa wistar, el efecto de tres diferentes protocolos
de entrenamiento, solos y en combinacion con diazoxido. Para evaluar el efecto de los
tratamientos sobre los marcadores alterados durante la obesidad, se realizaron una serie
de pruebas, andlisis de perfil de lipidos y sensibilidad a la insulina en suero sanguineo,
asi como pruebas de tensidn isométrica en el masculo esquelético, con el fin de evaluar
el efecto de los tratamientos directamente sobre el musculo. Ademas, se realizaron
pruebas bioquimicas en el homogenado de musculo, para analizar niveles de ERO,
peroxidacion lipidica y estado redox del glutation. Finalmente se evaluaron las
caracteristicas morfolégicas de las fibras musculares mediante histologia. Todo con el
propdsito de determinar el protocolo con mejor efecto sobre las alteraciones ocasionadas
en el musculo esquelético por la obesidad.
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7. CAPITULO |

Efecto comparativo de tres diferentes intensidades de ejercicio en
combinacién con diazoxido sobre la capacidad de contraccion y estrés

oxidativo de musculo esquelético de ratas obesas
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Simple Summary: Obesity is a growing public health problem worldwide. It is a pathological state
that degrades the proper functioning of skeletal muscle. Diazoxide treatment and exercise have been
shown to generally improve muscle function. However, the effect that each of the different exercise
intensities has when combined with diazoxide on the contraction capacity, resistance to fatigue and
oxidative stress levels in rat skeletal muscle is unknown. Therefore, this work focused on analyzing
which exercise intensity was more efficient in combination with diazoxide in improving muscle tissue
and its metabolic capacities. The best results were obtained with low- and moderate-intensity exercise
when combined with the drug. These results expected to open a window of time that allows the
implementation of a constant and prolonged exercise protocol that completely reverses the harmful
effects of obesity on muscle tissue and obesity itself.

Abstract: Obesity is a chronic disease that impairs skeletal muscle function, affects the ability to
contract, and promotes the development of fatigue. For this reason, the study of treatments that seek
to reduce the harmful effects of obesity on muscle tissue has been deepened. Diazoxide treatment
and various exercise protocols have been proposed to protect skeletal muscle against oxidative stress
and its effects. However, the intensity and duration of exercise combined with diazoxide that would
obtain the best results for improving skeletal muscle function in obese rats is unknown. To this end,
this study evaluated the effects of three different exercise intensities combined with diazoxide on
contraction capacity, resistance to fatigue, markers of oxidative stress, lipid peroxidation, ROS, and
glutathione redox status of skeletal muscle. The results showed that treatments with diazoxide and
exercise at different intensities improved muscle contraction capacity by reducing oxidative stress
during obesity, with the best results being obtained with low-intensity exercise in combination with
diazoxide. Therefore, these results suggest that diazoxide and low-intensity exercise improve muscle
function during obesity by decreasing oxidative stress with the same efficiency as a moderate-intensity
exercise protocol.

Keywords: skeletal muscle; obesity; fatigue; oxidative stress; exercise; diazoxide

1. Introduction

Obesity is a chronic disease triggered by multiple factors, including disordered eat-
ing, lack of physical activity and sedentary lifestyle, or metabolic, hormonal, or genetic
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alterations [1,2]. It occurs when there is an imbalance between the ingested calories and
those spent and is defined as the abnormal deposition of body fat detrimental to health [3].
It is classified as one of the main risk factors for human death, ranking fifth worldwide;
it is a pathological state that has been identified as affecting skeletal muscle function, its
contraction capacity, and fatigue resistance [2,4]; mentioned damage is characterized by an
increase in metabolic and oxidative stress, and cell damage [5].

The increase in body fat during obesity is directly associated with the appearance of
numerous metabolic and physiological processes, such as the modification in fiber type
from slow to fast, a decrease in the number of fibers and their diameter; an accumula-
tion of fat between the fibers, trigger insulin resistance, and establish a state of chronic
inflammation [1,6,7], eventually affecting normal contractile function [8] and favoring the
development of fatigue [9]. Also, a decrease in mitochondrial respiration and adenosine
triphosphate (ATP) production occurs, as well as an increase in the production of reactive
oxygen species (ROS) [10].

The increase in oxidative stress manifests itself in a very significant way in skeletal
muscle during obesity, with the excessive increase in ROS levels, lipid disorders, and
deregulation of antioxidant defense, which is directly reflected in the deterioration of
muscle function [10,11].

In order to combat the harmful effects that obesity has on muscle tissue, pharmaco-
logical and non-pharmacological treatments have been studied in depth. For this purpose,
treatment with diazoxide, a drug derived from benzothiadiazines, has been proposed [12].
Diazoxide, being an effective agonist of ATP-sensitive K+ channels (Katp), inhibits insulin
production and regulates the ability of skeletal muscle to take up glucose; it is a drug used
in the treatment of dyslipidemia and obesity [13] since it decreases food consumption and
body weight [14], improves fatty acid oxidation and decreases fat storage in the form of
adipose tissue [13]. Studies such as that of Alemzadeh et al. in 2008 have shown that it
improves the basal metabolic rate and fatty acid oxidation in obese Zucker rats, classifying
it as an efficient anti-obesity treatment. Regarding its effects on the muscle tissue of obese
models, it has been attributed to the improvement of muscle contraction and resistance
to fatigue [12], as well as the decrease in metabolic and oxidative stress by reducing ROS
levels and increasing antioxidant defense [13,15]. However, it is important to mention that
recent studies have mentioned side effects with diazoxide treatment, mainly when used
in human models, effects such as hypertrichosis, fluid retention, gastrointestinal reaction,
edema, and neutropenia, so it is imperative to maintain monitoring and control while
administering the drug.

In the case of non-pharmacological treatments for metabolic alterations associated
with obesity, various exercise protocols have been suggested, with effective results obtained
to prevent and counteract said alterations [16]. It has been observed that the application
of exercise protocols promotes weight loss, prevents weight gain, and improves the lipid
profile [17]. Improved glucose transport and insulin sensitivity are seen [18] and counteract
oxidative stress [19,20].

Studies have identified that regular exercise is associated with numerous adaptations
that improve the functioning of muscle tissue in obesity; it has been observed how fat
stored between muscle fibers decreases [16], attenuates muscle inflammation [21], decreases
oxidative tissue stress, and improves muscle contraction and resistance to fatigue [12].

However, the response obtained from the exercise will depend on the intensity, dura-
tion and the type of exercise applied [16]; the exercise can be classified in different intensities
according to the VO2 max and the heart rate that is obtained [22]. The exercise protocol
applied, will be determine from the physiological and metabolic response obtained [23].
In the case of obesity, there is contradictory information about which exercise intensity
would be most optimal to treat the pathology and its direct effects on the functioning of
muscle tissue. Recent studies show similar effects between high-intensity interval training
and continuous training of moderate intensity, but without making it clear which one is
recommended to improve the functioning of muscle tissue during obesity [2,16,23].
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Therefore, it is essential to evaluate the effects that different exercise intensities have on
the biochemical and physiological profiles of skeletal muscle during obesity, and to analyze
their effectiveness when combined with other treatments that counteract the harmful effects
of obesity at the systemic and tissue level, i.e., diazoxide.

To this end, the objective was to evaluate the effect of exercise at different intensities
in combination with diazoxide on muscle contraction, resistance to fatigue, and oxidative
stress of skeletal muscle in obese rats.

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Groups

Male rats of the Wistar strain, weighing 300-350 g, were used at the beginning of
the experiments. They were kept in acrylic cages under vivarium conditions at room
temperature with periods of 12 h of light/12 h of darkness, with free access to food and
water. The animals were randomly assigned to sixteen experimental groups, with n = 6 per
group (see Table 1).

Table 1. Experimental groups.

Diazoxide

Groups Diet 35 mg/kg Exercise
Control (C) Standard rodent chow® no no
Diazoxide (D) Standard rodent chow® yes no
Low-intensity exercise (E1) Standard rodent chow® no yes
medium intensity exercise (E2) Standard rodent chow® no yes
High-intensity exercise (E3) Standard rodent chow® no yes
Low-intensity exercise ®
diazoxide (E1D) Standard rodent chow yes yes
Medium intensity exercise ®
diazoxide (E2D) Standard rodent chow yes yes
High-intensity exercise ®
diazoxide (E3D) Standard rodent chow yes yes
Obese (O) High-fat diet no no
Obese diazoxide (OD) High-fat diet yes no
Obese low-intensity . .
exercise (OF1) High-fat diet no yes
Obese medium intensity . .
exercise di (OE2) High-fat diet no yes
Obese low-intensity exercise . .
diazoxide (OE3) High-fat diet no yes
Obese low-intensity exercise Hich-fat diet
diazoxide (OE1D) ghriatdie yes yes
Obese medium-intensity exercise . .
diazoxide (OE2D) High-fat diet yes yes
Obese low-intensity exercise . .
diazoxide (OE3D) High-fat diet yes yes

The diets were administered for 8 weeks, while the exercise protocols were applied individually at three different
exercise intensities (low, medium, and high) for 8 weeks. Diazoxide was administered intraperitoneally for 14 days
at a 35 mg/kg dose. Finally, combinations of treatments were performed, respectively.

The diets were administered for 8 weeks; the standard diet for chow® rodents had a
content of 336 cal/100 g with a proportion of 28.507% protein, 13.496% fat, and 57.996% car-
bohydrate. The high-fat diet (surround chow® and 50% fat [4] presented content of
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649.25 cal/100 g with a proportion of 14.05% protein, 69.5% fat, and 21.4% fat (Mexi-
can equivalent food system). Exercise protocols were executed for 8 weeks at three different
exercise intensities. The exercise protocols were applied once a day, five days a week, with
two rest days. A modified Centurfit ® treadmill was used with an acrylic box divided into
8 lanes and equipped with movement sensors to produce air-based stimuli when required,
and thus promote mobility of the rats [16] (see Table 2). Diazoxide was administered
intraperitoneally at a concentration of 35 mg/kg for 14 days [24]. All treatments were
applied under the Federal Standard for the Use and Care of Animals (NOM-062-ZO0-1999)
issued by the Ministry of Agriculture of Mexico.

Table 2. Exercise protocol.

Groups El E2 E3
Week 1 10 m/min/10 min 10 m/min/10 min 10 m/min/15 min
Week 2 10 m/min/10 min 10 m/min/15 min 10 m/min/20 min
Week 3 10 m/min/10 min 10'm/min/15 min 17 m/min/15 min
17 m/min/5 min
Week 4 10 m/min/15 min 10 m/m¥n/15 m?“ 17 m/min/20 min
17 m/min/10 min
10 m/min/15 min . .
Week 5 10 m/min/15 min 17 m/min/10 min 17:m/min/10 min
. . 22 m/min/10 min
22 m/min/5 min
10 m/min/15 min . .
Week 6 10 m/min/20 min 17 m/min/10 min 17:m/min/10 min
. . 22 m/min/10 min
22 m/min/5 min
10 m/min/15 min 10 m/min/20 min 17 m/min/5 min
Week 7 . . 17 m/min/15 min . .
17 m/min/5 min . . 22 m/min/20 min
22 m/min/5 min
. . 10 m/min/20 min . .
Week 8 10 m/min/15 min 17 m/min,/15 min 17 m/min/10 min

17 m/min/10 min

22 m/min/25 min

22 m/min/5 min

Exercise protocol per week for groups: El; low-intensity exercise, E2; moderate intensity exercise, E3; high-
intensity exercise. The speed is displayed in meters per minute by the time during which this speed was applied.

2.2. Monitoring of Body Weight and Blood Glucose Levels

During the treatment application, weight and glucose were monitored each week.
A blood sample was taken by tail puncture (Accu-Chek® Instant, Roche DC México S.A
de C.V.); the visceral and perigonadal fat was obtained and quantified at the end of the
treatment and after sacrifice.

2.3. Muscles Dissection

At the end of the treatment, the rats were subjected to a 12 h fast; after this period,
they were sacrificed by decapitation. After sacrifice, the soleus and extensor digitorum
longus (EDL) muscles of both hind limbs were dissected and harvested. A pair of muscles
were held in Krebs-Ringer solution, and the isometric tension protocol was applied. Simul-
taneously, the other pair of muscles was stored at —80 °C to later homogenize for future
biochemical tests [12].

2.4. Isometric Tension Measurements

Soleus and EDL muscles were kept submerged and perfused with Krebs-Ringer
solution (118 mM NaCl, 4.75 mM KCl, 1.18 mM MgSQy, 24.8 mM NaHCO3, 1.18 mM
KH,POy4, 10 mM glucose and CaCl, 2.54 mM) and carbogen gas (95% O, and 5% CO,). The
muscle was cleaned and mounted as indicated in the methodology of Gémez-Barroso et al.
2020, in order to apply the fatigue induction protocol, which consisted of pulses of 100 V,
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300 ms duration, and frequency of 45 Hz for soleus muscle and 50 Hz for EDL muscle. The
stimulation was stopped once the fatigue and tension records were obtained, analyzed
and quantified.

2.5. Reactive Oxygen Species Analysis

ROS production was determined by reacting these molecules with the fluorescent
probe 2’,7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA). A total concentration of
0.5 mg/ml of protein was used, which was determined by the biuret method [25]. The
protein was suspended in a buffer (HEPES 10 mM, KCl 100 mM, MgCl, 3 mM, and KH,PO4
3 mM, pH 7.4) and incubated with the H2DCFDA probe at a concentration of 12.5 uM for
15 min at 4 °C [26]. The basal fluorescence was obtained; after reading, the samples were
returned to incubation at room temperature for 60 min, and the fluorescence was obtained
again. Wavelengths for measurements consisted of 485/520 nm excitation/emission on a
Shimadzu RF-5301PC spectrofluorophotometer. These results are expressed as arbitrary
units (AU) per mg of protein.

2.6. Lipid Peroxidation Measurement

To determine lipid peroxidation, the levels of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) were analyzed [27]. 0.5 mg/ml of homogenate was used, suspended in 1 ml of
phosphate buffer (50 mM KH,POy, pH 7.6), and 2 ml of acid solution (15% trichloroacetic
acid, 0.375%, and hydrochloric acid 0.25 M), the mixture was subjected to three cycles of
agitation at low temperatures and then incubated for 15 min in boiling water. Finally, the
samples were placed on ice for 5 minutes; after this time, the samples were centrifuged
at 7500 rpm for 5 min. The absorbance of each sample was measured at a wavelength of
532 nm on a Shimadzu UV-2550 spectrophotometer using a molar extinction coefficient of
156 mM~1 em~1 [28].

2.7. Determination of Glutathione Status Redox

Muscle glutathione content was evaluated using 0.5 mg/ml sample protein. Samples
were resuspended in 0.1 M phosphate buffer, 5.0 mM EDTA-Na2, 0.10% Triton-100X, and
0.6% 5-sulfosalicylic acid pH 7.5 and mixed vigorously.

They were then sonicated three times for 20 s on ice, followed by two freeze/thaw
cycles, and centrifuged for 10 min at 8000 rpm. For total glutathione, 100 uL of the
resulting supernatant was mixed and incubated for 30 seconds with 0.1 M phosphate
buffer containing 5 mM EDTA-Na2, 0.1 mM 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid, 100 uM
glutathione reductase enzyme, and 50 uM NADPH (reduced form). Changes in absorbance
were recorded on a Shimadzu spectrometer (model UV-2550 UV VIS) at 412 nm at room
temperature. Oxidized glutathione (GSSG) was assayed in 100 pL of supernatant previously
incubated with 0.2% 4-vinylpyridine for 60 min. GSH was calculated by subtracting GSSG
from total glutathione [28].

2.8. Data Analysis

Results were expressed as the mean =+ standard error of independent experiments
using samples from different animals. Statistical differences between groups were deter-
mined by one-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post hoc test. A p < 0.05
was established. The analysis was performed with GraphPad Prism version 6.0 software
(San Diego, CA, USA).

3. Results
3.1. Effect of Different Exercise Intensities and Diazoxide on Weight, Glucose, and Visceral and
Perigonadal Fat in Obese Rats

The effect of different exercise intensities, diazoxide, and their respective combinations
on body weight, fasting serum glucose levels at the end of each treatment and after sacrifice,
and the weight of visceral and perigonadal fat was quantified. After applying the various
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treatments for 8 weeks, phenotypic and biochemical were observed. Table 3 shows these
values. As expected, in the obese group, body weight, plasma glucose levels, and visceral
and perigonadal fat increased; however, in the treated obese rats, a decrease in these
parameters was observed, and such effect was observed with all the protocols applied. The
best results were obtained with low-intensity and moderate-intensity exercise combined
with the drug, registering a 30% (p = 0.024, 0.018) reduction in body weight, between
61-67.5% (p = 0.022, 0.016) in plasma glucose levels and 40% (p = 0.042, 0.039) in visceral
and perigonadal fat weight vs. the obese group without treatment.

Table 3. Body weight and visceral and perigonadal fat, plasma glucose levels.

Groups Bodyweight (g) (Cl;rlllgl;((i)lsj Peri\g/:)cne:gla;nl;:t (g)
C 408.245 + 18.18 P 73.83 + 6.04 E 11.07 + 6.04 P
D 4135+ 15230 86.66 + 3.66 € 9.84 +284D
E1 425.33 + 39.62 P 77 + 5.09 EF 624224F
E2 435.8 + 15.75 <P 69.2 + 4.08 G 6.28 + 343 E
E3 4175+ 11.18P 69 +2.73C 58+249F

E1D 588.83 + 32.86 A 111 +4.094 43.32 4+ 4.38 4
E2D 483.8 +23.92B 73.83 +£ 222 F 18.47 +3.33€
E3D 497 + 16.68 B 82.85 4 6.25 P 21.39 +4.60 €
0 455.14 + 40.71 € 85.71 £ 4.75€C 2161 £3.79€
oD 515 4+ 67.32 B 105.16 £ 6.55 B 30.88 +£8.14 B
OE1 44116 + 3043 € 745+ 2.88 E 19.16 + 4.84 €
OE2 44175 +19.55 € 68.83 +3.54C 20.11 £594€
OE3 461.13 +17.03 € 79 +2.58D F 1125 +3.61 P
OE1D 406.4 + 1023 D 81.8 +2.38D 11.85 +£2.17D
OE2D 404.25 + 745D 70.5 + 4.66 © 10.30 +3.12 P
OE3D 402.75 +10.56 P 73.6 + 3.43 FG 6.62+123F

Effect of different exercise intensities and diazoxide on weight, glucose, and visceral and perigonadal fat in obese
rats: C: control; D: diazoxide; E1: low-intensity exercise; E2: moderate-intensity exercise; E3: high-intensity
exercise; E1D: low-intensity diazoxide exercise; E2D: moderate-intensity diazoxide exercise; E3D: high-intensity
diazoxide exercise O: obese; OD: obese diazoxide; OE1: obese low-intensity exercise; OE2: obese moderate-
intensity exercise; OE3: high-intensity exercise obese; OE1D: obese low-intensity exercise diazoxide; OE2D:
obese exercise moderate intensity; OE3D: obese high-intensity diazoxide exercise. Data are represented as
mean =+ standard error. Different letters indicate statistically significant differences between groups (p < 0.05)
1-way ANOVA, Tukey’s posthoc test, n = 6.

3.2. Different Exercise Intensities and Diazoxide Enhance Contraction and Promote Fatigue
Resistance of Skeletal Muscle in Obese Rats

To explore the effect of treatment with diazoxide, the different exercise intensities, the
combination of both the maximum and total tension, and the time of resistance to fatigue,
recording of the isometric tension in soleus muscle and EDL of the different groups was
performed. Figure 1 shows the soleus muscle’s maximum and total tension and endurance
time (Figure 1A,B) and EDL (Figure 1C,D). The graphs show how muscle contraction and
fatigue resistance are affected by obesity in both types of muscle, presenting significant
decreases compared to the control group (p = 0.036, 0.017, 0.0058, 0.041, 0.011, 0.0078). The
treatment with the different exercise protocols, combined with diazoxide, increased the
force of contraction and the time of resistance to fatigue in both types of muscle during
obesity (p < 0.05), observing the best results with moderate-intensity exercise in combination
with diazoxide and presenting significant increases of than 60% (p = 0.016, 0.013, 0.0058,
0.0096, 0.0088, 0.0023) vs. the obese group without treatment.
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Figure 1. Effect of different intensities of exercise and diazoxide on muscle contraction and resistance
to fatigue. (A) Maximum tension and total tension of the soleus muscle, (B) Endurance time to
fatigue of the soleus muscle, (C) Maximum and total tension of the EDL muscle, (D) Endurance time
to fatigue of the EDL muscle. C: control; D: diazoxide; E1: low-intensity exercise; E2: moderate-
intensity exercise; E3: high-intensity exercise; E1D: low-intensity diazoxide exercise; E2D: exercise
with moderate intensity diazoxide; E3D: exercise with high-intensity diazoxide; O: obese; OD: obese
diazoxide; OE1: low-intensity exercise for obese; OE2: obese athlete of moderate-intensity; OE3:
obesity due to high-intensity exercise; OE1D: low-intensity exercise diazoxide in obese; OE2D:
moderate-intensity exercise for obese; OE3D: high-intensity diazoxide exercise for obese. Data are
represented as mean + standard error. Different letters indicate statistically significant differences
between groups (p < 0.05) 1-way ANOVA, Tukey’s posthoc test, n = 6.

3.3. Different Intensities of Exercise and Diazoxide Decrease Oxidative Stress and Improve
Antioxidant Defense in Skeletal Muscle of Obese Rats

To evaluate the oxidative stress in skeletal muscle of obese rats, we determined the
levels of TBARS as an indicator of lipid peroxidation and the levels of ROS. Figure 2 shows
the TBARS levels for soleus muscle (2A) and EDL muscle (2B), and Figure 3 shows the
ROS levels for soleus muscle (3A) and EDL muscle (3B). The graphs show an increase of
over 40% (p = 0.029, 0.016) in lipid peroxidation levels and 300% (p = 0.0067, 0.0074) in ROS
levels during obesity. Notwithstanding the treatments applied, the three different exercise
protocols and their respective combinations with diazoxide showed beneficial effects on
these parameters, with slight variations between them. They present a decrease in both
TBARS and ROS levels in both muscles; the low-intensity and moderate-intensity exercise
protocols in combination with diazoxide showed the most significant results, presenting
reductions greater than 100% (p < 0.05) vs. the obese group without treatment.
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Figure 2. Effect of different exercise intensities and diazoxide on ROS of skeletal muscle in obese
rats. (A) Soleus muscle (B) EDL muscle. C: control; D: diazoxide; E1: low-intensity exercise; E2:
moderate-intensity exercise; E3: high-intensity exercise; E1D: low-intensity diazoxide exercise; E2D:
exercise with moderate intensity diazoxide; E3D: exercise with high-intensity diazoxide; O: obese;
OD: obese diazoxide; OE1: low-intensity exercise for obese; OE2: obese athlete of moderate-intensity;
OE3: obesity due to high-intensity exercise; OE1D: low-intensity exercise diazoxide in obese; OE2D:
moderate-intensity exercise for obese; OE3D: high-intensity diazoxide exercise for obese. Data are
represented as mean + standard error. Different letters indicate statistically significant differences
between groups (p < 0.05) 1-way ANOVA, Tukey’s posthoc test, n = 6.
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Figure 3. Effect of different exercise intensities and diazoxide on lipid peroxidation of skeletal muscle
in obese rats. (A) Soleus muscle (B) EDL muscle. C: control; D: diazoxide; E1: low-intensity exercise;
E2: moderate-intensity exercise; E3: high-intensity exercise; E1D: low-intensity diazoxide exercise;
E2D: exercise with moderate intensity diazoxide; E3D: exercise with high-intensity diazoxide; O:
obese; OD: obese diazoxide; OE1: low-intensity exercise for obese; OE2: obese athlete of moderate-
intensity; OE3: obesity due to high-intensity exercise; OE1D: low-intensity exercise diazoxide in obese;
OE2D: moderate-intensity exercise for obese; OE3D: high-intensity diazoxide exercise for obese. Data
are represented as mean + standard error. Different letters indicate statistically significant differences
between groups (p < 0.05) 1-way ANOVA, Tukey’s posthoc test, n = 6.

To determine if the lower levels of lipid peroxidation and ROS caused by the different
exercise and diazoxide protocols in the muscles of obese rats were directly proportional
to the changes in the redox state, the glutathione antioxidant defense system (Figure 4)
was analyzed in soleus muscle (Figure 4A,B) and EDL muscle (Figure 4C,D). The redox
status of glutathione changed considerably in the muscles of obese rats compared to the
muscles of control rats, with a decrease in both total glutathione and the ratio of reduced
glutathione/oxidized glutathione (GSH/GSSG). A decrease in total glutathione of 52.3%
(p = 0.021) was observed, and a decrease in the GSH/GSSG ratio of 71.3% % (p = 0.012)
in soleus muscle and 66.88%(p = 0.018) and 54.9% (p = 0.036) in EDL muscle. The various
treatments applied in the groups of obese rats improved both total glutathione and the
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GSH/GSSG ratio. However, the low-intensity exercise treatment in combination with
diazoxide presented the best results in both muscles, with significant increases of more
than 200% in total glutathione and the GSH/GSSG (p < 0.05). These results show how
diazoxide potentiates the effects of low-intensity exercise, increasing antioxidant defense
and, therefore, decreasing oxidative stress.
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Figure 4. Effect of different exercise intensities and diazoxide on the glutathione redox state of
skeletal muscle in obese rats. (A) Total glutathione soleus muscle, (B) Ratio soleus muscle, (C) Total
glutathione EDL muscle, (D) Ratio EDL muscle, C: control; D: diazoxide; E1: low-intensity exercise;
E2: moderate-intensity exercise; E3: high-intensity exercise; E1D: low-intensity diazoxide exercise;
E2D: exercise with moderate intensity diazoxide; E3D: exercise with high-intensity diazoxide; O:
obese; OD: obese diazoxide; OE1: low-intensity exercise for obesity; OE2: obese moderate-intensity
exerciser; OE3: obesity due to high-intensity exercise; OE1D: low-intensity exercise diazoxide in
obesity; OE2D: moderate-intensity exercise for obesity; OE3D: high-intensity diazoxide exercise for
obese. Data are represented as mean + standard error. Different letters indicate statistically significant
differences between groups (p< 0.05) 1-way ANOVA, Tukey’s posthoc test, n = 6.

4. Discussion

The anatomical and functional alterations of skeletal muscle during obesity are com-
plex: this pathology causes muscle atrophy [29], metabolic alterations, and oxidative
stress, which leads to a diminution in the capacity of muscle contraction and fatigue re-
sistance [3,9]. Eventually, this alteration will have adverse effects on the entire system,
altering the metabolism and triggering other pathologies, such as diabetes, hypertension
and even some types of cancer [5,19,30].

In order to counteract the harmful effects of obesity on skeletal muscle tissue, this study
compares the effects of three different exercise protocols, which differed from each other
in intensity and duration [16], together with the application of diazoxide, a drug derived
from benzothiadiazines, which has substantial effects on metabolism during obesity and
on the functioning of muscle tissue in general [12,14].
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This experimental series was applied to analyze the muscle response to these treat-
ments in the context of diet-induced obesity. The study sought to determine which exercise
protocol was most efficient in combination with diazoxide to improve the functioning of
muscle tissue and, therefore, its metabolic capacities, thereby opening a window of time
that allows the implementation of a constant and prolonged exercise protocol that fully
reverses the effects of obesity on skeletal muscle, and eventually obesity itself.

Previous studies have shown that obesity induced by a high-fat diet alters many
biochemical and physiological parameters, increases body weight and plasma glucose,
triggers insulin resistance, and alters the lipid profile in Wistar rats [1,11,14,30]. We have
verified this with our results (Table 3). We observed how weight, glucose, and fat are altered
during obesity concerning control. These altered parameters are indicators of alterations
in muscle cell metabolism, which is eventually associated with obesity, deterioration of
muscle strength, and resistance to fatigue [31]. However, in this study, it was perceived that
the treatment with the different exercise protocols and their respective combinations with
diazoxide decreased body weight, plasma glucose, and visceral and perigonadal fat during
obesity (Table 3). The mentioned effects are associated with the improvement of the basal
metabolic rate, the increase in sensitivity to insulin and glucose transport and suppression
of hyperinsulinemia, and the increase in the capacity of oxidation of fats [3,14,18,21].

In healthy models, the literature has reported the best effects for moderate-intensity
exercise [2,5,32], which is consistent with our results (Table 3). During obesity, it was
observed that moderate-intensity exercise shows the best effects on these parameters;
however, when combining exercise with diazoxide, this effect was potentiated, showing
the best results with low- and moderate-intensity exercise when combined with the drug
(Table 3). The results obtained with low-intensity exercise in combination with diazoxide
should be highlighted since they are similar to those obtained with moderate-intensity
exercise when combined with the drug, which is beneficial and outstanding because the
low-intensity protocol is easier to execute.

As we have already mentioned, the alteration of the biochemical and physiological
parameters produced by obesity triggers dysfunction of the skeletal muscle tissue [9]. In
this experimental series, a decrease in muscular contraction and fatigue resistance was
observed in soleus skeletal muscle and EDL of fat rats (Figure 1). The results show off
how obesity affects the contractility of both muscles, which is associated with a rise in
intramuscular fat [1,9], change in muscle fiber type, metabolic alterations, and an increase
in oxidative stress during exercise [2,3,10,33].

However, prior studies have shown that diazoxide has positive effects by preventing
and even reversing metabolic disorders that are related to obesity, such as improving
insulin sensitivity, which has been associated with a rectification in glucose transport
and lipid metabolism [13-15], favoring muscle function. In previous works of our group,
the beneficial action of diazoxide treatment on the muscle function of obese rats was
confirmed [12]. Improving the muscle metabolic capacities and promoting the opening
of KATP channels by diazoxide generates a rise in cellular respiration through better
functioning of the electron transport chain (ETC) and, therefore, an improvement in the
production of ATP [34,35]. This has a direct effect on improving muscle contraction and
reducing muscle fatigue [36,37].

Similarly, exercise has a significant effect on promoting adaptations that improve the
metabolic capacities of muscle and its functioning [2,17,38], among which are the reduction
in intramuscular fat resulting from an increase in skeletal muscle metabolism [2,5,20],
regulation of signaling pathways involved in the optimization of insulin sensitivity and
glucose transportation, and the reduction in the lipid outline and stress markers [3,19].
Our results show how the three exercise protocols improve the contraction capacity and
resistance to fatigue in the healthy model’s two types of muscle. However, in the case of
muscle contraction, high-intensity exercise presented the best results, while, in the case
of fatigue resistance, we observed that it was low-intensity exercise that presented them
(Figure 2). This is dependent on the type of exercise applied, the muscular adaptations
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promoted, and the physiological and metabolic response that is obtained [16,22]. At the
time of implementing diazoxide into the exercise protocols, it was possible to see how
the beneficial effects of exercise were potentiated by presenting with greater capacity for
contraction and resistance to fatigue compared to its individual application.

In the pathology case, we observed how all the protocols improved the contraction
capacity and the fatigue resistance in both types of muscle, which indicates the plasticity ca-
pacity of the muscular tissue to adapt to the exercise type [20,38]. Better results were seeing
when moderate-intensity exercise in combination with diazoxide was applied (Figure 2),
this is consistent with what had been previously reported in our previous study [12].
However, the effect of low-intensity exercise in combination with diazoxide should be
highlighted since, when combining this type of exercise with the drug, the effect obtained
significantly exceeded, the effects obtained with moderate-intensity exercise applied alone.
These results are very relevant since they show that a type of exercise that is easier to apply,
such as low-intensity exercise, when combined with the drug equals the results that can be
obtained with moderate-intensity exercise.

Obesity increases oxidative stress, eventually damaging muscle tissue function [11,39].
For the proper functioning of skeletal muscle certain concentrations of ROS are needed
which are generated both under conditions of rest and during contractile activity [6,40,41].
However, excessive ROS concentrations produced in muscle under certain circumstances
cause increased oxidative stress and eventually compromise muscle function [41,42]. Dur-
ing obesity, the increase in free fatty acids and fat storage in skeletal muscle has been related
to the development of insulin resistance and a chronic inflammatory state involved in
increased ROS levels, lipid peroxidation, and decreased antioxidant defense [6,10].

In this work, different oxidative stress markers were evaluated to analyze their pres-
ence during obesity and determine the effects of the different treatments on these markers.
For this, the levels of ROS (Figure 2), the levels of TBARS (Figure 3), and the redox state of
glutathione (Figure 4) were analyzed.

ROS is one of the primary markers of oxidative stress, the excessive accumulation
of these molecules is associated with structural and functional damage to cells. During
obesity, there is excessive production of ROS [19,23]. There is a relationship between the
amount of ROS produced at the systemic level and in the muscle, and the reduction in
muscle contractility and appearance of fatigue [43]. In our results, we can observe how
during obesity, there is an overproduction of ROS in muscle tissue (Figure 2). During
the pathology, it can have various sources of origin, including hyperglycemia, excess free
fatty acids, cytokine production, and excess tissue that must be oxygenated [19]. The
application of regular exercise protocols decreases ROS levels [17]. In the case of obesity,
it can be seen how the different protocols applied decreased ROS levels, with low- and
moderate-intensity exercise presenting the best results. In combination with diazoxide
(Figure 2), this effect of exercise had been observed in other studies, mainly when applied
at moderate intensity [10,44,45]; however, our results show that similar results are obtained
with low-intensity exercise when combined with the drug.

One of the main effects of the increase in ROS is the damage to muscle cell biomolecules,
such as proteins, lipids, and nucleic acids [46]. Therefore, in this study the levels of TBARS,
an indicator of peroxidation, lipid and oxidative stress were quantified. When there is an
increase in ROS production, as in the case of obesity, damaging effects can be produced on
the membrane’s phospholipids, and as a result, malondialdehyde (MDA) is formed, which
is toxic to cells [19,47]. This has been reported to alter the functioning of the ETC, affecting
its activity and therefore the production of ATP, which contributes to the fatigue and stress
of muscle cells [12,48]. In our results, we can observe in the healthy models for both types
of muscle that moderate-intensity exercise presented the best result by decreasing TBARS
levels (Figure 3), consistent with what has been reported in the literature where said effect
is attributed to this type of exercise [19,49].

On the other hand, obesity increases the levels of lipid peroxidation in muscle tissue;
this is associated with the increase in ROS, the increase in adipose tissue and its lipolysis,
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triggering of lipid peroxidation and causing structural and functional damage of the
muscle cell, which interferes with its ability to contract and resist fatigue [17]. However,
when applying the different treatments during obesity in both muscles, a decrease in lipid
peroxidation was observed with the three exercise protocols showing the best results in the
combination with diazoxide (no statistical differences) (Figure 3), showing how the drug
potentiates the effects of exercise. It should be mentioned that this effect is more compatible
when combined with low-intensity exercise. The decrease in lipid peroxidation during
obesity is associated with the improvement in metabolic and functional capacities of the
muscle and, above all, its capacity for contraction and fatigue resistance (Figure 1) [23].

Antioxidant systems in the cells protect them against oxidative stress. Glutathione is
included in this system, whose synthesis can be altered by exercise, diet, and age [17,43]. In
this study, it was possible to observe how oxidative stress increased as a consequence of
obesity-induced skeletal muscle atrophy and vice versa and how, during this pathology,
the antioxidant response is insufficient, which promotes the overproduction of ROS and
the oxidation of lipids in the cells of the muscle fibers [6,23,47]. Our results showed that
total glutathione and the GSH/GSSG ratio of the soleus and EDL muscle (Figure 4) were
decreased during obesity, suggesting that obesity interferes with the synthesis of this
antioxidant, possibly because the ROS that are overproduced during this disease are related
in the activation of signaling pathways that adversely affect glutathione synthesis such as
NF-Kb, Sp1, E [11,23,50].

However, the different treatments applied during obesity improve the levels and
ratio of glutathione in soleus muscle and EDL, with low-intensity exercise combined with
diazoxide presenting the best results (Figure 4). By increasing the antioxidant defense, the
oxidative stress caused by obesity is combated, and the harmful effects caused by it can
be reversed; that is, it improves muscle function, increases the contraction capacity, and
promotes resistance to obesity fatigue [19,51].

In healthy models, it can be seen how high-intensity exercise presented the most
significant increase in antioxidant defense (Figure 4), proving how high-intensity exercise
attenuates oxidative damage by increasing glutathione levels [23]. However, when combin-
ing the protocols with diazoxide, the effects of all of them were potentiated, presenting in
this model very similar results between moderate- and high-intensity exercise.

5. Conclusions

Diazoxide potentiates the effects of exercise, regardless of its intensity and duration.
The best results during obesity were obtained by combining the drug with low-intensity
exercise, resulting in the treatment with the best effects on muscle contraction and fatigue
resistance by reducing ROS levels, lipid peroxidation, and enhancing the redox state of
glutathione. In healthy models, we rectified that the best effects occur when a moderate
intensity protocol is applied and how diazoxide also potentiates these effects.
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8. CAPITULO Il

El ejercicio en combinacién con el diazéxido promueven la
sensibilidad a la insulina, reducen la dislipidemia y mejoran las
caracteristicas morfoldgicas de las fibras musculares de ratas
obesas

RESUMEN

La obesidad es una patologia cronico-degenerativa que afecta negativamente el
funcionamiento del musculo esquelético. Los efectos adversos de la obesidad sobre el
tejido muscular se han relacionado con cambios negativos en las caracteristicas
morfolégicas de las fibras musculares, modificaciones asociadas a la disminucién de la
sensibilidad a la insulina y alteraciones en el perfil lipidico. Por esta razén, se han
investigado tratamientos que atenulen los efectos perjudiciales de la obesidad sobre el
musculo, como son el tratamiento con diazéxido y diferentes intensidades de ejercicio. No
obstante, se desconoce cudl intensidad de ejercicio en combinacién con el diazéxido puede
disminuir con mayor eficiencia la acumulacion de grasa en el musculo y evitar cambios en
la morfologia de las fibras, y como esto afecta la sensibilidad a la insulina y el perfil lipidico
durante la obesidad. Con este objetivo este estudio evalu6 diferentes intensidades de
ejercicio combinados con diazoxido y sus efectos sobre la resistencia a la insulina y el perfil
lipidico y las caracteristicas morfolégicas de las fibras musculares en ratas obesas. Los
resultados del estudio indicaron que el tratamiento con diazoxido y ejercicio a diferentes
intensidades mejoro el perfil lipidico y la sensibilidad a la insulina y evit6 la modificacion de
las caracteristicas morfolégicas de las fibras musculares durante la obesidad. Obteniéndose
los mejores resultados con el ejercicio de baja intensidad en combinacion con el diazéxido.
Por lo tanto, el diazdxido y el ejercicio de baja intensidad pueden mejorar la funcion
muscular durante la obesidad al mejorar las caracteristicas morfologicas del tejido y el
estado metabdlico local y sistémico.

Palabras clave: Musculo esquelético, fibras musculares, obesidad, resistencia a la insulina,
diazoxido, ejercicio
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1. INTRODUCCION

Los casos de obesidad siguen aumentando de manera severa a nivel mundial y es
poco probable que se produzca un estancamiento en las préximas décadas. La
obesidad es una condicion que tiene graves efectos sobre la salud fisica, resultando
un detonante para numerosas enfermedades (Gihring et al. 2020). Es una patologia
cronica desencadenada por la desordenada alimentacion, falta de actividad fisica 'y
sedentarismo o bien por alteraciones metabdlicas, hormonales o genéticas (Erskine
et al. 2016).

Se ha identificado a la obesidad como una condiciébn que afecta el
funcionamiento de numerosos érganos, debido al incremento que se presenta en
esta condicion del tejido adiposo (TA) en el area abdominal, visceral y ectépica y al
lipdlisis de este (Cho et al. 2022). Ademas, se presenta una secrecion alterada de
adipocinas, principalmente TNF-a, Interleucina 1, interleucina 6 y la proteina quimio-
atrayente de monocitos (Jung y choi, 2014) y al aumento de macréfagos (Curley et
al. 2020; Gihring et al. 2020), lo que desencadena un estado inflamatorio cronico en
una variedad de tejidos, incluidos el mismo TA, el musculo esquelético, el higado,
los islotes del pancreas, el intestino e incluso el cerebro. Este estado de inflamacion
de bajo grado se considera un vinculo causal entre la obesidad y la resistencia a la
insulina (RI) (Heo et al. 2018; Miao et al. 2020; Wu et al. 2020).

En principio el papel mas importante del TA es el almacenamiento de energia
en forma de Triacilglicéridos (TG); sin embargo, al presentarse la obesidad, el
cuerpo promueve la diferenciacion de preadipocitos en adipocitos maduros
(hiperplasia) (Ebbert y Jensen, 2013; Imierska et al. 2020). Cuando el TA ha
alcanzado su maxima capacidad de almacenamiento (hipertrofia), el adipocito se
hace resistente a la insulina, por lo que las moléculas TG permaneceran mayor
tiempo en sangre, promoviendo la dislipidemia y permitiendo que otros tejidos
diferentes al adiposo queden expuestos a este flujo de lipidos favoreciendo la
aparicion de la insulino resistencia en higado, musculo esquelético y pancreas
(Eriksson-Hogling et al. 2015; Wu et al. 2017). Se cree gue la alteracion de la
capacidad de respuesta de los adipocitos a la insulina en la obesidad afecta
secundariamente el metabolismo al limitar la capacidad del tejido adiposo para
almacenar lipidos y secuestrar acidos grasos lejos de los tejidos periféricos
(Pedersen et al. 2015, Imierska et al., 2020).

Los individuos con RI generalmente presentan dislipidemia, debido a una
mayor disponibilidad de acidos grasos libres, presentando niveles elevados de
colesterol y TG, asi como de lipoproteinas LDL y niveles disminuidos de
lipoproteinas HDL (Klop et al. 2013; Fazakerley et al. 2019). Esto promueve la Rl y
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un estado inflamatorio, que a su vez promueve la aparicion de otras patologias como
la diabetes, ateroesclerosis, higado graso, entre otras (Qbal et al. 2017).

De manera general, en la obesidad existe incremento de la lipdlisis,
consecuencia de un estado de inflamacién y dislipidemia, que da como resultados
una liberacion excesiva de acidos grasos no esterificados y su eventual
almacenamiento ectépico. El incremento intracelular de &cidos grasos y
diacilgliceroles (DAG) activan a la proteina cinasa C (PKC), lo que promueve Rl e
incremento de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) lo que
promueve la disfuncién mitocondrial (Sangwung et al. 2020). Adicionalmente, los
acidos grasos intracelulares permiten la activacion de vias de sefalizacion
intracelular relacionadas con la inflamacion. Por ejemplo, la activacion de NFKB y
JNK-1, los cuales tienen un papel importante en la produccién sostenida de las
citocinas proinflamatorias (Small et al. 2019; Sangwung et al. 2020).

El efecto que la obesidad tiene sobre el musculo esquelético resulta de gran
importancia, ya que ademas de ser un o6rgano encargado de brindar las
caracteristicas de estructura y movimiento al cuerpo humano, es el 6rgano mas
importante para la homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo, por lo que cualquier
mal funcionamiento de este 6rgano tendra graves repercusiones metabdlicas (Wu
et al. 2017).

El aumento de grasa que se produce durante la obesidad ya sea en forma de
TA, acidos grasos libres o TA ectépico, esta directamente asociado con atrofia
significativa el masculo esquelético (Pompeani et al. 2014; Ahn y kim, 2020) y con
ello, la aparicion de alteraciones en numerosos procesos metabolicos y fisioldgicos
del érgano, como son:
La modificacion en los tipos de fibras musculares, retrasos en la regeneracion del
musculo, lo que impide una correcta reparacion y remodelacion de los masculos
dafados, ademas de presentarse un aumento de la protedlisis y con ello una
disminuciéon en la cantidad de fibras musculares y su diametro, resultando en la
perdida de tejido muscular en general (Brown et al. 2015; Polyzos y Margioris,
2018).

El incremento de la grasa almacenada en el tejido muscular, aunado al
incremento del estado inflamatorio, promueve la RI del muasculo, generando
hiperinsulinemia (Bae et al. 2016), lo que esta estrechamente relacionados con la
obesidad sarcopénica (Polyzos y Margioris, 2018; Hong y Choi 2020), en la cual, se
reduce la biogénesis mitocondrial, se altera la mitofagia y se promueve la apoptosis,
con lo que se induce estrés celular y mitocondrial y se pierde la composicién y
estructura del musculo esquelético (Heo et al. 2017).
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Sin embargo, con la finalidad de combatir los efectos nocivos que se le
atribuyen a la obesidad a nivel sistémico y local, se ha profundizado en la
implementacion de tratamientos farmacolégicos y no farmacoldgicos a los que se
les atribuyen efectos positivos sobre las alteraciones producidas por la obesidad,
como son el tratamiento con diazéxido, un farmaco derivado de las benzotiadiazinas
sin efecto diurético (Gémez-Barroso et al. 2020), asi como la implementacion de
diferentes intensidades de ejercicio, que se caracterizan por su capacidad de
promover adaptaciones metabdlicas en el organismo en general y mas
especificamente en el musculo esquelético (Pattanakuhar et al. 2016) y las
respectivas combinaciones de estos tratamientos.

El diazéxido es un farmaco asociado a mdultiples beneficios para la salud,
debido a que este farmaco presenta una potente accién de apertura de los canales
de potasio sensibles a ATP (Katp) de la mitocondria (Nakagawa et al. 2012).

El diazoxido también es un vasodilatador, un anti-hipoglucemiante y un
inhibidor de la secrecion de insulina. Por lo que se considera un farmaco benéfico
para tratar la obesidad. Esto se debe a que reduce la ingesta de alimentos y el
aumento de peso, evita la hiperinsulinemia, mejora la sensibilidad a la insulina,
mejora el perfil lipidico y regula la capacidad del masculo esquelético para captar
glucosa. En conjunto, estas propiedades contrarrestan la difusion mitocondrial y
ayudan a controlar los niveles de glucemia (Alemzadeh et al. 2008; Bischof et al.
2018).

La utilizacion de diazoxido durante la obesidad ha demostrado ser eficaz al
disminuir el almacenamiento de grasas en forma de TA al mejorar la oxidacion de
acidos grasos (Alemzadeh et al. 2008; Loves et al. 2018; Cowen y bathnagar, 2020).
Sobre su efecto en el musculo esquelético, investigaciones recientes, han
demostrado que el diazéxido mejora la contraccion muscular y la resistencia a la
fatiga, en modelos obesos, ademas de reducir los niveles de estrés oxidativo
(Alemzadeh et al. 2008; Loves et al. 2018; Gomez-Barroso et al. 2020).

Sin embargo, es importante mencionar que algunas investigaciones han
mencionado efectos secundarios con el tratamiento de diazdxido, sobre todo,
cuando es utilizados en modelos humanos, efectos tales como, hipotension e
hiperglucemia, hipertricosis, retencion de liquidos, reaccion gastrointestinal, edema,
neutropenia, por lo que es de suma importancia mantener un monitoreo y control
mientas se administra el farmaco (Chen et al. 2021).

En cuanto a tratamientos no farmacolégicos para la obesidad se ha planteado
laimplementacion de protocolos de ejercicio. El ejercicio es un conjunto de acciones
motoras musculo-esqueléticas, que generan un gasto de energia y que mejoran de
manera no farmacoldgica el funcionamiento del cuerpo humano en general (Lavin
et al. 2022). El ejercicio fisico, es un subconjunto de la actividad fisica planificada,
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estructurada, repetitiva y realizada con la intencion de mejorar la salud o el estado
fisico, el cual promueve diversas adaptaciones metabdlicas y funcionales en el
musculo esquelético (Theofilidis et al. 2018).

Los efectos nocivos de la obesidad se ven claramente reflejados en el mal
funcionamiento del musculo esquelético, que se caracteriza por una fuerza
muscular baja (dinapenia), una cantidad o calidad muscular baja y un rendimiento
funcional reducido (Bilski et al. 2022), se ha demostrado que la implementacién de
diversos protocolos de ejercicio pueden revertir las condiciones anormales de
dichas fibras (Pattanakuhar et al. 2016), se evita la alteracion morfologica de las
fiboras musculares (Martinez-Huenchullan et al. 2018), con lo que se mejora la
contraccion muscular, aumenta la sensibilidad a la insulina de las células de todo el
organismo, principalmente del musculo esquelético, lo que evita la hiperinsulinemia
y estimula el transporte de glucosa hacia el interior de la célula (Cartee et al. 2016).

De igual manera, el ejercicio evita la dislipidemia (Atakan et al. 2021), reduce
el colesterol y TG y aumenta los niveles lipoproteinas de alta densidad (HDL)
(Imierska et al., 2020, Stanton et al. 2022).

Es importante destacar que la respuesta fisiologica, metabdlica y estructural
gue se obtenga al ejercicio dependera de la intensidad, la duracién y el tipo de
ejercicio aplicado (Wang et al. 2021), el ejercicio se puede clasificar en diferente
intensidad, segun la VO2max Yy la frecuencia cardiaca alcanzadas. En el ambito de la
obesidad, se han reportado hallazgos contradictorios acerca de la intensidad optima
del ejercicio para tratar esta patologia y sus efectos directos sobre la funcién
muscular. Investigaciones recientes evidencian efectos similares entre el
entrenamiento intervalico de alta intensidad y el entrenamiento continuo de
intensidad moderada (Kim et al. 2016), no obstante, no se establece con claridad
cudl de los dos es mas recomendable para mejorar el funcionamiento del musculo
esquelético en pacientes obesos (Martinez-Huenchullan 2018; Wang et al. 2021).

Por lo tanto, es fundamental evaluar los efectos que el ejercicio presenta
sobre los perfiles estructurales, bioquimicos vy fisiolégicos del misculo esquelético
durante la obesidad y analizar su efectividad cuando se combinan con otros
tratamientos como el diazéxido. Con este objetivo se planted evaluar el efecto del
ejercicio a tres diferentes intensidades en combinacion con el diazéxido sobre la
sensibilidad a la insulina, el perfil lipidico y las caracteristicas morfolégicas de las
fibras musculares en ratas obesas.
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2. MATERIALES Y METODOS

Animales experimentales y grupos

Se utilizaron ratas Wistar macho de entre 300-350 g. Los animales se mantuvieron
en jaulas acrilicas en condiciones de bioterio a temperatura ambiente en un periodo
de 12 h de luz/12 h de oscuridad, con libre acceso a alimento y agua. Los animales
fueron asignados aleatoriamente a dieciséis grupos (ver tabla 1).

Tabla 1. Grupos experimentales

Grupos Dieta Diazoxido Ejercicio
35 mglkg
Control (C) Estandard rodent chow® no no
Diazoxido (D) Estandard rodent chow® sl no
Ejercicio baja intensidad (E1) Estandard rodent chow® no si
Ejercicio moderada intensidad (E2) Estandard rodent chow® no si
Ejercicio alta intensidad (E3) Esandard rodent chow® no si
Ejercicio baja intensidad diazoxido (E1D) Estandard rodent chow® si si
Ejercicio moderada intensidad diazéxido (E2D) Estandard rodent chow® Si Si
Ejercicio alta intensidad diazéxido (E3D) Estandard rodent chow® si Si
Obesas (0) Dieta alta en grasas no no
Obesas diazoxido (OD) Dieta alta en grasas si no
Obesas ejercitadas baja intensidad (OE1) Dieta alta en grasas no Si
Obesas ejercitadas moderada intensidad (OE2) Dieta alta en grasas no Sl
Obesas ejercitadas alta intensidad (OE3) Dieta alta en grasas no Sl
Pbesas ejercitadas baja intensidad diazéxido (OE1D) Dieta alta en grasas si si
Obesas ejercitadas moderada intensidad diazéxido (OE2D) Dieta alta en grasas si Si
Obesas ejercitadas alta intensidad diazoxido (OE3D) Dieta alta en grasas si s

Chow® tiene un contenido calérico de 336 cal/100 g con una proporcién de 28.507%
de proteinas, 13.496% de grasas y 57.996% de carbohidratos. La dieta alta en
grasas (surround Chow®) y 50% grasa (Abrigo et al. 2016), presentd un contenido
calorico de 649.25 cal/100 g con una proporcion de 14.05% proteina, 69.5% grasa
y 21.4% de carbohidratos (equivalente mexicano sistema alimentario). Se aplico el
protocolo de ejercicio durante 8 semanas a tres diferentes intensidades: baja, media
y alta (ver tabla 2) y se aplico diazéxido a una dosis de 35 mg/kg por via
intraperitoneal durante 14 dias. Todos los procedimientos con animales se
realizaron por el Reglamento Federal para el Uso y Cuidado de Animales (NOM-
062-Z00-1999) emitida por la Secretaria de Agricultura de México.
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Tabla 2. Protocolos de ejercicio

Groupos E1 E2 E3
Semana1 10 m/min/10 min 10 m/min/10min 10 m/min/15 min
Semana 2 10 m/min/10 min 10 m/minf15min 10 mimin/20 min
Semana 3 10 m/min/10 min 10 m/min/15min 17 mimin/15 min
17 m/min/S min
Semana 4 10 m/min/15 min 10 m/min/15min 17 mimin/20 min
17 m/min/10 min
Semanad 10 m/min/15 min 10 m/min/15min 17 mimin/10 min
17 m/min/10 min 22 mfmin/10 min
22 mfmin/S min
Semana 6 10 m/minf20 min 10 m/min/15min 17 mfmin/10 min
17 m/min/10 min 22 m/minf10 min
22 m/min/5 min
Semana7 10 m/min/15 min 10 m/min/20 min 17 m/min/5 min
17 m/min/5s min 17 m/min/15min 22 mfminf20 min
22 mfmin/S min
Semana 8 10 mfmin/15 min 10 mimin/20 min 17 mfmin/10 min

17 mimin/10 min 17 m/min/15min 22 m/minf25 min

22 m/minf5 min

2.1 Prueba de tolerancia a la insulina (TTI)

Al final de los protocolos experimentales se realizd una prueba de tolerancia a la
insulina (TTIl) para todos los grupos. Las ratas ayunaron durante 12 h, la
concentracion de glucosa se determind al t = 0, antes de la administracion de
insulina (i.p. 0.75 U/kg de peso corporal), se monitorearon los niveles de glucosa
(Accu-Chek® Instant) a los 30, 60, 90 y 120 min posteriores a la aplicacion. La
respuesta de glucosa en sangre se calculé como el area bajo la curva (AUC-ITT)
segun el modelo matematico TAI33 (Sanchez-Duarte et al. 2021).

2.2 Perfil lipidico

A lo largo del experimento cada semana se monitoreo el peso y la glucosa (Accu-
Chek® Instant). Al finalizar los tratamientos y posterior al sacrificio se realiz6 la
obtencién de suero sanguineo para la medicion del perfil de lipidos por métodos
enzimaticos con el kit de VITROS Chemistry Products (Ortho Clinical Diagnostics
Inc. Rochester, NY, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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2.3 Diseccién del musculo

Al final del experimento, las ratas ayunaron durante 12 h y fueron sacrificadas por
decapitacion. Se realizé una diseccion para obtener los musculos séleo y extensor
largo de los dedos (EDL) de las dos extremidades posteriores (Gémez-Barroso et
al. 2020).

2.4 Histologia

Las secciones de musculo esquelético fueron fijadas en formalina al 10%, se
incluyeron en bloques de parafinay se seccionaron con un micrétomo a un espesor
de 5 uym. La tincion se realiz6 con hematoxilina y eosina (H&E). Se analizé la
histologia, la acumulacién de grasa entre y alrededor de las fibras musculares y el
tamafo y superficie de las mismas y se tomo un registro fotografico. Las mediciones
se realizaron con el software Imaged y los resultados fueron analizados
estadisticamente (Montalvo, 2010; Megias et al. 2018; Garcia-Berumen et al. 2022).

3. RESULTADOS

3.1 El ejercicio a diferentes intensidades en combinacion con el diazoxido mejora la
sensibilidad a la insulina en ratas obesas

La obesidad se considera una patologia con severos efectos sobre la sensibilidad a
la insulina y la capacidad de asimilar la glucosa, mecanismos que a la larga
deterioran el funcionamiento general del organismo y promueven el desarrollo de
otras patologias subyacentes. Por tales motivos, se muestra en la figura 1 los
resultados del test de tolerancia a la insulina (TTI) realizado en ratas obesas, asi
como los resultados que se obtuvieron al aplicar diferentes intensidades de ejercicio
y sus respectivas combinaciones con diazoxido. En la figura 1A se muestran los
resultados de los niveles de glucosa en sangre posterior a la aplicacion de la dosis
de insulina, a los 30, 60, 90 y 120 min para cada uno de los grupos experimentales.
Mientras que en la figura 1B se muestra el area bajo la curva de la prueba TTI (ITT-
AUC). En la figura 1A se aprecid6 como durante la obesidad se desencadend el
mecanismo de resistencia a la insulina, ya que la disminucion de los niveles de
glucosa no se presenté de manera eficiente en comparaciéon al grupo control. Sin
embargo, se observo que todos los tratamientos mejoraron la sensibilidad a la
insulina durante la obesidad, ya que se pudo apreciar como, posterior a la aplicacion
de la dosis Unica de insulina, los niveles de glucosa descendieron a través del
tiempo, de manera similar a como ocurrié en el grupo control y en algunos casos de
manera mas eficiente, como en el caso del grupo de ratas obesas ejercitadas con
moderada intensidad y diazéxido, y el grupo obesas ejercitadas alta intensidad
diaz6xido, Esto se aprecia con mayor claridad en la figura 1B, donde se traz6 el ITT-
AUC para todos los grupos. Se aprecia como todos los tratamientos mejoraron la
sensibilidad a la insulina, presentandose los mejores resultados en el grupo obeso
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tratado con diazoxido y con las tres intensidades de ejercicio cuando se combinan
con el farmaco, obteniéndose resultados similares al grupo control y sin presentar
diferencias estadisticamente significativas entre ellos, con una reduccion estimada
que oscilé6 entre 60% (P <0.05) para cada tratamiento vs el grupo obeso sin
tratamiento. Lo que sugiere que el ejercicio, sin importar su intensidad, cuando es
combinado con el diazéxido mejora la sensibilidad a la insulina durante la obesidad
en comparacion a cuando se aplica solo.

12000+

g

Area bajo la Curva

Resistencia a la Insulina

:

=
T
m

0 30 60 920 120
Minutos

Figura 1. Efecto de diferentes intensidades de ejercicio y diaz6xido sobre la sensibilidad a la
insulina de ratas obesas. (A) Tolerancia a la insulina a través del tiempo. (B) Area bajo la curva del
TTI C: control; D: diazéxido; E1: ejercicio de baja intensidad; E2: ejercicio de intensidad moderada;
E3: ejercicio de alta intensidad; E1D: ejercicio con diazéxido de baja intensidad; E2D: ejercicio con
diazéxido de intensidad moderada; E3D: ejercicio con diazéxido de alta intensidad; O: obeso; OD:
obeso diazéxido; OEL: ejercicio de baja intensidad para obesos; OE2: atleta obeso de intensidad
moderada; OE3: obesidad por ejercicio de alta intensidad; OE1D: diazéxido de ejercicio de baja
intensidad en obesos; OE2D: ejercicio de intensidad moderada para obesos; OE3D: ejercicio con
diazéxido de alta intensidad para obesos. Los datos se representan como media + error estandar.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos (P<0,05) ANOVA
de 1 via, prueba posthoc de Tukey, n = 6.

3.2 Efecto del ejercicio a diferentes intensidades en combinacién con diazdxido
sobre el perfil de lipidos

Al igual que la sensibilidad a la insulina, los parametros del perfil lipidico se ven
alterados durante la obesidad, sobre todo a consecuencia del incremento del tejido
adiposo y la lipdlisis de este y a consecuencia de la resistencia a la insulina
desencadenada por la obesidad. En la figura 2 y en la tabla 3 se muestran los
resultados del perfil lipidico en plasma sanguineo para cada tratamiento. En la figura
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2 se muestra la concentracion de colesterol (2A) y de triglicéridos (2B), mientras que
en la tabla 3 se muestran las concentraciones de lipoproteinas. En este trabajo se
observé como la obesidad generd un estado de dislipidemia. Se aprecia como
durante la patologia los niveles de colesterol (2A) y triglicéridos (2B) se encuentran
incrementados con respecto al grupo control, observandose incrementos en estos
parametros superiores al 10% (P <0.05), de igual manera los niveles de
lipoproteinas se encontraron alterados, se pudo observar una disminucion
significativa del 40 % (P <0.05) de los niveles de HDL y un incremento muy superior
al 100 % (P <0.05) en las lipoproteinas LDL y VLDL.

Empero, cuando los modelos de ratas obesas fueron tratados con diazoxido,
las diferentes intensidades de ejercicio y las respectivas combinaciones de estas
con el farmaco, se aprecié mejora general en el perfil de lipidos. Los resultados mas
eficientes se obtuvieron con el ejercicio de moderada intensidad cuando se
combinaron con el diazéxido, presentandose disminuciones mayores al 70 % (P
<0.05) vs el grupo obeso sin tratamiento en los niveles de colesterol y triglicéridos.
De igual manera se observd la mejora en las lipoproteinas, presentandose
incrementos mayores al 200 % (P <0.05) en las HDL y disminuciones superior al 90
% (P <0.05) en LDL y VLDL. Estos resultados sugieren como el farmaco potencializé
los efectos de los protocolos de entrenamiento especialmente los de baja y modera
intensidad.
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Figura 2. Efecto de diferentes intensidades de ejercicio y diazoxido sobre los niveles de
colesterol y triglicéridos de ratas obesas. C: control; D: diazdxido; E1: ejercicio de baja intensidad,;
E2: ejercicio de intensidad moderada; E3: ejercicio de alta intensidad; E1D: ejercicio con diazéxido
de baja intensidad; E2D: ejercicio con diazoxido de intensidad moderada; E3D: ejercicio con
diazéxido de alta intensidad; O: obeso; DO: obeso diazdxido; OEL: ejercicio de baja intensidad para
obesos; OE2: atleta obeso de intensidad moderada; OE3: obesidad por ejercicio de alta intensidad;
OE1D: diazéxido de ejercicio de baja intensidad en obesos; OE2D: ejercicio de intensidad moderada
para obesos; OE3D: ejercicio con diazéxido de alta intensidad para obesos. Los datos se representan
como media + error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
entre grupos (P<0,05) ANOVA de 1 via, prueba posthoc de Tukey, n = 6.
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Tabla 3. Lipoproteinas

HDL LDL VLDL
Control 27.22 + 4 .35F 12.4 + 4.30¢ 14.6 + 1.75¢
Diazoxido 33.71 £ 2.87¢€D 10.5 + 4.56% 12 + 2.01E
E1 32.12 £3.770 10 £ 5.20¢ 12 + 1.48F
E2 32.32 +2.5D 8.7 + 3.606 1.3 +1.8E
E3 31 + 3.56D 13.7 £+ 5.28CF 15.3 + 4.13¢€D
E1D 33+1.41D 6.1 £ 2.146 12.65 +2.13F
E2D 31.66 +2.64D 10.8 + 5.636 11.2 £+3.21E
E3D 35.38 £3.78¢ 6.4 £ 4.58¢ 12.1+1.41E
OBESAS 17.5 + 5.06F 171.9 £ 19.684 31.85 £ 1.358
oD 34.27 +2.64CD 47.22 +5.53C 18.23 +2.12B
OE1 35.71 + 3.59¢D 39.34 + 5.50¢D 16.85 + 1.59¢
OE2 42 + 1.828B 26.2 + 5.32F 15.13 £2.72D
OE3 50.74 +4.78~ 91.15 £+ 13.11B 15.15 + 1.53D
OE1D 37.11 £ 4.04¢ 30.18 £ 5.06E 14.72 £ 2.760
OE2D 30.81 £ 3.590E 20.22 £+ 6.14F 13 £+ 1.58F
OE3D 31.5 + 2.880E 20.44 +7.60F 12.55 + 1.44E

Tabla 3. Efecto de diferentes intensidades de ejercicio y diaz6xido sobre los niveles de
lipoproteinas de ratas obesas: C: control; D: diazbéxido; E1: ejercicio de baja intensidad; E2:
ejercicio de intensidad moderada; E3: ejercicio de alta intensidad; E1D: ejercicio con diazéxido de
baja intensidad; E2D: ejercicio con diazéxido de intensidad moderada; E3D: ejercicio con diazdxido
de alta intensidad O: obeso; OD: diazéxido obeso; OE1: ejercicio de baja intensidad para obesos;
OE2: obesos ejercicio de intensidad moderada; OE3: obesidad por ejercicio de alta intensidad;
OELD: diazéxido de ejercicio de baja intensidad en obesos; OE2D: egjercicio de intensidad moderada
para obesos; OE3D: ejercicio con diazéxido de alta intensidad para obesos. Los datos se representan
como media * error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
entre grupos (P < 0,05) ANOVA de 1 via, prueba posthoc de Tukey, n = 6.
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3.3 El ejercicio a diferentes intensidades en combinacion con diazéxido mejoraron
las caracteristicas morfoldgicas de las fibras musculo-esqueléticas de ratas obesas

Para explorar el efecto del tratamiento con diazoxido, las diferentes intensidades de
ejercicio y la combinacién de ambos sobre las caracteristicas morfolégicas de las
fiboras musculares, se realiz6 la prueba histologica del tejido muscular de los
diferentes grupos. En la figura 3 se muestran las variaciones en el peso humedo
tanto de musculo séleo (3A) como de musculo EDL (3B). En las gréficas se observa
como en ambos tipos de musculo, incrementé su peso casi en un 100 % (P <0.05),
esto se debe principalmente al incremento de la grasa que se almacena dentro y
alrededor de las fibras musculares, como se puede apreciar en la figura 4, donde
se observo el incremento de las vacuolas lipidicas dentro de la fibra muscular y el
incremento del tejido conectivo que rodea a la fibra, aunado a la disminucion de la
cantidad de células en la misma superficie y la disminucién en el area de las fibras.
Sin embargo, se pudo observar como los diferentes tratamientos presentaron
resultados estadisticamente significativos sobre dichas caracteristicas, cuando se
aplicaron durante la obesidad. Se aprecia como el diazéxido disminuyo el peso del
musculo soleo (3A) y del musculo EDL (3B), en casi un 50 % (P <0.05), obteniendo
resultados similares al control. En masculo séleo se observaron resultados similares
con las tres intensidades de ejercicio cuando se combinaron con diazéxido, pero no
asi en el musculo EDL.
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Figura 3. Efecto de diferentes intenSidades de ejercicio y diazéxido sobre el peso himédo dé’l
musculo esquelético de ratas obesas. (A) Muasculo séleo (B) Muasculo EDL. C: control;
diazéxido; E1: ejercicio de baja intensidad; E2: ejercicio de intensidad moderada; E3: ejercicio de
alta intensidad; E1D: ejercicio con diazoxido de baja intensidad; E2D: ejercicio con diazoxido de
intensidad moderada; E3D: ejercicio con diazoxido de alta intensidad; O: obeso; DO: obeso
diazéxido; OEL: ejercicio de baja intensidad para obesos; OE2: atleta obeso de intensidad moderada;
OE3: obesidad por ejercicio de alta intensidad; OE1D: diaz6xido de ejercicio de baja intensidad en
obesos; OE2D: ejercicio de intensidad moderada para obesos; OE3D: ejercicio con diazéxido de alta
intensidad para obesos. Los datos se representan como media + error estdndar. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos (P<0,05) ANOVA de 1 via, prueba
posthoc de Tukey, n=6
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Figura 4. Efecto de la obesidad sobre las caracteristicas morfolégicas de las fibras
musculares de ratas obesas. Secciones transversales representativas del tejido muscular, con
tincion de hematoxilina y eosina con aumentos para cada condicién, (A) Mdsculo ratas control 10X,
(B) Musculo ratas obesas 10X, (C) Musculo ratas control 40X, (D) Musculo ratas obesas 40X.

En la figura 5 se pudo apreciar como al aplicar cada uno de los tratamientos
de manera individual durante la obsesidad, practicamente desaparecen las
vacuolas lipidicas, disminuye el tejido conectivo e incrementa el tamafio y cantidad
de las fibras musculares. Mientrras que en la figura 6 se observan resultados muy
similares cuando se combinaron los tratamientos, no obstante, se aprecia como la
combinacion de los tratamientos potencializaron los efectos sobre la acumulacén de
grasa.
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Figura 5. Efecto de diferentes intensidades de ejercicio y diazoxido sobre las caracteristicas
morfolégicas de las fibras musculares de ratas obesas. Secciones transversales representativas
del tejido muscular, con tincion de hematoxilina y eosina con aumentos para cada condicién, (A)
Musculo ratas obesas 10X, (B) Musculo ratas obesas tratadas con diazéxido 10X, (C) Musculo ratas
obesas tratadas con gjercicio de baja intensidad 10X, (D) Mudsculo ratas obesas tratadas con gjercicio
de moderada intensidad 10X, (E) Musculo de ratas obesas tratadas con ejercicio de alta intensidad.
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Figura 6. Efecto de diferentes intensidades de ejercicio en combinaciéon con diaz6xido sobre
las caracteristicas morfologicas de las fibras musculares de ratas obesas. Secciones
transversales representativas del tejido muscular, con tincion de hematoxilinay eosina con aumentos
para cada condicién, (A) Masculo ratas obesas 10X, (B) Musculo ratas obesas tratadas con diazéxido
y ejercicio de baja intensidad 10X, (C) Musculo ratas obesas tratadas con diazéxido y ejercicio de
moderada intensidad 10X, (D) Musculo ratas obesas tratadas con diazdxido y ejercicio de alta
intensidad 10X.
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Para corroborar los resultados anteriores se observaron en la figura 7 los
graficos que cuantifican las caracteristicas morfoldgicas de las fibras musculares,
en la figura 7A, podemos apreciar el nimero de miocitos por seccion de musculo
esquelético, mientras que en la figura 7B se cuantifica el area de los miocitos en
cada uno de los grupos, se observd como durante la obesidad hay una disminucién
estadisticamente significativa, tanto del nimero de miocitos por seccion, como del
area de los miocitos, superior al 25 % (P <0.05), no obstante, al aplicar los
tratamientos, se percibié recuperacidén estadisticamente significativa, en estos
parametros con algunos de ellos, en el caso del nUmero de miocitos por seccion, la
recuperacion se presento con el ejercicio de baja y moderada intensidad y de igual
manera cuando estos se combinaron con diazéxido, la recuperacién oscilé entre un
25-30 % (P <0.05), en cuanto al area de los miocitos se observé recuperacion
estadisticamente significativa con cada uno de los tratamientos superior al 25 % (P
<0.05), presentandose los mejores resultados con el ejercicio de baja y modera
intensidad cuando se aplican de manera individual.

En cuanto a la cuantificacion de la grasa, se muestra en la figura 7C el area
del tejido conectivo y en la figura 7D el porcentaje de grasa dentro y alrededor de
las fibras musculares, se puede apreciar como durante la obesidad incrementé tanto
el area del tejido conectivo como el porcentaje de grasa, presentandose
incrementos superior al 50 % (P <0.05) para ambos parametros, sin embargo, al
aplicar los diferentes tratamientos observamos disminuciones estadisticamente
significativas con cada uno de ellos, disminuciones mayores al 20 % (P <0.05) en el
area del tejido conectivo para todos los grupos e incluso obteniéndose una
disminucién del 70 % (P <0.05) en el caso del grupo obeso ejercicio de alta
intensidad diazéxido. Mientras que en el porcentaje de grasa se apreciaron
disminuciones que oscilaron entre el 30-35 % (P <0.05) con cada tratamiento,
mostrando los mejores resultados el ejercicio de moderada intensidad cuando se
aplico solo y cuando se aplicé en combinacion con el diazéxido.
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Figura 7. Efecto de diferentes intensidades de ejercicio y diaz6xido sobre las caracteristicas
morfolégicas de las fibras musculares de ratas obesas. (A) NUmero de miocitos por seccion, (B)
Area de los miocitos, (C) Area del tejido conectivo, (D) Porcentaje de grasa. C: control; D: diazéxido;
E1l: ejercicio de baja intensidad; E2: ejercicio de intensidad moderada; E3: ejercicio de alta
intensidad; E1D: ejercicio con diazéxido de baja intensidad; E2D: ejercicio con diazéxido de
intensidad moderada; E3D: ejercicio con diazoxido de alta intensidad; O: obeso; DO: obeso
diazéxido; OEL: ejercicio de baja intensidad para obesos; OE2: atleta obeso de intensidad moderada;
OE3: obesidad por ejercicio de alta intensidad; OE1D: diazéxido de ejercicio de baja intensidad en
obesos; OE2D: ejercicio de intensidad moderada para obesos; OE3D: ejercicio con diazéxido de alta
intensidad para obesos. Los datos se representan como media + error estandar. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos (P<0,05) ANOVA de 1 via, prueba
posthoc de Tukey, n = 6.

49



4. DISCUSION

La obesidad en un problema de salud publica creciente a nivel mundial, considerada
como una pandemia que cada afio cobra la vida de méas de 2.5 millones de
personas, debido a consecuencias directas o indirectas (Gihring et al. 2020). La
disfuncién del muasculo esquelético se ha identificado como una importante
complicacion de la obesidad, debido a la atrofia que promueve, lo que conduce a un
estado de inflamacion crénica y de resistencia a la insulina a nivel sistémico y local
(Wu et al. 2017) y favorece la alteracion morfologica y estructural de las fibras
musculares (Brown et al. 2015, Polyzos y Margioris, 2018), lo que se ve reflejado en
la disminucién de la fuerza de contraccion muscular y menor capacidad para
soportar la fatiga, asi como estrés metabdlico y oxidativo (Choi et al. 2015;
Pompeani et al. 2014; Bae et al. 2016; Martinez-Huenchullan et al. 2018).

Por tales motivos, este estudio se centréO en comparar los efectos de tres
diferentes intensidades de ejercicio: baja, media y alta, de manera individual y en
combinacion con el diazoxido, con el fin de analizar la respuesta sistémica y local a
estos tratamientos, en el contexto de la obesidad inducida por la dieta. Con el
objetivo de identificar cual protocolo de entrenamiento resultaba mas eficiente,
sobre todo cuando se combina con el diazoxido, sobre la mejora de las capacidades
metabolicas sistémicas y de las caracteristicas morfologicas de las fibras.
Esperando con ello abrir una ventana de tiempo que permita la implementacion de
un protocolo de ejercicio constante y prolongado que reviertan totalmente los
efectos de la obesidad y a la obesidad en si.

Estudios anteriores han demostrado que la obesidad inducida con una dieta
rica en grasas altera numerosos parametros bioquimicos vy fisiolégicos, debido en
gran medida al incremento de TA que se presenta en esta condicion (Cho et al.
2022) y a su secrecion desregulada de adipocinas (Jung y choi, 2014) y aumento
de macrofagos (Curley et al. 2020; Gihring et al. 2020), lo que desencadena un
estado inflamatorio crénico. Este estado de inflamacion de bajo grado se considera
un vinculo causal entre la obesidad y la Rl (Heo et al. 2018; Miao et al. 2020; Wu et
al. 2020). Por lo tanto, la Rl y el perfil lipidico alterados durante la obesidad, son
caracteristicos de esta condicion y sumamente nocivos para todos los sistemas del
organismo, siendo el musculo esquelético uno de los mas afectados (Martinez-
Huenchullan et al. 2017). Estas alteraciones se comprobaron con los resultados de
este trabajo, ya que la sensibilidad a la insulina (figura 1), los niveles de colesterol
y triglicéridos (figura 2) y los niveles de lipoproteinas (tabla 3) se alteraron en las
ratas obesas con respecto al control. Estos parametros alterados, ademas de ser
marcadores de obesidad, indican alteraciones en el metabolismo de las células,
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especialmente de la célula muscular, lo que eventualmente se asocia con el
deterioro de la fuerza muscular y la aparicién temprana de fatiga (Hong-Choi et al.
2020).

Entre las mas importantes alteraciones desencadenas por la obesidad se
encuentra la RI (figura 1), durante la obesidad, ésta es promovida por varios
mecanismos, los cuales pueden estar mediados por un estado inflamatorio crénico,
muy caracteristico de la obesidad, aunado a un estado oxidativo, detonado de igual
manera por la inflamacion y la activacion de vias de sefializacion, asociadas a esta
condicion, como por ejemplo NFKB y JNK-1 (Wu et al. 2020).

A manera de ejemplo, el exceso de &cidos grasos libres y su incremento
intracelular, caracteristicos de la obesidad, activan la via de la PKC que inhibe al
receptor de insulina (Lipina-Hundal 2016), promoviendo asi su resistencia. Ademas,
la PKC activa la enzima NADPH oxidasa, que incrementa la produccion ERO y
promueve la disfuncién mitocondrial (Sangwung et al. 2020). Cuando se presenta
RI es un indicador de que las células musculares no trabajan correctamente y por
ende no se esta transportando de manera correcta la glucosa al interior de las
células (Small et al. 2019), lo que afecta el metabolismo del tejido muscular,
promueve un estado inflamatorio y oxidativo y a su vez se promueve la Rl en este
(Sangwung et al. 2020).

Durante un estado de RI inducido por la obesidad, se promueve que las
moléculas de TG permanezcan mayor tiempo en sangre, promoviendo la
dislipidemia y permitiendo que otros tejidos diferentes al adiposo queden expuestos
a este flujo de lipidos (Eriksson-Hogling et al. 2015; Wu et al. 2017). Lo que podemos
claramente apreciar en nuestros resultados (figura 2), donde se observa como
durante la obesidad los niveles de TG y colesterol se encuentran drasticamente
incrementados, mientras que en la tabla 3 se observan los niveles de lipoproteinas
alteradas, niveles bajos de HDL y elevados de LDL y VLDL. Los individuos con RI
generalmente presentan dislipidemia, debido al incremento de TA y a una mayor
disponibilidad de acidos grasos libres, caracterizado por niveles de colesterol y TG
aumentados (Klop et al. 2013, Fazakerley et al. 2019), asi como de lipoproteinas
LDL y VLDL y niveles disminuidos de lipoproteinas HDL (Igbal et al. 2017; Azmi et
al. 2021).

No obstante, en este estudio se observé que el tratamiento con los diferentes
protocolos de ejercicio, diazéxido y sus respectivas combinaciones mejoraron la
tasa metabdlica basal, al incrementar la sensibilidad a la insulina y el transporte de
glucosa y al incrementar la capacidad de oxidacion de las grasas (Alamzadeh et al.
2008; Bae et al. 2016; Botezelli et al. 2016; Cartee et al. 2016).
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En modelos sanos se ha reportado los mejores efectos para la mejora de la
sensibilidad alainsulinay el transporte de glucosa, al ejercicio de modera intensidad
(iubaoerjijin et al. 2016; Georsa-neto et al. 2019), lo cual es consistente con lo
observado en nuestros resultados (figura 1). No obstante, podemos apreciar como
todos los protocolos de ejercicio presentaron efectos positivos y como al combinar
los protocolos de ejercicio con diazéxido, dichos efectos se potencializaron y se
obtuvieron los mejores resultados, destacandose el efecto del ejercicio de
moderada intensidad en combinacién con el farmaco. Dichos resultados estan
estrechamente relacionados con las adaptaciones metabdlicas al ejercicio, donde
resalta la activacion de la via AMPK, la cual promueve la sensibilidad a la insulina,
el transporte de glucosa y la oxidacion de acidos grasos (Kjgbsted et al. 2018) y con
la mejora de la sensibilidad a la insulina que se le atribuye al diaz6xido (Alemzadeh
et al. 2008).

En el caso de la patologia, pudimos observar como todos los tratamientos
presentaron efectos benéficos sobre la sensibilidad a la insulina, destacando el
efecto de los protocolos de ejercicio cuando se combinaron con diazoxido (figura 1)
demostrandose como los efectos se potencializan cuando se combinan con el
farmaco. Empero, cabe resaltar los resultados del ejercicio de baja intensidad en
combinacion con el diazoxido ya que son resultados similares a los obtenidos con
el ejercicio de moderada intensidad cuando esta y no combinado con el farmaco, lo
gue resulta benéfico debido a que el protocolo de baja intensidad resulta mas facil
de ejecutar.

Estos datos son sobresalientes ya que hasta el momento la literatura
reportaba el mejor efecto en cuanto a este parametro para el ejercicio de moderada
intensidad (Martinez-Huenchullan et al. 2018), sin embargo, nuestros resultados
indican que, si se combina con el farmaco, el ejercicio de baja intensidad iguala
estos resultados.

Al mejorar la sensibilidad a la insulina, se evita la hiperinsulinemia y con ello
los trastornos metabdlicos que desencadena, los cuales afectan el buen
funcionamiento del tejido muscular (Garneau y Aguer 2019). Tanto el ejercicio como
el diazéxido, promueven la oxidacion de los acidos grasos, evitan la acumulacion
del TA, el flujo de acidos grasos libres y la respectiva activacion, a causa de estos,
de las vias de sefalizacion involucradas en la Rl (Malin et al. 2016). De manera
general esta potencializacion del efecto que tienen los protocolos de ejercicio
cuando se combinan con el farmaco pueden deberse a las propiedades que se le
atribuyen al diazoxido durante la obesidad, es decir, su capacidad de mejorar la
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sensibilidad a la insulina y regular la capacidad del musculo esquelético para captar
la glucosa (Alemzadeh et al. 2008; Bischof et al. 2018).

En cuanto al perfil de lipidos de los individuos sanos (figura 2, tabla 3), los
tratamientos de ejercicio y los tratamientos de ejercicio con diazéxido, a las
diferentes intensidades, no presentaron efectos en los niveles de colesterol, no asi,
en los niveles de triglicéridos, donde pudimos apreciar una evidente disminucion
estadisticamente significativa con cada uno de ellos, sin importar la intensidad o si
estaban o no combinados con diazéxido. De igual manera se observé una mejora
en las concentraciones de lipoproteinas, incremento de HDL y disminucién de VLDL.
Lo cual se debe a que al diazoxido se le atribuye la mejora del perfil lipido a través
de la oxidacién de las grasas (Alemzadeh et al. 2008; Bischof et al. 2018). Lo mismo
qgue al ejercicio donde, a través de la oxidacion de grasas que promueve la
activacion de la via AMPK, se evita la dislipidemia (Atakan et al. 2021), lo que reduce
el colesterol y TG (Harrison et al. 2012; Imierska et al., 2020; Stanton et al. 2022) y
aumenta los niveles lipoproteinas HDL en una forma de respuesta a la dosis y al
volumen del ejercicio (Ruiz-Ramie et al. 2019; Antunes et al. 2020).

Durante obesidad, observamos como todos los tratamientos aplicados, el
diazoxido, las diferentes intensidades de ejercicio y las respectivas combinaciones,
cumplieron sus efectos benéficos (figura 2, tabla 3). Se aprecia como todos los
tratamientos disminuyeron los niveles de colesterol y triglicéridos, incrementaron los
niveles de lipoproteinas HDL y disminuyeron los niveles de LDL y VLDL,
presentandose los mejores resultados con las tres intensidades de ejercicio cuando
se combinaron con diazoxido, sin mostrar diferencias estadisticas entre ellas,
resultados que se atribuyen a las caracteristicas benéficas del ejercicio y el
diazéxido, ya que disminuyen la ingesta de alimento, evitan la ganancia de peso y
promueve la oxidacion de las grasas, evitando el incremento del TA y su lipdlisis,
contrarrestando asi la dislipidemia (Alemzadeh et al. 2008; Stanton et al. 2022), ala
vez que promueven la sensibilidad a la insulina (Kim et al. 2016), mediante la
activacion de diferentes vias de sefalizacion (Imierska et al. 2020; Atakan et al.
2021), efectos positivos que se han identificado se potencializan durante la
obesidad.

De manera general, como consecuencia de la Rl y la dislipidemia, en la
obesidad se desencadena incremento del TA y de su lipdlisis, promoviéndose la
acumulacion de grasa no solo en este tejido, sino de manera ectépica en uno de los
organos mas afectados por la obesidad, el tejido muscular (Gihring et al. 2020),
fendmeno que esta directamente relacionado con el desarrollo de atrofia en musculo
esquelético y el desarrollo eventual de Rl y un estado inflamatorio del tejido (Choi
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et al. 2015; Rahemi et al. 2015). La grasa se acumula adentro (intramiocelular) y
alrededor (perimiocelular) de las fibras musculares (Renzini et al. 2021).

Estudios como el de Martinez-Huenchullan y colaboradores en el 2018, han
demostrado que durante la obesidad se presenta esta acumulacion excesiva de
tejido graso alrededor de las fibras musculares, con nuestro estudio Io hemos podido
corroborar. En lafigura 4 y en la figura 7 se aprecia y cuantifica el incremento de las
vacuolas lipidicas dentro de las fibras musculares y el incremento de la grasa
alrededor de estas, acompafado de la disminucién del numero di miocitos y del area
de las fibras individuales, caracteristicas que se ven reflejadas en el incremento del
peso humedo de los musculos durante la obesidad (figura 3). Esto puede deberse
a que durante la obesidad las moléculas TG permanecen fluyendo a altos niveles
en el torrente sanguineo durante periodos muy prolongados, promoviendo la
dislipidemia y permitiendo que el musculo esquelético quede expuesto a este flujo
favoreciendo la acumulacion (Eriksson-Hogling et al. 2015; Wu et al. 2017).

Esta acumulacion excesiva de grasa en el musculo esquelético, como
consecuencia de la obesidad, se asocia con la alteracion morfolégica de las fibras
musculares, retrasos en la regeneracion del muasculo y aumento de la protedlisis,
provocando disminucion en la cantidad de fibras musculares y su diametro (Brown
et al. 2015; Polyzos y Margioris, 2018; Ahn y kim, 2020), como lo hemos podido
observar en este estudio (figura 4, figura 7).

No obstante los diferentes tratamientos que han demostrado un efecto
sumamente eficiente sobre estos parametros, como lo pudimos observar en la figura
5, donde al aplicar cada uno de los tratamientos de manera individual, se aprecio
disminucién de las vacuolas lipidicas y del porcentaje de grasa en general, aunado
al incremento de la cantidad de miocitos y su area (figura 7) y un efecto
potencializado cuando los protocolos de ejercicio se combinaron con el diazéxido
(figura 6), sobre todo en cuanto a la acumulacion de grasa. Con estos resultados
es importante resaltar las similitudes obtenidas entre los tratamientos, ya que este
papel benéfico se le habia atribuido principalmente al ejercicio de moderada
intensidad (Hannan et al., 2018; Martinez-Huenchullan et al. 2018), con nuestros
resultadas avalamos que el ejercicio de baja intensidad puede presentar la misma
eficiencia cuando se combina con diazéxido.

Estos resultados pueden deberse principalmente a que el diazéxido durante
la obesidad ha demostrado ser un tratamiento eficaz para disminuir el
almacenamiento de grasas, al mejorar la oxidaciéon de acidos grasos y mejorar la
sensibilidad a la insulina (Alemzadeh et al. 2008; Loves et al. 2018; Cowen y
Bathnagar, 2020). Caracteristicas que comparte con el ejercicio, promovidas
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principalmente por adaptaciones metabdlicas asociadas a la via AMPK (Imierska et
al., 2020; Stanton et al. 2022),

5. CONCLUSION

El ejercicio de moderada intensidad, demostroé ser, el tratamiento mas eficiente para
mejorar la sensibilidad a la insulina y el perfil de lipidos durante la obesidad y mejorar
las caracteristicas morfologicas de las fibras musculares; no obstante, el diaz6xido
potencializé los efectos del ejercicio de baja intensidad; mostrando resultados muy
similares al ejercicio de moderada intensidad.
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Coordinacion de la Investigacion Cientifica

¢Qué es el ejercicio?
efinir este término tiene como finalidad
identificar si lo estamos realizando de ma-
nera correcta y asi, eventualmente, po-
damos obtener los mejores resultados al realizar
esta practica. En este sentido, el ejercicio se define
como la union de acciones que realizan en conjun-
to el sistema muscular y 6seo del cuerpo y que tie-
nen como resultado un gasto energético. Entenda-
mos que es cualquier actividad fisica planeada que
se realiza con la finalidad de mejorar y mantener el
correcto funcionamiento del cuerpo.
La implementacion del ejercicio en la vida co-
tidiana, se ha realizado por diversas razones. Desde
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hace miles de afios la caza, agricultura, ganaderia
y construccion, han sido las actividades que el hu-
mano comun ha realizado y que indirectamente
involucran actividades musculo-esqueléticas, las
cuales, ahora definimos como ejercicio.

Sin embargo, el término ha sido mayormente
empleado para referirse al desarrollo y mejora de
las habilidades atléticas y deportivas, para mejorar
la apariencia fisica, o bien, para buscar el bienestar
emocional o simplemente como actividad recreati-
va en solitario o en familia.

La evolucion del ejercicio a través del tiempo

La forma de entrenar y realizar ejercicio se ha
modificado con el paso del tiempo. Estos cambios
principalmente se basan en lo que se esperaba ob-
tener al realizar estas practicas, por ejemplo, en los
primeros siglos de la existencia humana se buscaba
basicamente la supervivencia, y aunque tal vez no
era de manera consciente, su régimen de activida-
des cotidianas les brindaba velocidad, fuerza, resis-
tencia y coordinacion.

El verdadero reconocimiento y valoracion a

quienes realizaban actividades fisicas y deportivas
tuvo su auge en la Antigua Grecia, donde se pro-

movia la competicion para mejorar tanto el bien-
estar fisico como emocional. Se consideraba una
mejor persona a quien hacia deporte y se mantenia
en forma, surgiendo de esto la creacion de los Jue-
gos Olimpicos, donde se le brindaba al vencedor un
gran respeto y admiracion.

Durante la Edad Media, el ejercicio y la practi-
ca de los deportes fueron relegados y dejados a un
lado, solo ciertos grupos selectos tenian la posibili-
dad de realizar estas actividades de dispersion. No
obstante, con el fin de esta época y el surgimiento
del Renacimiento, reaparecio y crecio el interés por
los deportes y las actividades fisicas, es asi como a
lo largo y ancho del mundo, se consideraba al ejer-
ciciocomo una buena forma de armonizar el cuerpo
y el alma, incluso surge la Medicina Deportiva que
converge el gusto e interés por los deportes con su
relacion con el cuerpo humano.

Con la llegada de la Revolucion Industrial, el
desarrollo técnico y cientifico también se vio refle-
jado en los diferentes deportes, ademas, proliferd
una visualizacion de estas practicas desde un punto
de vista mucho mas comercial.

Actualmente, el ejercicio y los deportes son
practicados por diversas razones: recreativo, para
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obtener bienestar fisico y mental, para mejorar la

apariencia, o incluso, por intereses economicos. Sin
importar los motivos por los que se lleven a cabo
estas practicas, la mayoria del tiempo resultan be-
néficas para la salud; no obstante, nada en exceso
es bueno, ni siquiera el ejercicio.

¢Qué pasa si no hago ejercicio?

La falta de actividad fisica y el exceso de se-
dentarismo por parte de la poblacion, han produ-
cido un deterioro en la calidad de vida. La prolife-
racion de diferentes patologias como el sindrome
metabdlico, la diabetes y el cancer, han sido atri-
buidas a estas malas practicas. Se estima que en el
mundo, alrededor de cinco millones de muertes al
afo, estan asociadas con el sedentarismo.

El sedentarismo es un factor de riesgo para
la gran mayoria de las enfermedades cronicas, con-
tribuyendo en la aparicion de complicaciones para
la salud. En la actualidad, existe mayor evidencia
de que la falta de actividad fisica y de ejercicio es-
tan relacionados con el desarrollo de trastornos y
enfermedades cronicas y son causa importante de
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mortalidad e incapacidad. El desarrollo industrial y
tecnologico, aunado al estrés laboral y familiary a
los malos habitos de vida, han influido para que las
personas caminen poco y, en general, realicen me-
nos actividad fisica, ejercicio y deportes.

La falta de actividad fisica ademas de dete-
riorar el funcionamiento musculo-esquelético, de-
teriora la funcidon metabdlica e incrementa el estrés
oxidante, lo que conlleva a un dafo general de to-
dos los 6rganos y sistemas, lo que se relaciona con
el desarrollo de las diferentes enfermedades antes
mencionadas. Pese a todos los efectos negativos
del sedentarismo, los niveles de actividad fisica a
nivel mundial apenas han mejorado desde hace 20
anos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud,
para el ano 2016 se registré que mas de un cuarto
de la poblacion del mundo —lo que equivale a mil
cuatrocientos millones de personas—, no hacen el
suficiente ejercicio fisico recomendado para man-
tener una salud optima.

La media global de inactividad fisica es del
27.5 % de la poblacion. Por género, es del 23.4 %
para los hombres y del 31.7 % para las mujeres. A
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nivel mundial, el pais del mundo donde se hace mas
actividad fisica es Uganda, que nada mas registra
5.5 % de inactividad. Mientras que los paises mas
sedentarios son Kuwait, con un indice de inactivi-
dad fisica del 67 % y Arabia Saudita 53 %. En el caso
de México, las cifras arrojan un 29 % de inactividad
en adultos. Para entender un poco mejor estas es-
tadisticas, con base en numerosas investigaciones
cientificas realizadas a nivel mundial, se consideran
como personas inactivas a los adultos entre 19y 64
anos que hacen menos de 150 minutos de ejercicio
moderado a la semana.

El ejercicio: la cura de nuestros males

La realizacion de ejercicio y actividad fisica
mas alla de ser recreativas y de entretenimiento,
se enmarcan y proyectan como los pilares para
una vida mas sana. Actualmente, la implementa-
cion de un régimen de ejercicio en el dia a dia de
las personas debe ser imprescindible, esto, debido
a las numerosas atribuciones de naturaleza benéfi-
ca que el ejercicio ha adquirido. Se sabe que no solo
mejora el rendimiento fisico, sino que promueve
un sistema fisioldgico saludable, mejora la fuerza

de contraccion muscular y la masa muscular, me-
jora la conduccion neuromuscular, la flexibilidad, la
coordinacion y los reflejos, asi como la capacidad
0sea, la movilidad de las articulaciones, mejora el
metabolismo, el sistemainmune, el sistema nervio-
so, entre muchos otros beneficios, esto, gracias a la
activacion de diversos genes y vias de sefalizacion
celular.

Se ha reportado una reduccion de la inciden-
cia de diabetes mellitus tipo 2 en las personas que
realizan actividad fisica de leve a moderada, al me-
jorar la sensibilidad a la insulina y mejorar el trans-
porte de glucosa. Ademas, se ha observado que la
practica de ejercicio regular, se asocia a una mejoria
de los estados depresivos, favorece el rendimiento
intelectual, las relaciones sociales y la tolerancia al
estrés. También puede ser utilizado como sopor-
te en programas contra el exceso de la ingesta de
alimentos. En las personas de la tercera edad se ha
demostrado que la actividad fisica moderada ayuda
a enlentecer el envejecimiento. En ciertos tipos de
cancer se ha documentado que un régimen de ejer-
cicio moderado, disminuye la recidiva de la enfer-
medad. Ademas, garantiza un sistema cardiorres-
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piratorio mas eficiente, mejora el perfil sanguineo
integral, el transito intestinal, el filtrado glomeru-
lar, entre muchas otras bondades.

Sin embargo, en el ejercicio no todo lo que brilla
es oro

Pese a todos los reportes que posicionan al
ejercicio como un tratamiento no farmacoldgico
para numerosas patologias, asi como para mante-
ner una optima calidad de vida, es importante te-
ner en cuenta que el ejercicio en exceso no es cien
por ciento benéfico. Dependiendo de la edad, el
peso, o bien de si las personas presentan alguna
patologia, el régimen de ejercicio debe ser dentro
de lo posible personaliza-
do, esto, con la finalidad
de que se aproveche y se
obtengan al maximo sus
beneficios. No obstante,
pueden

estos factores

sobermdsgo

Barrett K.E., Barman S.M., Boitano S. y Brooks H. (2010).
Ganong Fisiologia Médica. 232. Edicion. Mcgraw-Hill Inte-
ramericana Editores, S.A. de C.V.
https://www.univermedios.com/wp-content/
uploads/2018/08/Fisiologia-medica-ganong.pdf

Hernandez G.D. y Recoder R.A.G. (2015). Historia de la
actividad fisica y el deporte. Bases Conceptuales. Premisas
Ordenadoras. Sintesis. Literatura. México, Impresos Cha-
vez de laCruz, S.A. de C.V.
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ser considerados Unicamente cuando se da inicio
con el entrenamiento, ya que posteriormente con
un periodo de adaptacion, la persona mejorara su
condicion fisica y podra realizar la actividad sin im-
portar estos factores.

Algunos de los factores por los que el ejer-
cicio de muy alta intensidad puede resultar con-
traproducente, es debido a que puede provocar
rabdomioélisis, condicion que se caracteriza por la
alteracion de las células musculares, o bien, lesio-
nes musculares, articulares u dseas, incluso proble-
mas cardiacos y descenso del sistema inmune.

Por todo esto, es importa mantener un régi-
men de entrenamiento adecuado dependiendo de
las condiciones fisicas y emocionales de

cada persona, para que los beneficios
que el ejercicio ofrezca a la calidad de
vida, sean predominantes en relacion
a los efectos negativos que este pudie-
ra llegar a tener.

http://ened.conade.gob.mx/Documentos/Manuales/
HISTORIA%20DE%20LA%20ACTIVIDAD%20F%-
C3%8DSICA%20Y%20EL%20DEPORTE.pdf

Pancorbo Sandoval A.E. (2008). Medicina y ciencias del
deporte y la actividad fisica. Madrid, Ergon.
https://ergon.es/wp-content/uploads/2015/08/164_me-
dicina_ciencias_deporte.pdf




10. CONCLUSION GENERAL

Los efectos de los diferentes protocolos de ejercicio se ven potencializados por el
diazoxido de manera independiente a su intensidad y duracién. Los mejores
resultados durante la obesidad se obtuvieron al combinar el farmaco con el ejercicio
de baja y moderada intensidad, tratamientos con los que se mejoraron las
caracteristicas morfologicas de las fibras musculares alteradas por la obesidad, lo
que aumentd la capacidad de contraccién muscular y la resistencia a la fatiga al
mejorar la sensibilidad a la insulina y el perfil lipidico a nivel sistémico y reducir de
manera local los niveles de ERO, la peroxidacion de lipidos y mejorar el estado
rédox del glutatién. En individuos sanos se ratificd que los mejores efectos se dan
cuando se aplica un protocolo de intensidad moderada y cémo el diazéxido
potencializa estos efectos.
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