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RESUMEN

La obesidad es un importante problema de salud publica a nivel mundial, se considera una
patologia sumamente importante ya que esta relacionada con una gran cantidad de trastornos
metabdlicos e induce numerosas enfermedades como: desoérdenes cardiovasculares y
respiratorios, diabetes tipo 2 (resistencia a la insulina), enfermedades neurodegenerativas,
osteoartritis y cancer. El musculo esquelético cumple con una amplia variedad de funciones
fisiologicas, por lo tanto, el deterioro del tejido muscular resulta en una disfuncién fisica y
deterioro metabdlico. Actualmente, se ha reconocido que la obesidad provoca atrofia
significativa y disfuncién del musculo esquelético, lo que produce disminucién de la fuerza de
contraccion y una reducida capacidad para evitar la fatiga, asi como resistencia a la insulina
e hiperinsulinemia, lo que provoca un incremento en el estrés oxidante, lo que desencadena

el deterioro de la funcion mitocondrial y celular y eventualmente del organismo en general.

Con la finalidad de contrarrestar los efectos negativos de la obesidad, en este trabajo
se analizo el efecto del abridor de los canales Kare, el diazdéxido, por un periodo de 14 dias,
en el musculo esquelético de ratas wistar macho sometidas a un protocolo de obesidad, ya
que es bien sabido, que la activacion farmacoldgica de los canales Katp con diazéxido, mejora
la contraccion muscular, favorece la resistencia a la fatiga e inhibe la secrecion de insulina,
con el mismo objetivo, se analizé la utilizaciéon de un protocolo de ejercicio, aplicado durante
5 semanas, como un valioso tratamiento no farmacolégico para los trastornos metabdlicos
asociados con la obesidad y de manera independiente se analiz6é su efecto sinérgico con el

abridor de los canales Katp.

Los datos obtenidos en este trabajo mostraron como una dieta alta en grasa indujo
obesidad e incrementd los niveles de glucosa en sangre y como durante la obesidad la
contraccién muscular se deteriord y el musculo presentdé menor resistencia a la fatiga, asi
como un incremento en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) y de peroxidacion
de lipidos. No obstante, se demostré como los tratamientos con el abridor de los canales Katp
y el ejercicio de manera independiente, restauraron el correcto funcionamiento de los
musculos al incrementar la contraccién muscular, brindar resistencia a la fatiga, reducir los
niveles de ERO, la disminucién la peroxidacion de lipidos y el aumento la defensa
antioxidante. Por su parte, la combinacion de ambos tratamientos mostré un efecto sinérgico

durante la obesidad.



PALABRAS CLAVE: Mduasculo esquelético, obesidad, fatiga, estrés oxidante, Diazdxido,

Ejercicio.

ABSTRACT

Obesity is a worldwide major public health problem, it is considered an extremely important
pathology since it is related to a large number of metabolic disorders and induces several
diseases; cardiovascular and respiratory, type 2 diabetes (insulin resistance),
neurodegenerative diseases, osteoarthritis and cancer. Skeletal muscle complies with a wide
variety of physiological functions, therefore, the deterioration of muscle tissue results in
physical dysfunction and metabolic impairment. Currently, it has been recognized that obesity
causes significant atrophy and dysfunction, which produces decreased muscle contraction
strength and a reduced capacity to withstand fatigue, alike insulin resistance and
hyperinsulinemia which causes oxidative stress triggering mitochondrial and cellular

dysfunction and eventually general organism failure.

In order to counteract the negative effects of obesity, in this work we analyzed the effect
of the of the Katp channels opener, diazoxide, for 14 days, in obese skeletal muscle male
Wistar rats, since pharmacological activation of Katp channels with diazoxide, improves muscle
contraction, favors resistance to fatigue and inhibits insulin secretion. With the same objective
the use of an exercise protocol was analyzed for 5 weeks, as a non-pharmacological treatment
for metabolic disorders associated with obesity. Also, the synergistic effect of exercise with the

Kate channel opener was analized.

Data obtained in this work showed how a high fat diet induced obesity and increased
blood glucose levels, deteriorating muscle contraction showing less resistance to fatigue, as
well as an increased reactive oxygen species (ROS) levels and lipid peroxidation. However,
was demonstrated that Katp channel opener treatment and exercise restored the correct
function of muscles by increasing their contraction providing fatigue resistance. Also ROS
levels where decreased, which diminished lipid peroxidation and increased antioxidant
defense. On the other hand, combination of both treatments showed a synergistic effect during

obesity.

KEY WORDS: Skeletal muscle, obesity, fatigue, oxidative stress, diazoxide, exercise.



.  INTRODUCCION

El estudio de la contraccidn muscular ha ayudado a establecer la organizacion del
mecanismo contractil del musculo, ha brindado informacion acerca de los procesos de
contracciéon muscular, de la produccién de fuerza y de la capacidad que el musculo
tiene de fatigarse y recuperarse. Los musculos se clasifican desde el punto de vista

morfologico y funcional (Lopez-Chicharro y Fernandez-Vaquero 2010).

La obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial prevenible, es
el quinto factor principal de riesgo de defuncion humana en el mundo La obesidad es
un estado patolégico que deteriora el funcionamiento del musculo esquelético provoca

aparicion de la fatiga y el dano celular (Abrigo et al., 2016).

La fatiga muscular es el proceso en el cual los musculos que se utilizan
intensivamente muestran una disminucion progresiva del rendimiento, que en gran
parte se recupera después de un periodo de descanso, generalmente dentro de la
primera hora (Allen et al., 2008). Un mecanismo de defensa que se activa en el
musculo durante la fatiga es la apertura de los canales de potasio sensibles a ATP
(canales Katp), tanto del sarcolema como de la mitocondria, los cuales contienen el

potencial de membrana sarcolemal y el estado redox mitocondrial (Flagg et al., 2010).

Farmacologicamente, los canales Katp pueden activarse o inhibirse. Uno de los
activadores del canal Katp mas utilizado es el diazoxido, la apertura de los canales
Katp mediante este farmaco mejora la contraccion muscular durante la obesidad,
promueve la disminucion del peso corporal y mejora la tasa metabdlica basal al

disminuir los niveles sanguineos de glucosa y lipidos (Alemzadeh et al., 2008).

Ademas, el ejercicio es un tratamiento no farmacoldgico para los trastornos
metabdlicos asociados con la obesidad, aumenta la expresion de los canales Katp y
promueve diversas adaptaciones metabdlicas en el musculo esquelético
(Pattanakuhar et al., 2016).



.  ANTECEDENTES

2.1 MUSCULO

Toda capacidad que los seres vivos poseen para realizar los distintos tipos de
movimientos que seran utiles en la realizacién de las actividades cotidianas, estan
regidos por los mecanismos de contraccidon muscular. Son aproximadamente 750
musculos que los seres humanos coordinamos y controlamos a cada momento, lo cual
nos ha permitido adaptarnos al medio que nos rodea, asi como procesarlo e incluso
modificarlo (Lépez-Chicharro y Fernandez-Vaquero, 2010). Debido a que el musculo
representa alrededor del 40% de la masa corporal total del ser humano, es evidente

la importancia de su estudio (Baynes y Dominiczak, 2011).

Todos los mecanismos relacionados con el movimiento estan regidos por el
funcionamiento de los musculos los cuales han sido clasificados en relacién a su
anatomia y fisiologia con la finalidad de brindar una vision y perspectiva mas amplia
para su estudio. Los musculos se clasifican en dos tipos principales, musculo liso y
musculo estriado, a su vez el musculo estriado es dividido en musculo esquelético y

musculo cardiaco (Fig. 1) (Randall et al., 2002).

Cada uno de los tres tipos de musculo: liso, esquelético y cardiaco, juegan un
papel fisioldgico unico, su principal funcidn es convertir la energia quimica en energia
mecanica. Estos tres tipos de musculo a pesar de tener finalidades muy similares, se
diferencian principalmente uno del otro por los mecanismos de inicio de la contraccion,
la velocidad del desarrollo de la fuerza, la duracién de la contraccién y la utilizacion de

los sustratos (Baynes y Dominiczak, 2011).

Una de las principales caracteristicas que relaciona a los tres tipos de musculo,
es su capacidad contractil, los miocitos cardiacos, las células del musculo liso y las
miofibrillas esqueléticas poseen un citoplasma lleno de proteina contractil (Baynes y

Dominiczak, 2011).
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Figura 1. Los tres tipos de musculos presentes en vertebrados. Se aprecian las diferentes
caracteristicas morfologicas de los musculos. a) musculo esquelético, b), musculo cardiaco, ¢c) misculo
liso (modificado de Baynes y Dominiczak, 2011).

2.2 MUSCULO ESQUELETICO

El musculo esquelético se considera como un érgano que se compone de células de
multiples tejidos, es decir, tejido nervioso, tejido conectivo. Etc. Y por supuesto, las
células de tejido muscular en si (Fig. 2). En este contexto, el musculo esquelético es

considerado el 6rgano mas grande del cuerpo humano (Maclaren y Morton, 2012).

Los musculos esqueléticos son los responsables de la postura y de los
movimientos del sistema 6seo (Lopez-Chicharro y Fernandez-Vaquero, 2010). Los
musculos pueden mover partes de un organismo vertebrado ya que cada extremo del
musculo esta unido a alguna otra estructura y cuando el musculo se acorta cambia la
relacion entre los puntos de anclaje. Normalmente, un musculo se halla anclado en
cada extremo por una resistente banda de tejido conectivo llamado tendén. Cada

musculo esta constituido por un complejo multinucleado (Randall et al., 2002).
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El musculo esquelético es un tejido heterogéneo que contiene fibras con
diversas caracteristicas morfolégicas y funcionales. Uno de los parametros mas
importantes que determinan las propiedades funcionales del musculo es su

composicién de fibras (Grasa et al., 2014).

Figura 2. Representacién de las fibras musculares esqueléticas (Modificado de Randall et al.,
2002).

2.3 ESTRUCTURA DEL MUSCULO ESQUELETICO

La estructura del musculo esquelético es muy compleja ya que lo conforma una
cantidad variada de estructuras. El tejido conectivo exterior que rodea a todo el
musculo es el epimisio, el cual lo mantiene unido. A su vez el epimisio esta formado
por pequefios haces de fibras envueltos en una vaina de tejido conectivo, estos haces
reciben el nombre de fasciculos, lo que conforma el perimisio. Por ultimo el perimisio
se encuentra formado por fibras musculares, que son las células musculares
individuales. Cada una de las fibras musculares esta también cubierta por una vaina
de tejido conectivo, denominada endomisio (Wilmore y Costill, 2010; Lopez-Chicharro
y Fernandez-Vaquero, 2010; Maclaren y Morton, 2012).

12



2.3.1 LA FIBRA MUSCULAR

Las células del musculo esquelético se conocen comunmente como fibras musculares
y se diferencian de muchas otras células en el organismo por numerosas razones. Las
fibras musculares tienen una forma unica: son largas y cilindrica y generalmente se
extienden por toda la Longitud del musculo (Maclaren y Morton, 2012). El numero de
fibras musculares por cada musculo varia considerablemente, dependiendo del
tamano y de la funcion de este (Wilmore y Costill, 2010), cada musculo esquelético
esta formado por estas fibras que tienen como promedio un diametro de 50 a 100 um
y una longitud entre 2 y 6 cm (Drucker, 2005).

Las células musculares se componen de aproximadamente de un 75% agua,
20% de proteina y 5% de sustancias tales como vitaminas, minerales, aminoacidos,

hidratos de carbono y lipidos (Maclaren y Morton, 2012).

2.3.1.1 Clasificacion de las fibras musculares

El musculo esquelético realiza una amplia gama de actividades, desde soportar el
peso del cuerpo durante largos periodos de pie en posicion vertical, hasta realizar
movimientos explosivos en respuesta a una amenaza inesperada. Para hacer frente
a estas actividades los musculos estan compuestos por células musculares con
grandes diferencias en su perfil metabdlico, su velocidad de contraccién y su
respuesta al Ca?* (Allen et al., 2008; Westerblad et al., 2010). Las fibras musculares
se pueden clasificar en grupos basados en las propiedades tales como la velocidad
contractil, la expresion de la cadena pesada de la miosina (MHC; por sus siglas en

ingles) y la capacidad metabdlica (Grasa et al., 2014).

En términos generales, las fibras musculares de humanos se pueden clasificar
en tres tipos: fibras tipo | (fibras oxidativas lentas), tipo lla (fibras rapidas glucoliticas
oxidativas) y tipo llx (fibras glucoliticas rapidas) (Maclaren y Morton, 2012),
clasificacion basada en las isoformas de MHC (Allen et al., 2008; Westerblad et al.,
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2010). Ademas, Los musculos de roedores expresan los tres tipos de MHC mas la

isoforma llb, la cual, no se expresa en el musculo humano (Westerblad et al., 2010).

Los diferentes tipos de fibras se encuentran en proporciones variables dentro
de cada musculo. Los distintos tipos y subtipos de fibras, ademas de presentar
diferentes isoformas de miosina y velocidad de contraccién, se diferencian en
aspectos tales como su metabolismo, capacidad de almacenamiento de calcio,

distribucion etc. (Lopez-Chicharro y Fernandez-Vaquero, 2010).

Las células musculares estriadas generalmente se clasifican por sus
propiedades fisiologicas contractiles (rapidas frente a lentas) y por el tipo principal de

metabolismo (oxidativo frente a glucolitico) (Baynes y Dominiczak, 2011).

Las diferencias entre las fibras musculares rapidas y lentas se atribuyen con
frecuencia a la forma en que cada una de ellas maneja el Ca?* celular (Tavi y
Westerblad, 2011).

2.3.1.1.1 Fibras oxidativas lentas

Las fibras de tipo | o fibras oxidativas de contraccion nerviosa lenta, se denominan asi
debido a que la isoforma de la miosina ATPasa presente en estas fibras hidroliza ATP
a una velocidad relativamente lenta. Como resultado, las contracciones ocurren a un
ritmo lento, la fuerza maxima producida es relativamente pequefia (en comparacion
con las fibras de tipo Il) y su produccion de ATP se apoya principalmente por el
metabolismo oxidativo de los carbohidratos y lipidos. Estas fibras son las mas
pequefas de diametro de todas las fibras musculares y aparecen de color rojo debido
a la presencia de grandes almacenes de mioglobina. Estas fibras contienen una gran
cantidad de mitocondrias y por lo tanto son capaces de producir ATP aerobicamente
durante periodos prolongados de tiempo. Como resultado, estas fibras son altamente

resistentes a la fatiga y participan activamente en eventos como ejercicios de

14



resistencia: correr maratones, ciclismo, etc. (Lopez-Chicharro y Fernandez-Vaquero,
2010; Tavi y Westerblad 2011; Maclaren y Morton, 2012).

2.3.1.1.2 Fibras rapidas glucoliticas oxidativas

Las fibras tipo lla se conocen como fibras rapidas glucoliticas oxidativas, dada su
capacidad para producir ATP por el metabolismo aerébico y anaerdbico. Como tal, a
menudo son vistas como intermediarias entre el tipo | y tipo lIx. La isoforma de la
miosina ATPasa presente dentro de estas fibras es capaz de hidrolizar ATP a un ritmo
mas rapido (aproximadamente 3-5 veces mas rapido) que las fibras de tipo |. También
contienen una cantidad moderada de la mioglobina y mitocondrias, lo que las hace un
tanto resistente a la fatiga. Teniendo en cuenta su capacidad para hidrolizar ATP a un
ritmo mas rapido (y por lo tanto con una mayor tasa de contraccion y relajacién), estas
fibras pueden producir una mayor fuerza de la que las fibras de tipo | y son muy activas
durante las actividades de alta intensidad como actividades de capacidad aerébica
maxima o carreras de velocidad (Lépez-chicharro y Fernandez-Vaquero, 2010; Taviy
Westerblad 2011; Maclaren y Morton, 2012).

2.3.1.1.3 Fibras glucoliticas rapidas

Las fibras tipo lIx/b contienen una menor cantidad de mioglobina y mitocondrias (por
lo tanto son de color blanco). Tienen una capacidad limitada para el metabolismo

oxidativo y por lo tanto son menos resistentes a la fatiga de todos los tipos de fibras.

Sin embargo, la isoforma de la miosina ATPasa presente en estas fibras puede
hidrolizar ATP a un ritmo rapido. Por estas razones, las fibras de tipo lIx/b estan
fuertemente utilizadas durante las actividades que requieren tasas maximas de
produccion de fuerza y la formacién de enlaces cruzados, tales como carreras de

velocidad. La produccion de ATP se lleva a cabo a través de la glucolisis anaerdbica
15



o del metabolismo de la fosfocreatina. Estas fibras también tienen una gran capacidad
para la hipertrofia durante los programas de entrenamiento de fuerza, a través de la
acumulacion de proteinas miofibrilares (Lopez y Fernandez, 2010; (Tavi y Westerblad
2011; Maclaren y Morton, 2012).

2.3.2 EL SARCOLEMA

A la membrana celular de la fibra muscular se le denomina sarcolema (Lopez-
Chicharro y Fernandez-Vaquero, 2010). En el extremo de cada fibra muscular, su

sarcolema se funde con el tenddn, que se inserta en el hueso (Wilmore y Costill, 2010).

El sarcolema consiste esencialmente de una bicapa lipidica y de la lamina
basal, que se extiende perpendicularmente desde la superficie del sarcolema a través
del interior de cada fibra de canales membranosos conocidos como tubulos
transversales (tubulos-T) (Maclaren y Morton, 2012).

Igualmente se encuentra entre el sarcolema y la lamina basal un conjunto de
células no diferenciadas o células mononucleares conocidas como satélite. Estas
células son importantes para el musculo esquelético, ya que son capaces de
experimentar diferenciacion para convertirse en fibras musculares maduras durante
lesiones, crecimiento muscular o bien durante el entrenamiento (Hawke y Garry,
2001).

2.3.3 EL SARCOPLASMA

El citoplasma de las células musculares se denomina sarcoplasma (Lopez-Chicharro
y Fernandez-Vaquero, 2010), el sarcoplasma llena los espacios existentes entre las
miofibrillas (Wilmore y Costill, 2010).

16



2.3.4 RETICULO SARCOPLASMICO

Dentro de las fibras musculares se hallan también una red longitudinal de tubulos,
conocida como reticulo sarcoplasmico (RS), estos canales membranosos estan
ubicados de manera paralela a las miofibrillas y dan vueltas alrededor de ellas
(Wilmore y Costill, 2010).

En intima relacion con el RS, se emciemtran los tubulos-T o tubulos
transversos. Estas estructuras son invaginaciones del sarcolema que penetran hacia
el interior de la fibra perpendicular a la superficie (Fig. 3) (Lépez-Chicharro y

Fernandez-Vaquero, 2010).

El RS funciona como un sitio de almacenamiento de iones de Ca®* a
concentraciones en el rango milimolar. La liberacion de Ca?* del RS en el sarcoplasma

es esencial para la contraccion muscular (Maclaren y Morton, 2012).

Tadbulo-T sarcolema

Reticulo
sarcoplasmatico

Micfibrilla

Figura 3. Estructura formada por los Tubulos T y el reticulo sarcoplasmico (modificado de
Silverthorn, 2009).
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2.3.5 MIOFIBRILLA

Las fibras musculares esqueléticas son heterogéneas respecto a su metabolismo y
funcion contractil. También tienen una alta capacidad de adaptacion y plasticidad (Tavi
y Westerblad, 2011).

Cada fibra muscular individual contiene entre varios centenares y varios miles
de miofibrillas. Estas son los elementos contractiles del musculo esquelético (Wilmore
y Costill, 2010). Las miofibrillas son estructuras en forma de varilla que se extienden
en toda la longitud de las de la fibra muscular (Maclaren y Morton, 2012). EI nimero
de miofibrillas presentes dentro de una célula muscular puede ser muy variado, pero
se cree que son alrededor de 2000 en una fibra de musculo adulto. Las miofibrillas
pueden ser consideradas como el aparato contractil de la fibra muscular, ya que
contienen las proteinas contractiles actina y miosina. En conjunto, la actina y la
miosina constituyen 85% de la proteina muscular total, siendo la miosina la mas
abundante (60%). La actina tiene un tamafo de 42 kDa y se conoce como el filamento
delgado, mientras que la miosina se conoce como el filamento grueso, ya que tiene
un tamano de 480 kDa (Maclaren y Morton, 2012).

En el musculo se pueden observar bandas oscuras alternadas con bandas
claras, las bandas oscuras son anisotropicas, por lo que se denominan bandas A 'y
corresponden a toda la longitud de un filamento grueso. En los extremos de la banda
A, los filamentos finos y gruesos se encuentran traslapados. La porcién central solo
esta ocupada por filamentos gruesos. Las bandas claras son isotrépicas, y de aqui su
denominacion de bandas |, y representan a la regién que estd ocupada solo por
filamentos finos. Las bandas | se acortan durante la contraccion, mientras que la
longitud de las bandas A permanece constante. En la mitad de una banda | se aprecia
una delgada linea trasversal: es la linea Z, esta es una estructura en zigzag
compuestas por proteinas de anclaje para los filamentos finos, cada extremo del
sarcomero es una linea Z (Fig. 4). el sarcémero es la unidad funcional de la miofibrilla
y en él ocurren todos los cambios que acontecen en el ciclo de relajacion-contraccion,
en el sarcomero se encuentran traslapados los filamentos gruesos de miosina con los
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filamentos delgados de actina. En el sarcomero también se puede distinguir la zona H
la cual corresponde a la porcion central de la banda A que esta ocupada unicamente
por filamentos gruesos y las lineas M que son las zonas de insercion de los filamentos
gruesos y dividen en dos partes iguales a la banda A. Las bandas | y A estan
constituidas por filamentos finos de actina y filamentos gruesos de miosina (Fig. 4)
(Wilmore y Costill, 2010; Lépez-Chicharro y Fernandez-Vaquero, 2010; Maclaren y
Morton, 2012).

Los filalmentos gruesos se compone de miosina (Baynes y Dominiczak, 2011)
Los filamentos de miosina estan formados por alrededor de 200 moléculas de miosina
(Drucker, 2005) y alrededor de dos tercios de las proteinas de los musculos
esqueléticos son miosina (Wilmore y Costill, 2010). La miosina actia como un

verdadero motor molecular (Lépez-Chicharro y Fernandez-Vaquero, 2010).

Los filamentos finos se componen principalmente de actina (Baynes y
Dominiczak., 2011), los filamentos de actina estan formados por tres componentes
proteicos: actina, tropomiosina y la troponina (Drucker, 2005). Cada uno de los
filamentos de actina tiene uno de los extremos insertado en una linea Z, con el extremo
contrario extendiéndose hacia el centro del sarcomero, cada filamento de actina
contiene un punto activo al que puede adherirse la cabeza de miosina (Wilmore y
Costill, 2010).
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Figura 4. Estructuray niveles de organizacion del musculo esquelético. El sarcomero es la unidad
estructural y funcional del musculo esquelético. Contiene una matriz de filamentos de actina y de
miosina. Los filamentos gruesos de miosina se encuentran traslapados con los filamentos delgados de
actina, que formaran los puentes cruzados para dar origen a la contracciéon muscular (modificado de
Wilmore y Costill, 2010; Lopez-Chicharro y Fernandez-Vaquero, 2010; Maclaren y Morton, 2012).

2.4 FUNCIONAMIENTO DEL MUSCULO ESQUELETICO

Para que las células musculares funcionen requieren ser inervadas, para lo cual el
musculo esquelético esta bien provisto de impulsos neurales por parte del sistema
nervioso y especificamente, a través de la accion de las a-neuronas motoras
(Maclaren y Morton, 2012).
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Cada fibra muscular esta inervada por un solo nervio motor, que finaliza cerca
de la mitad de la fibra muscular. El unico nervio motor y todas las fibras musculares a
las que inerva reciben colectivamente la denominacion de unidad motora (Wilmore y
Costill, 2010).

Una unidad motora se define como una sola a-neurona motora y todas las fibras
musculares que inerva. Para los grupos de musculos pequefios, como los del ojo o la
mano, una unidad motora puede contener sélo unas pocas fibras, mientras que para
aquellas unidades motoras que inervan los musculos grandes de la pierna
normalmente hay unos pocos miles de fibras. El punto de comunicacion entre la
neurona y la fibra muscular se conoce como la unién neuromuscular. Es importante
tener en cuenta que las dos células no se encuentran fisicamente en contacto, sino
mas bien, hay un pequeno espacio entre ellos conocido como la hendidura sinaptica
(Maclaren y Morton, 2012).

2.4.1 La contraccion muscular

Los procesos que provocan que una fibra muscular actue son complejos (Wilmore y
Costill, 2010). La contraccion del musculo esquelético es un proceso que permite
generar fuerza para mover o resistir una carga y se define como la activaciéon de las
fiboras musculares con tendencia a que estas se acorten (Lopez-Chicharro vy

Fernandez-Vaquero. 2010).

El proceso de contraccion inicia por el impulso de un nervio motor. El impulso
nervioso llega a las terminaciones del nervio, denominadas axones terminales.
Cuando el impulso llega, estas terminaciones nerviosas secretan el neurotransmisor
acetilcolina que se une a receptores muscarinicos en el sarcolema. Si se une una
cantidad suficiente de acetilcolina a los receptores, se transmitira una carga eléctrica
a todo lo largo de la fibra muscular que permitira que el sodio traspase la membrana
celular del musculo hacia el interior. A este mecanismo se le conoce como potencial
de accion y se debe generar en la célula muscular antes de que ésta pueda actuar
(Wilmore y Costill, 2010; Maclaren y Morton, 2012).
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2.4.2 Acoplamiento excitacidon-contraccion

El proceso de excitacion-contraccion (EC) se refiere colectivamente a las etapas que
conectan la excitacion muscular y la contraccion del musculo en si. Si bien hay varios
pasos de este proceso, la liberacién de Ca?* del RS es un componente integral
(Maclaren y Morton, 2012).

Para que ocurra el acoplamiento excitacion-contraccion tienen que suceder una
serie de eventos: la liberacidon del neurotransmisor acetilcolina, la activacion de
canales muscarinicos, la apertura de canales idnicos que permite la entrada de
grandes cantidades de Na* al interior de la fibra muscular, lo que inicia un potencial
de accidn el cual se propaga por el sarcolema internandose en la fibra a través de los
tubulos T. Los cambios en el potencial de membrana son detectados por los
receptores de dihidropiridinas (DHPR) que generan una transmision de la sefial a los
receptores de rianodina (RyR) del reticulo sarcoplasmico. Esto provoca la apertura de
los canales de calcio lo cual produce la liberacién de grandes cantidades de Ca?* hacia
el citosol y su unién a la troponina C, la cual sufre un cambio conformacional que
permite la interaccion entre la actina y la miosina (golpe de poder) y en presencia de
ATP provocan el deslizamiento y el acortamiento del sarcoémero llevando a cabo el

proceso de la contraccion (Fig. 5) (Lamb y Westerblad 2011).

Mientras que la contraccion muscular se desencadena por un aumento del
calcio, la relajacion muscular depende de que el calcio sea bombeado activamente de
nuevo hacia el RS (Baynes y Dominiczak, 2011; Maclaren y Morton, 2012). Al terminar
el potencial de accion el Ca?* regresa al interior del RS gracias a una bomba de calcio
dependiente de ATP situada en la membrana del reticulo. (Lépez-Chicharro y
Fernandez-Vaquero, 2010). El calcio debe ser bombeado de nuevo al RS para que
esté disponible para unirse a las proteinas contractiles en un subsecuente potencial

de accién. (Fig. 5) (Periasamy y Kalyanasundaram, 2007).
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Figura 5. Acople excitacion—contracciéon. 1) Se genera un potencial de accién provocado por la
liberacion del neurotransmisor (acetilcolina). 2) El potencial de accion es propagado por el sarcolema y
por los tubulos T. 3) La despolarizacién de los tubulos T causa la activacion de los receptores de
dihidropiridina, 4) lo que provoca la apertura de los canales de calcio del RS los receptores a rianodina.
5) Ocurre la liberacion de grandes cantidades de calcio por parte del RS. 6) El calcio se une con la
troponina, 7) liberando las cabezas de miosina las cuales ejecutan el golpe de poder, 8) con ello
permitiendo que los filamentos de actina se muevan a través de la linea M para que en presencia de
ATP ocurra la contraccién muscular. (Modificado Lamb y Westerblad 2011).

2.5 LA OBESIDAD

Se considera como obesidad a la acumulacion anormal o excesiva de grasa que
puede ser perjudicial para la salud. Normalmente es producto de una alimentacion
exagerada o desordenada alimentacibn o bien por alteraciones metabdlicas u
hormonales y se debe principalmente a un desequilibrio crénico entre el consumo y el
gasto de energia. La obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial
prevenible, es el quinto factor principal de riesgo de defuncion humana en el mundo

(Pompeani et al 2014).

En el 2014 1900 millones de adultos mayores de 18 afos (39%) tenian

sobrepeso, de los cuales, mas de 600 millones (13%) eran obesos- De igual modo 41

23



millones de nifios menores de cinco anos tenian sobrepeso o eran obesos. En México,
el 70% de los mexicanos padece sobrepeso y casi una tercera parte sufre de
obesidad. Mientras que en el estado de Michoacan también alrededor del 70% de la
poblacién la padece (OMS, 2016).

La obesidad esta estrechamente relacionada con el desarrollo del sindrome
metabdlico (Martinez-Huenchullan et al.,, 2018), lo cual desencadena numerosas
enfermedades como la diabetes mellitus tipo Il, accidentes cerebrovasculares y

enfermedades cardiovasculares (Brown et al., 2015).

En la década reciente, se ha reconocido cada vez mas a la disfuncion del
musculo esquelético como otro efecto perjudicial de la obesidad, la cual se caracteriza
por una disminucion de la fuerza muscular y una capacidad reducida para soportar la
fatiga (Martinez-Huenchullan et al., 2018). En el musculo esquelético la obesidad
produce atrofia significativa (Pompeani et al., 2014), provoca retrasos en la
regeneracion del musculo, lo que impide una correcta reparacion y remodelacion de
los musculos dafados, ademas de presentarse un aumentos de la protedlisis y una
disminucidon en el diametro de las fibras musculares y con ello perdida de tejido

muscular (Brown et al., 2015).

En la obesidad se produce un aumento de triglicéridos, diacilglicéridos, 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. ElI musculo sano contiene aproximadamente 1.5 % de grasa
intramiocelular y esto puede aumentar a mas del 5% en las personas obesas (Rahemi
et al., 2015). Esta acumulacion de grasa local intramiocelular altera el metabolismo de
carbohidratos y lipidos lo que perjudica la produccién de energia metabdlica, la cual
es esencial para el mantenimiento de la funcién contractii normal del musculo
esquelético (Espinosa et al., 2016), provocando disminucién en la fuerza de
contraccién y favoreciendo el desarrollo de fatiga, lo que a su vez produce un
incremento en el estrés oxidante (Choi et al., 2015). La obesidad esta asociada con el
deterioro de la funcion mitocondrial, lo que incluye una disminucion de la respiracion
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mitocondrial y de la producciéon de ATP, asi como un aumento en la produccién

mitocondrial de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Heo et al., 2017).

De igual manera, el incremento de la grasa almacenada en el tejido muscular
provoca disminucion en la captacion de glucosa y deterioro de la via de sefalizacidon
de la insulina, provocando resistencia a la insulina, que es la reduccién de la respuesta
de los tejidos diana periféricos a una concentracion fisiologica de insulina lo que
genera hiperinsulinemia (Bae et al., 2016) y produce disfuncién mitocondrial; 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).

El estrés oxidante se ha relacionado con varios modelos de atrofia muscular,
incluyendo la inducida por la obesidad. Durante este proceso se incrementa la
produccion ERO, lo que produce dafio a proteinas, lipidos y acidos nucleicos y
disminuye las defensas antioxidantes, lo que se asocia con la disminucién en la fuerza

de contraccion y favorece el desarrollo de fatiga (Abrigo et al., 2016).

2.6 FATIGA MUSCULAR

La palabra fatiga es utilizada para describir cualquier reduccion en el desarrollo mental
o fisico. En fisiologia, sin embargo tiene un significado mas especifico, y se le definen
como “la falla en mantener la fuerza requerida o esperada” (Macintosh et al., 2006).
También se le define como una disminucién transitoria y recuperable de la fuerza
muscular o la potencia en las contracciones musculares repetidas o continuas (Scott
et al., 2016). La fatiga en el musculo esquelético normalmente se desarrolla durante
las contracciones de acortamiento repetidas, como al caminar o correr (Halvorsen et
al., 2013). Se ha propuesto que alteraciones en la homeostasis del Ca?*y en la
produccion de ERO en el sarcoplasma son responsables de la fatiga muscular (Garcia

et al., 2009; Kuwahara et al., 2010).
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La fatiga se caracteriza principalmente por una pérdida de la fuerza muscular
gue se manifiesta con la disminucion tanto de la fuerza como de la velocidad y para
distinguir la fatiga de la debilidad muscular o de algun tipo de dafo, es importante
tener en cuenta que la pérdida de energia con la fatiga es siempre reversible con el
reposo (Fitts, 2007).

La fatiga es generalmente provocada por una activaciéon intensa del musculo
esquelético y como ya se menciond, generalmente trae como resultado una
disminucion de la funcién contractil que se invierte después de un periodo de reposo.
Esta disminucion es en la mayoria de los casos altamente dependientes de la
capacidad del sistema metabdlico aerdbico y por ende, del tipo de fibras que el
musculo posea. Por consiguiente, bajo condiciones normales, las fibras musculares
oxidativas lentas son marcadamente mas resistente a la fatiga que las fibras

glucoliticas rapidas (Westerblad et al., 2010).

Por otro lado, algunos estudios revelan que el desarrollo de fatiga es
significativamente mayor durante las contracciones isotonicas (acortamiento) en
comparacion con las contracciones isométricas, lo que sugiere que el desarrollo de la
fatiga depende también del tipo de contraccion que el musculo desarrolle (Halvorsen
et al., 2013), como se describié anteriormente, la contraccidén del musculo esquelético
es controlada por una sucesidon de eventos, por lo que la fatiga puede ser debida
también a alteraciones o fallo en uno o mas de los muchos pasos implicados en la

secuencia del acople excitacion-contraccion (Lamb y Westerblad, 2011).

La fatiga puede ser de dos tipos: central, que se refiere a algun dafio en la a-
motoneurona; periférica, que se refiere a cada uno de los eventos subsecuentes de la

contracciéon muscular (Westerblad et al., 2010).

Debido a la fatiga muscular ocurren cambios en la composicion quimica del

mioplasma tales como:
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e Acumulacién de H+ y lactato por la hidrolisis de glucoégeno muscular.

e Aumentan los niveles de fosfato inorganico (Pi) y ADP por la hidrolisis de ATP, y
un aumento en el fosfato diprotonado debido al amortiguamiento del acido lactico
por el sistema bicarbonato/fosfato.

e Disminucién de la fosforilacidon de la creatina, produciéndose poco ATP.

¢ Aumento en la concentracion de calcio, debido a la reduccion de su bombeo hacia
el RS.

e Activacion de los canales de potasio sensibles a ATP del sarcolema y de
organulos intracelulares como la mitocondria.

e entrada de agua.

¢ Aumento en los niveles de ERO (Allen et al., 2008)

2.7 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Las ERO son detectables en practicamente todos los 6rganos y tejidos su produccion
se relaciona ampliamente con la actividad metabdlica (Hernandez et al., 2012). Se ha
sugerido que el musculo esquelético es la principal fuente de generacion de ERO
(Powers et al., 2011).

La mitocondria es considerada comunmente como la principal fuente de ERO
en las células del musculo esquelético. La generacion mitocondrial de ERO aumenta

durante la actividad contractil intensa (Barbieri y Sestili, 2011; Jackson, 2011).

Las ERO han sido tradicionalmente consideradas como subproductos toxicos
del metabolismo, con el potencial de causar dafios a los lipidos, carbohidratos,
proteinas y ADN (Beckendorf y Linke, 2015); Por ello, han sido durante mucho tiempo
consideradas como especies nocivas para el tejido muscular esquelético (Barbieri y
Sestili 2011).

Las ERO se generan en el musculo esquelético con la actividad normal y
también en condiciones patoldgicas y se cree que afectan la funcion muscular tanto
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a corto como a largo plazo (Dutka et al., 2011), existe evidencia de que las ERO son

factores causales de varias enfermedades musculares (Barbieri y sestili 2011).

Debido a que las ERO se producen en los musculos activos se ha sugerido su
participacion en el desarrollo de la fatiga. Se ha observado que su formacion masiva
en respuesta al desarrollo de fatiga muscular afecta negativamente a la contractilidad
(Zuo et al., 2011) y existe una relacién dosis dependiente entre los niveles de ERO y
la reduccion de la contractibilidad muscular y la ocurrencia de fatiga (Fernandez et al.,
2009).

Como se muestra en la figura 5, las ERO modulan una variedad de procesos
celulares que pueden limitar la contraccion. Esto incluye la funcién del sarcolema, la
regulacion del calcio, la interaccion de los miofilamentos y el metabolismo
mitocondrial. A nivel molecular; las ERO alteran una serie de proteinas reguladoras
en el musculo esquelético incluyendo los canales de potasio del sarcolema, los
canales liberadores de calcio del reticulo sarcoplasmico, la ATPasa, la troponina, la
tropomiosina, el sitio activo de actina, las cadenas de miosina, las proteinas que

regulan el metabolismo de la glucosa (Reid, 2008).
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Figura 6. Sitios de accion de ERO en el musculo. El diagrama del tejido muscular ilustra mecanismos
sensibles a ERO que pueden promover la fatiga in vivo al inhibir un proceso (flechas grises) o
estimulando un proceso (flechas negras). 1) funcién sarcolemal; 2) liberacién de calcio RS a través del
canal de liberacion de calcio sensible a rianodina (RyR); 3) recaptacion de calcio del RS a través de la
ATPasa sensible al calcio; 4) contraccion del miofilamento; 5) metabolismo mitocondrial; 6) control
microvascular; 7) retroalimentacion aferente al sistema nervioso central (modificado de Reid 2008).

No obstante lo anterior las ERO no son necesariamente perjudiciales, ya que
median una amplia gama de procesos fisioldgicos, incluida la sefalizacion y la

regulacion celular (Beckendorf y Linke, 2015).

A este respecto, las ERO, al menos a concentraciones fisiologicas normales,
desempeiian un papel funcional en los procesos fisiologicamente relevantes de las
células musculares (barbieri y sestili, 2011), ya que se ha demostrado que tienen

efectos complejos sobre la produccién de fuerza muscular (Jackson, 2009).

Por ello, las ERO a bajos niveles son esenciales en el musculo esquelético
durante condiciones basales para la produccion de fuerza normal. De hecho, su

agotamiento en el musculo esquelético, resulta en la disminucién de la produccion de
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la fuerza muscular; en contraste, un aumento moderado en su producciéon aumenta la

produccion de fuerza (Powers et al., 2011).

La sobreproduccion de ERO, provoca cambios en la composicion quimica del
mioplasma, como la activacion de los canales de potasio sensibles a ATP del
sarcolema y de organulos intracelulares como la mitocondria. Lo anterior con la
finalidad de contrarrestar los efectos perjudiciales del estrés oxidante en la maquinaria

contractil muscular (Allen et al., 2008).

2.8 CANALES DE POTASIO SENSIBLES A ATP

Se han identificado canales de potasio regulados por variaciones en las
concentraciones intracelulares de ATP en numerosos tejidos. Los canales de potasio
sensibles a ATP (canales Katp), se han identificado, en la membrana celular y en la
membrana interna de las mitocondrias. Varios estudios han demostrado que los
canales Katp desempenan un importante papel en la proteccion de los tejidos
(Constant-Urban et al., 2013). Los canales Karp fueron descritos por vez primera en
1987 por Akinori Noma en parches aislados de membrana plasmatica de
cardiomiocitos ventriculares y desde entonces se ha profundizado en el estudio de su
modulacién por el ATP, la activacion por ADP, la modulacion farmacoldgica, su
apertura, su regulacién, la comprension de su estructura molecular y su funcion
fisiologica en musculo cardiaco, esquelético y liso. Esto ha permitido identificar roles
especificos de los canales Katp en el musculo, incluida la proteccion isquémica en el
corazodn, la proteccion contra el dafio de la fibra en el musculo esquelético, y el control

de tono vasomotor en el musculo liso (Flagg et al., 2010).

Los canales Katp sirven como sensores metabolicos, que se abren en
situaciones de estrés y transducen cambios metabdlicos en alteraciones del potencial

de membrana y flujos de iones trans sarcolematicos (Kraijevic et al., 2015).
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Actualmente, se sabe que los canales Kartp contienen el potencial de membrana
sarcolemal y regulan el estado redox mitocondrial, ademas juegan un papel importante
como sensores de ATP y ADP intracelular (Hibino et al., 2010), cerrandose cuando
los niveles de ATP son altos y abriéndose cuando aumentan los niveles de ADP
(Szabo y Zoratti 2014).

En el musculo esquelético estos canales se activan durante la fatiga y el estrés
metabdlico, por lo que su funcion ha adquirido importancia biomédica como blando
terapéutico para tratar algunas enfermedades tales como la diabetes, la isquemia
cardiaca y neuronal y la fatiga muscular, donde en esta ultima afeccién, el canal se
vuelve crucial en la prevencion de la disfuncion contractil y dafio en las fibras (Scott et
al., 2016).

A nivel molecular estos canales se componen de un receptor a sulfunilureas, la
subunidad SURx (SUR1, SUR2A O SUR2B), acopladas a un canal de potasio tipo
rectificador entrante, la subunidad Kir6.x (Kir6.1 o Kir6.2), la subunidad Kir6.x consta
de una disposicidon tetramérica de subunidades, cada una compuesta de 2 hélices
transmembranales, una region formadora de poro, un amino terminal y un carboxilo
terminal. Se ha descrito, que la subunidad Kir6.x mas abundante en las fibras
musculares esqueléticas es Kir6.2. Por otro lado la subunidad SURx posee 17
regiones transmembrana agrupadas en 3 dominios transmembranales TMDO, TMD1
Y TMD2, cada unidad SURx cuenta con dos dominios de union a nucleotidos, NBD1
y NBD2 (figura 6) (Flagg et al., 2010; Hibino et al., 2010; Szabo y Zoratti 2014).

La subunidad SURx actua como reguladora del canal y le confiere la
sensibilidad al ADP y las caracteristicas farmacologicas distintivas de los canales Katr.
La subunidad Kir6.x forma el poro del canal, el cual media la inhibicion dependiente
de ATP de estos canales. El canal Karp integrado por las estructuras de las
subunidades Kir6.x y SURx en conjunto forman un octamero con una estequiometria
4:4 (Figura 6) (Flagg et al., 2010; Hibino et al., 2010; Szabo y Zoratti 2014).
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Figura 7. Estructura del canal Karp y las subunidades que lo conforman. El canal Katp es un
complejo hetero-octamero que comprende dos tipos de subunidades: un poro formado por subunidades
Kir6.x (Kir6.1 o Kir6.2) y la subunidad reguladoras SUR (SUR1, SUR2A O SUR2B) (Modificado de Flagg
et al.,, 2010).

La funcion de los canales Karp del sarcolema (sarcoKate) depende de la
concentracion de ATP. Este tipo de canales tiene baja probabilidad de apertura en
condiciones de reposo, pero incrementan su apertura cuando bajan las
concentraciones de ATP, promoviendo la entrada de potasio, con lo cual aleja a las
células del umbral de excitacién. Asi, la actividad electrofisiolgica de los canales Katp
contienen el estado metabdlico de la célula, mientras que la funcién principal de los
canales Katp de la mitocondria (mitoKaTr) es el control del volumen de la matriz
mitocondrial y en menor proporcién actuan en la regulacion de la actividad eléctrica
(Tricarico et al., 2010).

2.9 PAPEL DE LOS CANALES Kater DURANTE LA FATIGA

Durante la fatiga, los canales sarcoKatp se activan cuando descienden los niveles de
ATP y cuando se incrementan los niveles de ADP y H*. La salida de K* incrementa la
concentracion en el exterior, como consecuencia, la membrana se hiperpolariza y se
inactivan los canales de Na*, lo que disminuye el potencial de accion vy la liberacion

de calcio por el reticulo sarcoplasmico, lo que a su vez disminuye la tensidn
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desarrollada por el aparato contractil, la activacion de puentes cruzadosy la actividad
de la miosina ATPasa. Todo ello contribuye a preservar los niveles de ATP (Andrade
et al., 2011).

Respecto al canal mitoKarp, sus funciones principales son el control del
volumen de la matriz mitocondrial y la modulacién de la produccién de ATP. Cuando
la respiracion se inhibe, como ocurre durante la fatiga y la isquemia, el volumen
mitocondrial disminuye (Montoya-Pérez et al., 2010). El aumento en los niveles de
ATP en la mitocondria inducida por la apertura de los canales mitoKatp esta
involucrada en la proteccién del musculo durante la fatiga como se describe a
continuacion. La entrada de K* a la matriz por la apertura de los canales mitoKartp,
esta acompafnada de la entrada de agua, causando un aumento del volumen
mitocondrial. El flujo de K* esta regulado por el intercambiador K*/H*, el cual permite
el ingreso de H* y la salida de K* para mantener el volumen de la matriz. La
disminucion de los niveles de ATP provoca la apertura de los canales mitoKarp, la
entrada de K* y un aumento de la turgencia de la matriz; esto incrementa la respiracion
mitocondrial y aumenta la sintesis de ATP, lo que favorece la contraccion muscular y
disminuye la fatiga (Andrukhlv et al., 2006; Costa et al., 2006).

Se ha propuesto que la apertura de los canales mitoKatp confiere proteccion
mediante un aumento moderado en la produccion mitocondrial de ERO en
cardiomiocitos y células de musculo liso vascular y corazones perfundido. Las ERO
mitocondriales producidas en respuesta a la apertura de los canales mitoKatp sirven
como segundos mensajeros para activar cinasas que participan en la ruta de
senalizacion que confiere cardioproteccion en eventos de isquemia-reperfusion

cardioprotectora (Costa et al., 2006).

2.10 REGULACION FARMACOLOGICA DE LOS CANALES Katp

Desde el descubrimiento de los canales Katp, diversos trabajos se han enfocado en

definir sus propiedades electrofisiolégicas y su farmacologia, incluyendo sus
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propiedades biofisicas a nivel de canal unitario, la regulacién por los nucleétidos y su

respuesta a abridores y bloqueadores (Constant-Urban et al., 2013).

Farmacologicamente, los canales Karp son receptores para los abridores vy
bloqueadores, ya que estos canales, pueden activarse (abrirse con agonistas del
canal) o inhibirse (cerrarse con antagonistas del canal). Una variedad de moléculas
funcionan como activadores del canal lo que incluye al diazéxido, nicorandil, el
BMS191095, cromakalim, levcromakalim, el EMD60480, el EMD57970, pinacidil, el
RP66471, minoxidil y el KRN2391. Sin embargo, de acuerdo con los hallazgos
encontrados en células cardiacas y en mitocondrias aisladas, los compuestos mas
selectivos para los canales mitoKate son el diazéxido, el nicorandil y el BMS191095
los cuales tienen una actividad muy baja sobre los canales del sarcolema (Garlid et
al., 2006).

La apertura de los canales mitoKatp por los agentes antes mencionados dan
como resultado la despolarizacion de la membrana intramitocondrial por entrada de
K*, lo que simultaneamente produce una reducciéon de la sobrecarga de calcio

mitocondrial (Jasova et al., 2016).

Los abridores de los canales Katp protegen al corazon contra la lesion por
isquemia-reperfusiéon mientras que los bloqueadores previenen esta proteccion. Por
otra parte, se ha demostrado que los abridores de canales Katp como el cromakalim
y el diazéxido son protectores en modelos cerebrales de isquemia-reperfusion (Bajar
et al., 2001). De igual modo, el diazdxido retrasa la aparicion de la fatiga en las fibras
de musculo esquelético rapido de mamiferos (Garcia et al., 2009) y aumenta la tension
post-fatiga en el musculo esquelético lento del pollo (Sanchez-Duarte et al., 2012). El
nicorandil otro abridor de los canales Karp, protege al musculo esquelético contra la

lesion por isquemia-reperfusion (Cahoon et al., 2013).

Como se menciond anteriormente, el diazéxido es uno de los activadores de
canal mitoKatp mas utilizado, activa al canal mitoKatp con una potencia mil veces
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mayor que al canal Katp del sarcolema, lo que lo hace una herramienta farmacoldgica
que permite discriminar entre los canales Katp sarcolemales y los mitocondriales,
aumentando asi el tiempo para el desarrollo de contractura y mejorando la

recuperacion funcional (Garlid et al., 2006).

La activacion farmacologica de los canales Katp con diazéxido, mejora la
contraccién muscular, favorece la resistencia a la fatiga (Garcia et al., 2009), reduce
los niveles de ERO, disminuye la peroxidacion lipidica, y aumenta las defensas

antioxidantes (Moghtadaei et al., 2012).

2.11 EL DIAZOXIDO

El diazéxido (7-cloro-3-metil-4H-1,2,4-benzotiadiazina 1,1-didxido, CsH7CIN202S) es
un derivado de benzotiadiazina (figura 7) que aumenta el tiempo de apertura de los
canales mitoKatp Tiene afinidad por la subunidad SUR del canal, especificamente
actua sobre SUR2A Y 2B del musculo cardiaco y esquelético (Constant-Urban et al.,
2013).

// \\
O O

Figura 8. Estructura del diazoxido. 7-cloro-3-metil-4H-1,2,4-benzotiadiazina 1,1-diéxido
(CgH7CIN202S) (Constant-Urban et al., 2013).
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Ademas de tener efecto protector en los tejidos al ser un abridor del canal
mitoKarp, el diazéxido es un vasodilatador, un inhibidor de la secrecion de insulina, al
interactuar con los canales Katp de las células beta de los islotes pancreaticos. Se
considera un farmaco que resulta benéfico para algunas patologias, como la obesidad,
ya que reduce la ingesta de alimentos y el aumento de peso, evita la hiperinsulinemia,
mejora la sensibilidad a la insulina, mejora la glucemia y el perfil lipidico, lo que en

conjunto contrarresta la difusion mitocondrial (Alemzadeh et al., 2008).

Es probable que la atenuacion de la liberacion de insulina por parte del
diazoxido esté mediado por la hiperpolarizacién de las células, proporcionando asi un

descanso celular al reducir la liberacién de insulina (Alemzadeh y Tushaus, 2004).

La utilizacién de diazoxido durante la obesidad es una alternativa eficaz para
contrarrestar los efectos negativos de dicha patologia, ya que mejoran el
funcionamiento muscular, con lo que se evita el dafio celular, se incrementan las
defensas antioxidantes y se retrasa la aparicion de la fatiga (Alemzadeh et al., 2008;
Garcia, 2009, Moghtadaei et al., 2012).

2.12 EJERCICIO

La inactividad fisica se considera en la actualidad un factor de riesgo de enfermedad
cardiovascular y una variedad cada vez mayor de otras enfermedades cronicas, tales
como la diabetes, el cancer (de colon y mama), la obesidad, la hipertension,
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 aumento en el metabolismo tisular debido a proliferacion
mitocondrial e incremento en la sensibilidad a la insulina y de la capacidad

cardiorrespiratoria (Di meo et al., 2017).

El ejercicio es un conjunto de acciones motoras musculo-esqueléticas, que

mejoran de manera no farmacologica el funcionamiento muscular, La actividad fisica
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promueve diversas adaptaciones metabdlicas y funcionales en el musculo
esquelético. El ejercicio de resistencia se recomienda para el tratamiento y prevencion
de diversas patologias, ya que promueve la biogénesis mitocondrial, proporciona una
mejora significativa en la funcién del musculo esquelético, mejora la contraccion

muscular y brinda resistencia a la fatiga (Lambertucci et al., 2006).

Por el contrario, los bajos niveles de actividad fisica diaria estan asociados con
un fenotipo de musculo esquelético mas glucolitico y altos niveles de actividad fisica
diaria promueven un tipo de fibra muscular esquelética mas oxidativa, asi como un

aumento en el contenido mitocondrial intramuscular y antioxidantes (Hyatt et al., 2015)

La respuesta al ejercicio depende de la intensidad, la duracion y el tipo de
ejercicio, ya que cuando el ejercicio es de muy alta intensidad, causa una generacion
excesiva de ERO, provoca estrés oxidante, inflamacién y dano estructural a las células
musculares. Por tal motivo, para que un régimen de ejercicio resulte benéfico y no
perjudicial, se deben mantener niveles de intensidad y duracién de medios a bajos
(Lu, et al., 2016).

Sin embargo, se necesitan bajas concentraciones de ERO durante el ejercicio,
para que se establezcan ciertas adaptaciones en los tejidos musculares (Bidi et al.,
2015), La relacion dosis-respuesta entre la produccion de ERO y la adaptacion
muscular no ha sido facil de determinar. El concepto de hormesis, derivado del campo
de la toxicologia, describe la relacién de respuesta a la dosis cuando un factor de
estrés es benéfico en niveles moderados y perjudicial a altos niveles, se ha propuesto
que el modelo de hormesis dependiente de ERO podria explicar algunas de las
respuestas al ejercicio (Espinosa et al., 2016). Se ha demostrado que las ERO pueden
aumentar la expresién y actividad de ciertas enzimas antioxidantes, por activacion de

vias de sefializacion en el musculo esquelético (Wang et al., 2016).

Se ha demostrado que la activacibn de los canales Katp aumenta la
vasodilatacion en respuesta a la isquemia, lo que indica la posibilidad de que los
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canales de Kartp contribuyan sustancialmente al suministro de O2 al musculo

esquelético durante el ejercicio (Holdwoth et al., 2015).

Por otro lado, el ejercicio aumenta la expresion de los canales Karp
sarcolemales lo que mejora la funciodn de los cardiomiocitos y ha sido asociado con un
aumento en la expresion de la subunidad SUR2A del canal Katp en la isquemia
cardiaca, lo cual mejora la velocidad y magnitud del acortamiento del potencial de
accion que ocurre en respuesta a la aceleracion de la frecuencia cardiaca. Esta
adaptacion en la excitabilidad de la membrana es critica para optimizar el consumo
de energia cardiaca y este mecanismo, posiblemente podria ser extrapolable al

musculo esquelético (Brown et al., 2005; Zingman et al., 2011; Kraljevic et al., 2015).

Por lo anterior, el ejercicio es un valioso tratamiento no farmacoldgico para los
trastornos metabdlicos asociados con la obesidad. La prevencién del aumento de
peso mediante el aumento de la actividad fisica es una estrategia clave para prevenir
la epidemia mundial de la obesidad. Sin embargo, el 58% de los nifios de entre 6-11
afnos y aproximadamente el 92% de los adolescentes de 12-19 afios no cumplen con
las dosis recomendadas de actividad fisica diaria (Hyatt et al., 2015). La actividad
fisica regular desempena un papel clave en la reducciéon del riesgo de obesidad al
aumentar el gasto energético. El musculo esquelético es el principal érgano diana que
participa en el ejercicio. Es ampliamente aceptado, que un factor de motilidad se libera
durante la contraccion del musculo esquelético, lo que puede mejorar la funcion

muscular (Bae el al., 2016).

Uno de los principales efecto de la obesidad se presenta en la dinamica de las
fibras del musculo esquelético, ya que altera la distribucién normal de las fibras
musculares y se ha demostrado que algunos protocolos de ejercicio pueden revertir

la distribucion anormal de dichas fibras (Pattanakuhar et al., 2016).

El ejercicio disminuye la grasa almacenada en el musculo, con lo que se mejora

la contraccion muscular, aumenta la sensibilidad a la insulina de las células de todo el
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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).

La captacion de glucosa en el musculo en contraccion experimenta una
regulacion compleja dependiente de varios factores: la administracion de glucosa, el
transporte de glucosa y el metabolismo de la glucosa a nivel de tejido. Durante el
ejercicio, hay un aumento de hasta 20 veces en el flujo sanguineo que mejora la
entrega de glucosa al musculo que se ejercita. EI musculo entrenado utiliza
combustibles de manera mas eficiente que el musculo no entrenado. El ejercicio
regular mejora la absorcion total de glucosa en el musculo esquelético estimulada por

la insulina y la contraccion (Mcgarrah et al., 2016).

Ademas, como ya se menciond, se ha documentado que el ejercicio de
resistencia aumenta las defensas antioxidantes, a través de un mecanismo hormético
lo que vuelve al musculo mas resistente al estrés oxidativo (Ji et al., 2006). Todos
estos mecanismos en conjunto, protegen contra la disfuncidon mitocondrial producida
por la obesidad, disminuyendo los niveles de ERO, mejorando la respiracion y

promoviendo la beta oxidacidén de acidos grasos (Lambertucci et al., 2006).

Algunos estudios han demostrado que la inhibicion de la respiracion
mitocondrial por la obesidad se puede atenuar mediante el entrenamiento aerdbico.
De igual modo, el aumento en la produccion de ERO inducida por la obesidad puede
disminuir mediante el entrenamiento aerdbico, el cual estimula la produccion y la

actividad de los sistemas antioxidantes miocelulares (Heo et al., 2017).

La obesidad es un estado patologico que deteriora el funcionamiento del
musculo esquelético, provoca la aparicion de la fatiga y el dano celular. Se ha
documentado que el tratamiento con los abridores de los canales Katp y el ejercicio
regular mejoran el funcionamiento muscular, con lo que se evita el dafio celular, se
incrementa la defensa antioxidante, se retrasa la aparicion de la fatiga y se reduce la

sintomatologia causada por la obesidad.
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. HIPOTESIS

La apertura de los canales Katp y el ejercicio mejoran de manera sinérgica el

funcionamiento muscular en la obesidad al disminuir el estrés oxidante.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la apertura de los canales Katp y el ejercicio de manera sinérgica

mejoran el funcionamiento muscular en la obesidad al disminuir el estrés oxidante.

V. Objetivos especificos

e Determinar si la apertura de los canales Katp y el ejercicio regular mejoran la

contraccién y la resistencia a la fatiga en musculo esquelético de ratas obesas.

e Evaluar el efecto de la apertura de los canales Kartp y el ejercicio sobre el estrés
oxidante y la peroxidacion lipidica en el musculo esquelético de ratas obesas.

e Evaluar el efecto de la apertura de los canales Katp y el ejercicio sobre los
niveles de glutation en musculo esquelético de ratas obesas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biol6gico

Se utilizaron ratas macho Wistar de aproximadamente 300 g, las cuales se dividieron
en 8 diferentes grupos: control (C), diazoxido (D), ejercitadas (E), obesas (O), obesas
con diazoxido (OD), obesas ejercitadas (OE), obesas ejercitadas con diazoxido (OED)
y ejercitadas con diazdxido (ED). Para los grupos a los que se les indujo la obesidad
les fue suministrada una dieta alta en grasas al 50% (pellet, manteca vegetal, manteca
animal) por un periodo de 5 semanas, a los grupos tratados con diazdxido les fue
administrado el farmaco a una dosis de 35 mg/kg por un periodo de catorce dias via
intraperitoneal, finalmente, los grupos ejercitados fueron sometidos a un protocolo de
ejercicio por un periodo de 5 semanas el cual consistio en: para ratas control 10 m/min
x 10 min/1 semana, 10 m/min x 10 min, 16 m/min x 5 min/1 semana, 10 m/min x 5
min, 16 m/min x 5 min, 22 m/min x 5min/2 semana y 10 m/min x 5 min, 16 m/min x 5
min, 22 m/min x 10 min/1 semana y para ratas obesas de 10 m/min x 10 min/1 semana,
10 m/min x 10 min, 16 m/min x 5 min/1 semana, 10 m/min x 5 min, 16 m/min x 10 min/2

semanas y 10 m/min x 5 min, 16 m/min x 15 min/1 semana (Bae et al., 2016).

Durante el establecimiento de los protocolos se determinaron el peso y la

glucosa utilizando una bascula y un glucémetro Accu Check Performa ®.

6.2 Diseccion de los musculos

Las ratas se sacrificaron por dislocacioén cervical, una vez concluidos los tratamientos
y se realizd la diseccion y obtencién tanto del musculo lento, el musculo séleo, como
del musculo rapido, el musculo extensor digitorio longus (EDL), de las dos patas
traseras. Los musculos de una de las patas se mantuvieron con solucion fisioldgica

Krebs-Ringer, para posteriormente, ser llevados a registro de tension. Por otro lado,
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los musculos de la otra pata fueron almacenados en ultra congelacion (-70 °C) para

posteriormente ser homogenizados para la realizacion de pruebas bioquimicas.

6.3 Registro de tensién

Los musculos Sdleo y EDL fueron colocados en una caja de Petri revestida con fondo
de resina transparente (Sylgard) donde se fijaron con ayuda de alfileres entomoldgicos
inmersos en solucion Krebs-Ringer (118 mM NaCl, 4.75 mM KCI, 1.18 mM MgSOeu,
24.8 mM NaHCOs, 1.18 mM KH2PO4, 10 mM Glucosa y 2.54 mM CaClz) (Steward et
al., 2011) y se suministré gas carbdgeno (95 % de CO2y 5 % O2). El exceso de tejido

graso y conectivo se retird bajo el microscopio estereoscopico.

El musculo se montd en una camara para el registro de tension isométrica, con
su extremo proximal sujeto al fondo de la camara y el extremo distal al gancho de un
transductor 6ptico (World precision instruments), el cual se conecté a un amplificador
(World precisién instruments) y este a su vez a una interfase analégico-digital (World
precision instruments) que permitié adquirir la tensién generada por el musculo en una
computadora, mediante el software Axoscope (Axon Instruments, USA). Se colocaron
dos electrodos de platino dentro de la cdmara de registro, los cuales se encontraban
conectados a una unidad aisladora de estimulos (Grass) con la finalidad de aplicar el
protocolo para inducir fatiga, el cual consistio en pulsos de 100 V, 300 ms de duracion
y frecuencia de 45 Hz para musculo soleo y 50 Hz para musculo EDL. La estimulacién

fue detenida una vez presentada la fatiga.
El musculo fue estirado 1.3 veces su longitud de reposo y se dejé en perfusion

en la solucion fisiolégica por espacio de 30 min antes de proceder al registro de tension

isométrica.
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6.4 Determinacién de los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ERO)

Los niveles de ERO fueron determinadas evaluando la oxidacion de la sonda
fluorescente diacetato de 2,7 -diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA). Se colocé en
tubos de ensaye 0.5mg/ml de homogenado de cada musculo y se incub6 a 4 °C en
agitacién contante durante 20 minutos en buffer con 10mM HEPES, 100mM KCI, 3mM
MgCl2, 3mM KH2PO4 (pH 7.4) y 1.25 mM de H2DCFDA en un volumen total de 2 ml.
Esta suspension se colocd en una celda de cuarzo y se determind la fluorescencia
basal. Un minuto después se le anadié 10 mM de glutamato/malato como sustrato del
complejo | y los cambios en la fluorescencia fueron determinados por 20 min
adicionales (Ortiz-Avila et al. 2013).

Los cambios en la fluorescencia fueron medidos en un espectrofluorometro
Shimadzu RF- 5301PC (Aex 485 nm; dem 520 nm). Los datos se expresaron como la
diferencia de fluorescencia obtenida restando las unidades de fluorescencia obtenidas
al final de los 20 min con el sustrato menos la fluorescencia obtenida previo a la adicion

del sustrato. El resultado se expres6é como unidades arbitrarias de fluorescencia/min.

6.5 Evaluacion de la peroxidacion de lipidos

Los musculos séleo y EDL obtenidos de una de las patas traseras fueron
homogenizados y utilizados para esta determinacion, la cual se realizé midiendo los
niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (Buege and Aust
1978). 0.5mg/ml del homogenado se re-suspendié en 1 ml de buffer de fosfato (50 mM
KH2PO4, pH 7.6) y se incubaron con 50 yM de FeSO4 durante 30 minutos a 4°C para
inducir la peroxidacién de lipidos, dado que el ion Fe?* es capaz de inducir la
produccion de radical hidroxilo (OH") (Cortés-Rojo et al 2009).

Una vez concluido el tiempo de incubacion, se agregd a cada muestra 2 ml de

solucion acida (acido tricloroacético, acido tiobarbiturico y acido clorhidrico), y se
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incubaron en bafo Maria durante 30 minutos. Posteriormente, los tubos se colocaron
en hielo por 5 minutos se centrifugaron a 7500 rpm durante 5 min. La absorbancia de
cada muestra se determind a 532nm en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda

18 UV/VIS. Los datos se expresaron como nmolas de TBARS/mg de proteina.

6.6 Evaluacion del estado redox del glutation

A 0.5mg/ml de homogenado de musculo se le adicion6 acido sulfosalicilico al 5% (v/v)
y se sometid a dos ciclos de congelacion y descongelacién. Posteriormente, se

centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos y se extrajo el sobrenadante.

El glutation total (GSH + GSSG) y el glutation oxidado (GSSG) se determinaron
por un método enzimatico. Los niveles de GSH+GSSG se determinaron usando 90 ul
del sobrenadante, el cual fue re-suspendido en buffer de fosfatos (K2HPO4, 0.1M pH
7.5) y mezclado con 3mM de acido 5,5 -ditiobis 2-nitrobenzoico (DTNB) y 0.115 u/ml
de glutation reductasa en un volumen final de 1mL. Después de 5 minutos de
incubacion a temperatura ambiente, se afiadi6 2mM de NADPH y la cinética de la
reaccion se determind por 15 minutos. El incremento de la absorbancia a 412 nm fue
convertida a concentracion de GSH usando una curva estandar con valores conocidos
de GSH (Akerboom y Sies, 1981).

Para la determinacion del GSSG, el mismo ensayo de reciclaje de DNTB fue
aplicado después de incubar con 1 hora a temperatura ambiente con 4- vinilpiridina al
3% (v/v) para derivatizar el GSH reducido (Ortiz-Avila et al. 2015). El glutatién reducido
(GSH) se determiné restando la concentracion de GSH+GSSGH menos la del GSSG.

Los datos se expresaron como pMolas/mg de proteina.
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6.7 Andlisis de datos

Los resultados se expresaron como la media = el error estandar de una n=8
experimentos independientes usando muestras de diferentes animales. Las
diferencias estadisticas entre los grupos fueron determinados por un analisis de
varianza (ANOVA) de una via y la prueba post-hoc de Tukey. Se establecié una P
<0.05. El analisis se realizd con el software Sigma Plot, v.10.0 (Systat Software Inc.

Erkrath, Alemania).
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VIl. RESULTADOS

7.1 Efecto del diazéxido y el ejercicio sobre el peso corporal y los niveles de

glucosa en sangre de ratas obesas

Se evaluo el efecto del diazoxido, el ejercicio y su combinacion sobre el peso corporal
(Fig. 9 panel A) y los niveles de glucosa sanguinea (Fig. 9 panel B) al final de cada

tratamiento.

En la Fig. 9A no se observaron cambios significativos en las mediciones de
peso entre los grupos tratados de manera individual con diazéxido (322.12 £2.27 g) y
ejercicio (324.28 + 5.37 g) vs el grupo control (323.80 £ 2.80 g), mientras que en el
grupo de ratas obesas se observo un incremento del peso corporal del 70.6 % (552.57
1 3.61 g) vs el control (323.80 + 2.80 g), lo que corrobora el establecimiento del modelo
experimental de obesidad, no obstante, en los grupos de ratas obesas tratadas con
diazoxido, ejercicio y la combinacion de ambos, se observo reduccion del peso
corporal, del 18.35 % (451.16 + 19.34 g) , del 17.62 % (455.19 + 21.66 g) y del 22.69
% (427.16 £ 14.89 g) respectivamente vs el grupo de ratas obesas sin tratamientos
(552.57 £ 3.61 g). Esto indica, que cada uno de los tratamientos disminuyé por igual
el peso corporal de los grupos de ratas obesas, ya que no se aprecidé un efecto

sinérgico o aditivo entre ambos.

En la Fig. 9B se pudo apreciar como los niveles de glucosa en sangre se
encontraron incrementados un 10.55 % (85 + 1.56 mg/dl) en el grupo tratado con
diazoxido vs el grupo control (77 = 1.13 mg/dl), mientras que el grupo ejercitado
presento una disminucion del 8.94 % (70 £ 1.47 mg/dl) vs el grupo control (77 + 1.13
mg/dl). Por otra parte, se observé como la obesidad incremento los niveles de glucosa
en sangre un 28.08 % (98 + 1.25 mg/dl) en el grupo de ratas obesas vs el grupo control

(77 £ 1.13 mg/dl), sin embargo, se pudo apreciar una reduccion de dichos niveles del
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13.95 % (84 + 1.65 mg/dl) en el grupo de ratas obesas tratadas con diazoxido vs el
grupo de ratas obesas sin tratamiento (98 + 1.25 mg/dl) y una disminucién aun mayor
en los grupos de ratas obesas ejercitadas y obesas ejercitadas con diazéxido, con una
disminucién del 21.49 % (77 £ 1.51 mg/dl) para el caso de las ejercitadas vs el grupo
de ratas obesas sin tratamiento (98 + 1.25 mg/dl) y del 26.12 % (72 % 1.84 mg/dl)
para el grupo de ratas obesas ejercitadas con diazoxido vs el grupo de ratas obesas
sin tratamiento (98 + 1.25 mg/dl). En resumen cada uno de los tratamientos por
separado disminuyo los niveles de glucosa en sangre en ratas obesas con respecto
al grupo de ratas obesas sin tratamiento, siendo mayor este efecto en el grupo de
ratas obesas ejercitadas y obesas ejercitadas con diazdxido en relacion al grupo de
ratas obesas tratadas unicamente con diazéxido, sin embargo, no se aprecio un efecto

sinérgico o aditivo entre la combinacion de diazéxido y el ejercicio.
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Figura 9. Peso corporal y niveles de glucosa sanguinea en los diferentes grupos de ratas. En el
panel A se muestra el peso corporal, mientras que en el panel B los niveles de glucosa en sangre. C:
control; D: diazéxido; E: ejercitadas; O: obesas; OD: obesas diazéxido; OE: obesas ejercitadas; OED:
obesas ejercitadas con diazéxido; ED: ejercitadas diazéxido. Los datos se representan como la media
+ error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos (P
<0.05) ANOVA de 1 via, Tukey prueba post-hoc, n=8.
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7.2 Efecto del diazéxido y el ejercicio sobre la tension maximay la tensién total

de musculo esquelético de ratas obesas

Anteriormente, se ha identificado que la obesidad disminuye la fuerza de contraccion,
provoca disfuncion mitocondrial e induce la aparicién de la fatiga muscular (Choi et al.,
2015), no obstante, se ha observado que el diazoxido y el ejercicio promueven la
participacion de los canales Katp con la finalidad de contrarrestar la fatiga muscular y
el estrés metabdlico (Garcia et al., 2009; Kraljevic et al., 2015). Con el objetivo de
determinar si la modulacién de los canales mitoKatr mejoran la contraccion y
disminuyen la fatiga muscular durante la obesidad, se evaluo el efecto del diazoxido
(abridor de canales Kartp), el ejercicio y la combinacion de ambos sobre la tension
maxima y la tension total de las fibras musculares lentas (musculo soleo) y rapidas

(musculo EDL) de ratas obesas.

En la Fig. 10 se muestra la tension maxima y la tensién total de musculo soleo
(Fig. 10 panel A) y EDL (Fig. 10 panel B). En el musculo séleo (Fig. 10A) Se observé
un incremento en el grupo que fue tratado de manera individual con diazéxido del
76.60 % (271.89 £ 23.44 g) en la tension maxima y un incremento del 51.32 % (472.72
1 29.27 g) para la tension total vs el grupo control (TMAX 153.95 + 7.72 g; TTOTAL
312.38 £ 15.74 g), mientras que el grupo de ratas ejercitadas mostré un incremento
del 40.02 % (215.56 + 20 g) en la tension maxima y un incremento del 28.54 % (401.56
1 208.49 g) para la tensién total vs el grupo control (TMAX 153.95 + 7.72 g; TTOTAL

312.38 + 15.74 g), sin embargo, entre estos dos grupos no se apreciaron diferencias.

Por otro lado, se observo en el grupo de ratas obesas una disminucion del 41.22

% (90.48 £ 12.01 g) en la tension maxima y del 50.18 % (155.61 + 12.54 g) para la
tension total vs el grupo control (TMAX 153.95 + 7.72 g; TTOTAL 312.38 £ 15.74 g).
Sin embargo, se aprecié un incremento de ambas tensiones con cada uno de los
tratamientos por separado, diazoxido y ejercicio, y un aumento mas marcado con la
combinacion de ambos ya que se pudo observar en el grupo de ratas obesas tratados
con diazoxido, un incremento del 108.58 % (188.73 + 12 g) para la tension maxima y
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del 115.03 % (334.62 £ 10.74 g) en la tension total vs el grupo de ratas obesas sin
tratamiento (TMAX 90.48 £ 12.01 g; TTOTAL 155.61 + 12.54 g), mientras que el grupo
de ratas obesas ejercitadas presentdé un aumento de la tensién maxima del 85.94 %
(168.25 £ 8.44 g) y del 82.64 % (284.22 £ 16.04 g) en la tension total vs el grupo de
ratas obesas sin tratamiento (TMAX 90.48 + 12.01 g; TTOTAL 155.61 + 12.54 g).
Finalmente en el grupo de ratas obesas ejercitadas con diazoxido, se observd un
incremento del 162.12 % (237.18 £ 9.01 g) para la tension maxima y del 102.77 %
(471.17 £ 19.80 g) para la tension total vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento
(TMAX 90.48 £12.01 g; TTOTAL 155.61 £ 12.54 g). Estos resultados mostraron como
cada tratamiento por separado incrementaron la tension maxima y la tension total en
el musculo séleo de ratas obesas con respecto al grupo de ratas obesas sin
tratamiento, siendo aun mayor este efecto en el grupo de ratas obesas ejercitadas con
diazéxido mostrando un efecto sinérgico entre la combinacién de diazéxido mas el

ejercicio.

En el musculo EDL (Fig. 10B), el grupo tratado unicamente con diazéxido
experimentd un incremento del 33.66 % (357.19 + 23.32 g) en la tension maxima y del
17.05 % (584.61 £ 17.79 g) para la tension total vs el grupo control TMAX 267.29 +
18.87 g; TTOTAL 499.43 + 16.10 g), mientras que en el grupo de ratas ejercitadas, se
pudo apreciar un incremento del 22.73 % (328.05 £ 18.85 g) en la tensién maxima y
un incremento del 11.56 % (557.18 + 21.64 g) para la tension total vs el grupo control
(TMAX 267.29 + 18.87 g; TTOTAL 499.43 + 16.10 g), sin embargo, entre ambos

grupos no se observaron diferencias.

En el grupo de ratas obesas se observé una disminucién del 49.15 % (135.89
+ 11.50 g) en la tension maxima y del 56.17 % (218.89 + 22.78 g) para la tension total
vs el grupo control (TMAX 267.29 + 18.87 g; TTOTAL 499.43 + 16.10 g), empero, se
presentd un incremento de ambas tensiones con cada uno de los tratamientos por
separado y un efecto mayor con la combinacién de ambos, ya que se aprecio en el
grupo de ratas obesas tratados con diazéxido un incremento del 74.97 % (237.77 *

18.49 g) para la tension maxima y del 105.70 % (450.27 + 19.33 g) en la tension total
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vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (TMAX 135.89 + 11.50 g; TTOTAL 218.89
+ 22.78 g), mientras que el grupo de ratas obesas ejercitadas mostré un aumento de
la tensién maxima del 29.28 % (175.68 + 11.74 g) y del 63.28 % (357.42 + 24.41 g) en
la tension total vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (TMAX 135.89 + 11.50 g;
TTOTAL 218.89 + 22.78 g). Finalmente, en el grupo de ratas obesas ejercitadas con
diazoxido se observo un incremento del 111.30 % (287.15 £ 9.01 g) para la tension
maxima y del 146.93 % (540.53 + 8.38 g) para la tension total vs el grupo de ratas
obesas sin tratamiento (TMAX 135.89 + 11.50 g; TTOTAL 218.89 + 22.78 g). Estos
resultados mostraron como cada tratamiento por separado incrementaron la tension
maxima y la tension total en el musculo EDL de ratas obesas con respecto al grupo
de ratas obesas sin tratamiento, se pudo apreciar que el tratamiento con diazéxido
presenté mayor eficiencia que el tratamiento con ejercicio, mientras que el tratamiento

de ejercicio mas diazéxido mostré mayor incremento con un efecto sinérgico.

Estos resultados indican que independientemente del musculo, el tratamiento
con diazdxido o el ejercicio aumentan la tensién maxima y la tension total en los grupos
control asi como en los grupos de ratas obesas que fueron tratadas, siendo mayor
este incremento en el grupo de ratas obesas donde ambos tratamientos fueron

combinados con un efecto sinérgico.
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Figura 10. Tensién maxima y tension total de masculo séleo y EDL en cada grupo de
ratas. En el panel A se muestra la tension maxima, mientras que en el panel B se muestra la tension
total. C: control; D: diazoxido; E: ejercitadas; O: obesas; OD: obesas diazéxido; OE: obesas ejercitadas;
OED: obesas ejercitadas con diazoxido; ED: ejercitadas diazéxido. Los datos se representan como la
media * error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (P <0.05) ANOVA de 1 via, Tukey prueba post-hoc, n=8.
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7.3 Efecto del diazoxido y el ejercicio sobre el tiempo de resistencia a la fatiga
de musculo esquelético de ratas obesas

Con el objetivo de verificar si el diazoxido, el ejercicio y la combinacion de ambos
modifican la resistencia a la fatiga, se procedié a evaluar el tiempo en el que se

establecio la fatiga muscular con los registros de tension isométrica.

En la Fig. 11, se observd en el panel A los resultados para musculo séleo y en
el panel B los resultados para el musculo EDL. En el grupo de ratas tratado
unicamente con diazéxido hubo un incremento del 18.20 % (176.71 + 3.34 s) para el
musculo soleo y del 16.75 % (135 + 4.39 s) para el musculo EDL, en el tiempo de
resistencia a la fatiga vs el grupo control (séleo: 149.5 + 459 s; EDL: 115.62 £ 2.21
s), mientras que en el grupo de ratas ejercitadas se observé un incremento del 35.78
% (203 £ 23.64 s) para el musculo soleo y del 63.33 % (188.85 + 2.21 s) para el
musculo EDL vs el grupo control (so6leo: 149.5 £ 4.59 s; EDL: 115.62 + 2.21 s). Estos
resultados indican que ambos tratamientos por separado aumentaron el tiempo de
resistencia a la fatiga en ambos musculos, siendo mayor el efecto para ambos

musculos con el ejercicio, sobre todo en el musculo EDL.

Se observo, una disminucion en el tiempo de resistencia a la fatiga del 50.31 %
(74.28 £ 5.53 s) en el musculo soleo y del 43.84 % (64.93 £ 2.54 g) en el musculo EDL
vs el grupo control (séleo 149.5 + 4.59 s; EDL 115.62 + 2.21 s) en el grupo de ratas
obesas. En contraste se pudo apreciar un incremento del tiempo de resistencia a la
fatiga para ambos musculos con cada uno de los tratamientos por separado y un
efecto mayor con la combinacion de ambos, como lo refleja el incremento del 34.25 %
(99.73 £ 2.43 s) para musculo soleo y del 31.77 % (85.57 £ 2.82 s) para musculo EDL
en el grupo de ratas obesas con diazoxido vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento
(s6leo 74.28 + 5.53 s; EDL 64.93 + 2.54 g) y de 87.51 % para el musculo séleo (139.29
1+ 1.81 s) y del 93.15 % para musculo EDL (125.42 £ 1.97 s) para el grupo de ratas
ejercitadas vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (séleo 74.28 + 5.53 s; EDL
64.93 + 2.54 g). En el grupo de ratas obesas ejercitadas con diazoxido, se observé un
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incremento del 149.64 % (185.44 + 1.22 s) en el musculo séleo y del 134.96 % (152.57
+ 1.77 s) para musculo EDL vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (séleo 74.28
1+ 5.53 s; EDL 64.93 + 2.54 g).

Estos resultados indican que el diazdxido o el ejercicio aumentan el tiempo de
resistencia a la fatiga en la obesidad, siendo mayor este efecto con el ejercicio vs el
grupo de ratas obesas tratadas con diazéxido y este efecto mejora cuando ambos

tratamientos se combinan.
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Figura 11. Tiempo de establecimiento de la fatiga muscular en los diferentes grupos.
En el panel A se muestra el tiempo de aparicion de fatiga en segundos (s) para musculo séleo, mientras
que en el panel B se muestra el tiempo de aparicién de fatiga en segundos (s) para musculo EDL para
cada grupo. C: control; D: diazoxido; E: ejercitadas; O: obesas; OD: obesas diazéxido; OE: obesas
ejercitadas; OED: obesas ejercitadas con diazdxido; ED: ejercitadas diazoxido. Los datos se
representan como la media + error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (P <0.05) ANOVA de 1 via, Tukey prueba post-hoc, n=8.
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7.4 Efecto del diazoxido y el ejercicio sobre los niveles de especies reactivas de
oxigeno en musculo esquelético de ratas obesas

Previamente, se ha identificado que la obesidad induce disfunciéon mitocondrial, lo cual
provoca un incremento en los niveles de ERO, contribuyendo a la fatiga muscular y al
estrés metabolico. No obstante, se ha identificado que el diazéxido (abridor de canales
Katp) y el ejercicio regular, promueven disminucién en dichos niveles (Moghtadaei et
al., 2012). Por tal motivo en esta serie experimental se exploré el efecto del diazéxido,
el ejercicio y la combinacion de ambos sobre los niveles de ERO en las fibras

musculares lentas (musculo séleo) y rapidas (musculo EDL) de ratas obesas.

En el musculo séleo (Fig. 12 panel A), se observé una disminucion en los
niveles de ERO del 56.36 % (0.047 + 0.002 AF) antes de la fatiga y del 41.17 % (0.13
1+ 0.012 AF) después de la fatiga, esto, en el grupo tratado de manera individual con
diazoxido vs el grupo control (antes de la fatiga 0.109 + 0.011 AF; después de la fatiga
0.223 + 0.090 AF), mientras que en el grupo de ratas ejercitadas se aprecid un
decremento del 28.13 % (0.078 £ 0.002 AF) antes de la fatiga y del 55.29 % (0.010 £
0.015 AF) después de la fatiga vs el grupo control (antes de la fatiga 0.109 £ 0.011
AF; después de la fatiga 0.223 + 0.090 AF). Estos resultados mostraron que ambos
tratamientos por separado disminuyeron los niveles de ERO en ratas control,
presentando mayor efecto el grupo tratado con diazéxido con vs el grupo tratado con
ejercicio antes de la fatiga, no obstante, posterior a la fatiga no se observaron

diferencias significativas entre ambos grupos.

Se observo un incremento en los niveles de ERO del 51.96 % (0. 165 + 0.0113

AF) antes de la fatiga y del 40.81 % (0.314 + 0.020 AF) después de la fatiga, en el
grupo de ratas obesas vs el grupo control (antes de la fatiga 0.109 £ 0.011 AF; después
de la fatiga 0.223 £ 0.090 AF). En contraste se pudo apreciar en el grupo de ratas
obesas tratados con diazéxido, disminucion en los niveles del ERO del 34.80 % (0.108
+ 0.015 AF) antes de la fatiga y del 26.67 % (0.230 £ 0.017 AF) después de la fatiga
vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 0. 165 + 0.0113 AF,;
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después de la fatiga 0.314 £ 0.020 AF), el grupo de ratas obesas ejercitadas mostré
un decremento del 38.69 % (0.101 £ 0.011 AF) antes de la fatiga y del 58.57 % (0.114
+ 0.019 AF) después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes
de la fatiga 0. 165 £ 0.0113 AF; después de la fatiga 0.314 + 0.020 AF) y finalmente
en el grupo de ratas obesas ejercitadas con diazoxido, se observd una disminucion
del 39.95 % (0.099 £ 0.014 AF) antes de la fatiga y del 63.49 % (0.115 £ 0.012 AF)
después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 0.
165 + 0.0113 AF; después de la fatiga 0.314 + 0.020 AF). Estos resultados mostraron
que los tres tratamientos disminuyeron los niveles de ERO en los grupos de ratas
obesas, sin presentarse diferencias entre ellos antes de la fatiga, sin embargo,
posterior a la fatiga, el grupo de ratas obesas ejercitadas con y sin diazéxido mostraron
mayor disminucién de los niveles de ERO vs grupo de ratas obesas tratadas solo con

diazoéxido.

En el musculo EDL (Fig. 12 panel B), se observé una disminucion en los niveles
de ERO del 33.28 % (0.100 £ 0.004 AF) antes de la fatiga y del 23.13 % (0.214 £ 0.014
AF) después de la fatiga, en el grupo tratado de manera individual con diazéxido vs el
grupo control (antes de la fatiga 0.1511 £ 0.010 AF; después de la fatiga 0.285 + 0.019
AF), mientras que en el grupo tratado con ejercicio se aprecié un decremento del 24.64
% (0.113 £ 0.008 AF) antes de la fatiga y del 60.18 % (0.117 + 0.029 AF) después de
la fatiga vs el grupo control (antes de la fatiga 0.1511 + 0.010 AF; después de la fatiga
0.285 £ 0.019 AF). Estos resultados mostraron que ambos tratamientos por separado
disminuyeron los niveles de ERO, sin mostrar diferencias entre el grupo tratado con
diazoxido con respecto al grupo tratado con ejercicio antes de la fatiga, sin embargo,
posterior a la fatiga, se observé mayor decremento de los niveles de ERO en el grupo

tratado con ejercicio vs el grupo tratado con diazoxido.

Por otro lado, se observo un incremento del 35.89 % (0.205 + 0.015 AF) antes
de la fatiga y del 81.41 % (0.518 + 0.040 AF) después de la fatiga, en el grupo de ratas
obesas vs el grupo control (antes de la fatiga 0.1511 + 0.010 AF; después de la fatiga

0.285 £ 0.019 AF). Por el contrario, se observo una disminucion en los niveles de ERO
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con cada uno de los tratamientos, se pudo apreciar en el grupo de ratas obesas
tratados con diazoxido, decremento en los niveles del ERO del 45.46 % (0.111 £
0.013AF) antes de la fatiga y del 29.26 % (0.366 + 0.022 AF) después de la fatiga vs
el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 0.205 + 0.015 AF; después
de la fatiga 0.518 + 0.040 AF), el grupo de ratas obesas ejercitadas mostrd reduccion
del 28.59 % (0.146 + 0.018 AF) antes de la fatiga y del 71.73 % (0.154 + 0.023 AF)
después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga
0.205 £ 0.015 AF; después de la fatiga 0.518 + 0.040 AF) y finalmente en el grupo de
ratas obesas ejercitadas con diazdxido, se observd una disminucion del 37.25 %
(0.128 + 0.008 AF) antes de la fatiga y del 69.38 % (0.158 + 0.020 AF) después de la
fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 0.205 + 0.015 AF;
después de la fatiga 0.518 £ 0.040 AF). Estos resultados mostraron que los tres
tratamientos disminuyen los niveles de ERO en los grupos de ratas obesas, sin
encontrarse diferencias con ninguno de los tres tratamientos en los musculos
analizados antes de la fatiga, no obstante, posterior a la fatiga, tanto el grupo de
obesas ejercitadas como obesas ejercitadas con diazéxido mostraron mayor
disminucién de los niveles de ERO vs el grupo de obesas tratadas unicamente con

diazéxido.

Por ultimo, cabe mencionar que para ambos musculos de cada grupo, los
niveles de ERO se encontraron incrementados en los musculos analizados post-fatiga
vs los musculos no fatigados, no obstante, se pudo apreciar que en todos los grupos
sometidos al protocolo de ejercicio se manutuvieron iguales los niveles de ERO de los

musculos analizados post-fatiga en relacién a los musculos no fatigados.
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Figura 12. Efecto del diazéxido y/o ejercicio sobre los niveles de ERO en los diferentes grupos.
En el panel A se muestran los niveles de especies reactivas de oxigeno para musculo séleo, mientras
que en el panel B para musculo EDL para cada grupo. C: control; D: diazoxido; E: ejercitadas; O:
obesas; OD: obesas diazéxido; OE: obesas ejercitadas; OED: obesas ejercitadas con diazéxido; ED:
ejercitadas diazoxido. Los datos se representan como la media + error estandar. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos (P <0.05) ANOVA de 1 via, Tukey
prueba post-hoc, n=8.
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7.5 Efecto del diazoxido y el ejercicio sobre los niveles de peroxidacion lipidica
en musculo esquelético de ratas obesas

Debido a que la disfuncién mitocondrial causada por la obesidad incrementa los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO), y que es bien sabido que el
incremento de ERO promueve la peroxidacion lipidica (Moghtadaei et al., 2012; Heo
et al., 2017), en esta serie experimental se exploro el efecto del diazoxido, el ejercicio
y la combinacion de ambos sobre los niveles de peroxidacion lipidica (nmolas/mg prot)
en las fibras musculares lentas (musculo séleo) y rapidas (musculo extensor digitorio

longus (EDL)) de ratas obesas.

En la Fig. 13 se muestran los resultados obtenidos para los niveles de
peroxidacion lipidica, antes y después de inducir fatiga, tanto para musculo séleo (Fig.
13 panel A), como para musculo EDL (Fig. 13 panel B). Para el musculo séleo (Fig.
13A), en el grupo tratado de manera individual con diazoxido, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de peroxidacién lipidica antes (0.404 + 0.020
nmolas/mg prot) y después de la fatiga (0.55 + 0.023 nmolas/mg prot) vs el grupo
control (antes de la fatiga 0.43 £ 0.012 nmolas/mg prot; después de la fatiga 0.51 +
0.019 nmolas/mg prot). De igual manera, en el grupo tratado con ejercicio, no se
observaron diferencias antes de la fatiga (0.38 + 0.018 nmolas/mg prot), no obstante,
después de la fatiga se observé un decremento del 42.50 % (0.29 + 0.022 nmolas/mg
prot) vs el grupo control (antes de la fatiga 0.43 + 0.012 nmolas/mg prot; después de
la fatiga 0.51 £ 0.019 nmolas/mg prot). Estos resultados mostraron que ambos
tratamientos por separado no disminuyen los niveles de peroxidacion lipidica antes de
la fatiga en ratas control y posterior a la fatiga, el tratamiento con diazéxido tampoco
mostré disminucion en los niveles de peroxidacion lipidica, no obstante, posterior a la

fatiga el tratamiento con ejercicio si presenta reduccién en dichos niveles.

A continuacion, se observé un incremento en los niveles de peroxidacion
lipidica del 70.91 % (0.74 + 0.022 nmolas/mg prot) antes de la fatiga y del 70.19 %
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(0.87 £ 0.021 nmolas/mg prot) después de la fatiga, en el grupo de ratas obesas vs el
grupo control (antes de la fatiga 0.43 + 0.012 nmolas/mg prot; después de la fatiga
0.51 + 0.019 nmolas/mg prot), empero, se pudo apreciar una disminucion en los
niveles de peroxidacioén lipidica con cada uno de los tratamientos por separado y una
un efecto sinérgico con la combinacién de ambos tratamientos. Se observé en el grupo
de ratas obesas tratados con diazéxido, una disminucion del 26.91 % (0.54 + 0.024
nmolas/mg prot) antes de la fatiga y del 17.24 % (0.72 + 0.021 nmolas/mg prot)
después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga
0.74 + 0.022 nmolas/mg prot; después de la fatiga 0.87 £ 0.021 nmolas/mg prot), el
grupo de ratas obesas ejercitadas mostré un decremento del 22.84 % (0.57 + 0.019
nmolas/mg prot) antes de la fatiga y del 38.36 % (0.53 + 0.053 nmolas/mg prot)
después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga
0.74 £ 0.022 nmolas/mg prot; después de la fatiga 0.87 £ 0.021 nmolas/mg prot) y por
ultimo, en el grupo de ratas obesas ejercitadas con diazéxido, se observé una
disminucién del 39.96 % (0.45 £ 0.023 nmolas/mg prot) antes de la fatiga y del 44.64
% (0.48 + 0.035 nmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin
tratamiento (antes de la fatiga 0.74 + 0.022 nmolas/mg prot; después de la fatiga 0.87
t+ 0.021 nmolas/mg prot). Estos resultados mostraron que los tres tratamientos
disminuyen los niveles de peroxidacién lipidica en los grupos de ratas obesas,

presentando un efecto sinérgico en la combinaciéon de ambos tratamiento.

Para el musculo EDL (Fig. 13B), en el grupo tratado de manera individual con
diazoxido, no se observaron diferencias significativas en los niveles de peroxidacion
lipidica antes (0.62 * 0.034 nmolas/mg prot) y después de la fatiga (0.73 £ 0.018
nmolas/mg prot) vs el grupo control (antes de la fatiga 0.64 + 0.015 nmolas/mg prot;
después de la fatiga 0.74 £ 0.02 nmolas/mg prot), mientras que en el grupo tratado
con ejercicio, se encontro una disminucion del 30.56 % (0.44 £ 0.014 nmolas/mg prot)
antes de la fatiga y vs el grupo control (antes de la fatiga 0.64 £ 0.015 nmolas/mg prot;
después de la fatiga 0.74 + 0.02 nmolas/mg prot). Estos resultados indican que el

tratamiento con diazéxido no disminuye los niveles de peroxidacion lipidica antes y
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después de la fatiga en ratas control, no obstante, el tratamiento con ejercicio si

presenta reduccién de dichos niveles antes y después de la fatiga.

Por otro parte, se observo un incremento del 43.48 % (0.91 £ 0.018 nmolas/mg
prot) antes de la fatiga y del 51.19 % (1.12 + 0.046 nmolas/mg prot) después de la
fatiga en el grupo de ratas obesas vs el grupo control (antes de la fatiga 0.64 £ 0.015
nmolas/mg prot; después de la fatiga 0.74 + 0.02 nmolas/mg prot), sin embargo, se
observd disminucion en los niveles de peroxidacion lipidica con cada uno de los
tratamientos por separado y una disminucién aun mayor con la combinacion de ambos
tratamientos, se pudo apreciar en el grupo de ratas obesas tratados con diazoxido,
una disminucion del 19.70 % (0.73 £ 0.022 nmolas/mg prot) antes de la fatiga y del
23.91 % (0.85 = 0.023 nmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo de ratas
obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 0.91 £ 0.018 nmolas/mg prot; después de la
fatiga .12 £ 0.046 nmolas/mg prot), el grupo de ratas obesas ejercitadas mostré un
decremento del 21.07 % (0.72 £ 0.021 nmolas/mg prot) antes de la fatiga y del 35.87
% (0.72 £ 0.022 nmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin
tratamiento (antes de la fatiga 0.91 + 0.018 nmolas/mg prot; después de la fatiga .12
1+ 0.046 nmolas/mg prot) y por ultimo, en el grupo de ratas obesas ejercitadas con
diazoxido, se observo una disminucién del 31.46 % (0.63 + 0.016 nmolas/mg prot)
antes de la fatiga y del 43.77 % (0.63 £ 0.021 nmolas/mg prot) después de la fatiga vs
el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 0.91 + 0.018 nmolas/mg
prot; después de la fatiga .12 + 0.046 nmolas/mg prot). Estos resultados mostraron
que los tres tratamientos disminuyeron los niveles de peroxidacion lipidica en los
grupos de ratas obesas, presentando un efecto sinérgico en la combinaciéon de ambos

tratamiento.

Finalmente, cabe mencionar que en ambos musculos de cada grupo, los
niveles de peroxidacion lipidica se encontraron incrementados en los musculos
analizados post-fatiga en relacion a los musculos no fatigados. No obstante se pudo
apreciar que en todos los grupos sometidos al protocolo de ejercicio los niveles de

peroxidacion lipidica se mantuvieron iguales antes y después de la fatiga, o bien, en
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algunos casos, posterior a la fatiga, dichos niveles se encontraron disminuidos, esto,

en relacion a los musculos no fatigados.
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Figura 13. Nivel de peroxidacion lipidica en los diferentes grupos. En el panel A se muestra los
niveles de peroxidacion lipidica para musculo séleo, mientras que en el panel B se muestra para
musculo EDL para cada grupo. C: control; D: diazoxido; E: ejercitadas; O: obesas; OD: obesas
diazoxido; OE: obesas ejercitadas; OED: obesas ejercitadas con diazéxido; ED: ejercitadas diazéxido.
Los datos se representan como la media * error estandar. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (P <0.05) ANOVA de 1 via, Tukey prueba post-hoc, n=8.
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7.6 Efecto del diazoxido y el ejercicio sobre los niveles de glutation en musculo
esquelético de ratas obesas

Esta serie experimental se llevé a cabo con la finalidad de evaluar el efecto del
diazéxido, el ejercicio y la combinacion de ambos sobre el estado rédox del musculo
durante la obesidad e identificar si la disminucién tanto de ERO como de la
peroxidacion lipidica con estos tratamientos, se debe en parte, a la activacion del
sistema antioxidante. Dicha evaluacién se realizd sobre los niveles de glutation
(Mmolas/mg prot) en las fibras musculares lentas (musculo séleo) y rapidas (musculo

extensor digitorio longus (EDL)) de ratas obesas.

7.6.1 Glutatién total (GSH+GSSG)

En la Fig. 14 se muestran los resultados obtenidos para los niveles de glutation total,
antes y después de inducir fatiga, tanto para musculo séleo (Fig. 14 panel A) como
para musculo EDL (Fig. 14 panel B). En el musculo séleo (Fig. 14A) el grupo tratado
de manera individual con diazéxido, mostré un incremento del 33 % (40.79 £ 1.78
pmolas/mg prot) en los niveles de GSH+GSSG antes de la fatiga y un incremento del
39.54% (43.29 + 3.51 ymolas/mg prot) después de la fatiga, vs el grupo control (antes
de la fatiga 30.66 + 2.50 ymolas/mg prot; después de la fatiga 31.02 + 3.34 ymolas/mg
prot), de igual manera, en el grupo tratado con ejercicio, se observé un incremento del
55.70 % (47.75 + 1.47 pmolas/mg prot) antes de la fatiga y del 78.07 % (55.25 + 2.78
pmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo control (antes de la fatiga 30.66 +
2.50 ymolas/mg prot; después de la fatiga 31.02 £ 3.34 pmolas/mg prot). Estos
resultados mostraron que ambos tratamientos por separado incrementan los niveles
de GSH+GSSG antes y después de la fatiga en ratas control, presentandose
diferencias significativas entre ambos tratamientos, mostrando mayor efecto el grupo

de ratas ejercitadas.

Por otro lado, no se observaron diferencias en los niveles de GSH+GSSG entre

el grupo de ratas obesas antes (31.35 £ 1.54 ymolas/mg prot) y después de la fatiga
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(31.35 + 1.54 ymolas/mg prot) vs el grupo control (antes de la fatiga 30.66 + 2.50
pmolas/mg prot; después de la fatiga 31.02 + 3.34 ymolas/mg prot), no obstante, se
pudo apreciar incremento en los niveles GSH+GSSG, se observo en el grupo de ratas
obesas tratados con diazéxido, un incremento del 45.31 % (45.56 + 1.60 ymolas/mg
prot) antes de la fatiga y del 88.90 % (49.31 + 2.78 pymolas/mg prot) después de la
fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 31.35 + 1.54
pmolas/mg prot; después de la fatiga 31.35 + 1.54 ymolas/mg prot), el grupo de ratas
obesas ejercitadas mostré un incremento del 18.80 % (37.25 + 1.57 ymolas/mg prot)
antes de la fatiga y del 71.42 % (44.75 £ 2.65 ymolas/mg prot) después de la fatiga vs
el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 31.35 £ 1.54 ymolas/mg
prot; después de la fatiga 31.35 + 1.54 ymolas/mg prot) y finalmente en el grupo de
ratas obesas ejercitadas con diazoxido, se observo un incremento del 28.16 % (40.18
1 1.95 ymolas/mg prot) antes de la fatiga y del 92.23 % (50.18 + 2.14 pmolas/mg prot)
después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga
31.35 + 1.54 ymolas/mg prot; después de la fatiga 31.35 £ 1.54 ymolas/mg prot). Estos
resultados mostraron que los tres tratamientos incrementaron los niveles de glutation
total en los grupos de ratas obesas antes y después de la fatiga en musculo sdleo, sin

observarse un efecto sinérgico en la combinacién de ambos tratamientos.

Para el musculo EDL (Fig. 14B), en el grupo tratado de manera individual con
diazoxido, se observo un incremento en los niveles de GSH+GSSG del 22.77 % (57.51
t+ 3.06 pymolas/mg prot) en los niveles de glutation total antes de la fatiga y un
incremento del 18.62 % (56.14 + 3.91 ymolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo
control (antes de la fatiga 46.84 + 1.15 pmolas/mg prot; después de la fatiga 47.33 *
2.59 ymolas/mg prot), de igual manera en el grupo tratado con ejercicio, se observé
un incremento del 23.51 % (57.85 = 2.08 pymolas/mg prot) antes de la fatiga y del
37.91 % (65.27 + 2.15 ymolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo control (antes
de la fatiga 46.84 + 1.15 ymolas/mg prot; después de la fatiga 47.33 + 2.59 pmolas/mg
prot). Estos resultados indican que ambos tratamientos por separado incrementaron

los niveles de glutation total antes y después de la fatiga en ratas control, sin
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presentarse diferencias significativas entre ambos tratamientos antes de la fatiga. Sin

embargo, posterior a la fatiga mostré6 mayor efecto el grupo de ratas ejercitadas.

En el grupo de ratas obesas, se observo una disminucion en los niveles de
GSH+GSSG del 16.74 % (39 + 3.18 umolas/mg prot) antes de la fatiga y del 20.12 %
(37.80 £ 4.06 pmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo control (antes de la
fatiga 46.84 £+ 1.15 ymolas/mg prot; después de la fatiga 47.33 £ 2.59 ymolas/mg prot),
no obstante, se pudo apreciar incremento en los niveles de GSH+GSSG en los grupos
de ratas obesas con cada uno de los tratamientos, se pudo observar en el grupo de
ratas obesas tratados con diazoxido, un incremento del 49.38 % (58.26 + 1.76
umolas/mg prot) antes de la fatiga y del 37.48 % (51.97 + 2.21 pmolas/mg prot)
después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 39
+ 3.18 umolas/mg prot; después de la fatiga 37.80 + 4.06 pmolas/mg prot), el grupo
de ratas obesas ejercitadas mostré un incremento del 24.37 % (48.5 £ 2.42 ymolas/mg
prot) antes de la fatiga y del 51.38 % (57.23 = 2.42 ymolas/mg prot) después de la
fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 39 + 3.18
Mmolas/mg prot; después de la fatiga 37.80 £ 4.06 pmolas/mg prot). Finalmente en el
grupo de ratas obesas ejercitadas con diazéxido, se observo un incremento del 27.27
% (49.63 = 1.28 pmolas/mg prot) antes de la fatiga y del 83.33 % (69.31 £ 1.21
Mmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento
(antes de la fatiga 39 + 3.18 pmolas/mg prot; después de la fatiga 37.80 + 4.06
pumolas/mg prot). Estos resultados mostraron que los tres tratamientos incrementan
los niveles de GSH+GSSG en los grupos de ratas obesas antes y después de la fatiga,
mostrandose mayor efecto posterior a la fatiga en el grupo de ratas obesas ejercitadas
con diazoxido, indicando un efecto sinérgico entre la combinacién de ambos

tratamientos.

Para finalizar, cabe mencionar que en el musculo soéleo del grupo de ratas
obesas analizado postfatiga, los niveles de glutation total se encontraron disminuidos
en relacién al musculo no fatigado, no obstante, esta diferencia no se encontré en el

musculo EDL, por otro lado, en ambos musculos para el resto de los grupos no se
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encontraron diferencias entre los niveles de GSH+GSSG antes y después de la fatiga,
con excepcion de los grupos sometidos al protocolo de ejercicio en los que los niveles
se encontraron incrementados, particularmente en los musculos fatigados en relacion

a los musculos no fatigados.
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Figura 14. GSH+GSSG en los diferentes grupos. En el panel A se muestran los niveles de
GSH+GSSG para musculo séleo, mientras que en el panel B para musculo EDL para cada grupo; C:
control; D: diazoxido; E: ejercitadas; O: obesas; OD: obesas diazéxido; OE: obesas ejercitadas; OED:
obesas ejercitadas con diazéxido; ED: ejercitadas diazéxido. Los datos se representan como la media
+ error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos (P
<0.05) ANOVA de 1 via, Tukey prueba post-hoc, n=8.
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7.6.2 Glutatién reducido (GSH)

En la Fig. 15 se muestran los resultados obtenidos para los niveles de GSH antes y
después de inducir fatiga, esto, tanto para musculo séleo (Fig. 15 panel A), como para
musculo EDL (Fig. 15 panel B). Para el musculo séleo (Fig.15A) en el grupo tratado
de manera individual con diazoxido se observd un incremento en los niveles de GSH
del 47.28 % (26.69 £ 1.70 ymolas/mg prot) en los niveles de glutation reducido antes
de la fatiga y un incremento del 61.09 % (27.32 + 3 pmolas/mg prot) después de la
fatiga vs el grupo control (antes de la fatiga 18.12 + 1.82 uymolas/mg prot; después de
la fatiga 16.96 + 1.96 ymolas/mg prot), de igual manera en el grupo tratado con
ejercicio, se observo un incremento del 71.43 % (31.07 £ 2.40 ymolas/mg prot) antes
de la fatiga y del 142.18 % (41.07 = 3.72 ymolas/mg prot) después de la fatiga vs el
grupo control (antes de la fatiga 18.12 + 1.82 ymolas/mg prot; después de la fatiga
16.96 + 1.96 ymolas/mg prot). Estos resultados mostraron que ambos tratamientos
por separado incrementaron los niveles de GSH antes y después de la fatiga en ratas
control, sin presentarse diferencias significativas entre ambos tratamientos antes de
la fatiga, sin embargo, posterior a la fatiga mostré6 mayor incremento el grupo de ratas

ejercitadas.

El grupo de ratas obesas presenté una disminucién en los niveles de GSH del
39.76 % (10.91 £ 1.05 pmolas/mg prot) antes de la fatiga y una disminucion del 58.25
% (7.08 £ 1.54 uymolas/mg prot) después de la fatiga con respecto al control (antes de
la fatiga 18.12 £ 1.82 pymolas/mg prot; después de la fatiga 16.96 £ 1.96 pmolas/mg
prot). Sin embargo, se pudo apreciar incremento en los niveles de GSH en los grupos
de ratas obesas con cada uno de los tratamientos, en relacién al grupo de ratas
obesas sin tratamiento. Se pudo observar en el grupo de ratas obesas tratados con
diazéxido un incremento en los niveles de GSH del 165.20 % (28.95 + 2.07 ymolas/mg
prot) antes de la fatiga y del 354.90 % (32.20 + 3.39 ymolas/mg prot) después de la
fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 10.91 + 1.052
pMmolas/mg prot; después de la fatiga 7.08 £ 1.54 ymolas/mg prot). El grupo de ratas

obesas ejercitadas mostrd un incremento del 85.89 % (20.29 + 1.57 ymolas/mg prot)
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antes de la fatiga y del 280.26 % (26.92 + 2.49 ymolas/mg prot) después de la fatiga
vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 10.91 + 1.052
pmolas/mg prot; después de la fatiga 7.08 £ 1.54 ymolas/mg prot). El grupo de ratas
obesas ejercitadas mostré un incremento del 85.89 % (20.29 + 1.57 ymolas/mg prot)
y por ultimo, en el grupo de ratas obesas ejercitadas con diazéxido, se observé un
incremento del 143.14 % (26.54 + 1.45 ymolas/mg prot) antes de la fatiga y del 426.80
% (37.29 + 2.59 pmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin
tratamiento (antes de la fatiga 10.91 + 1.052 pmolas/mg prot; después de la fatiga 7.08
+ 1.54 pmolas/mg prot). El grupo de ratas obesas ejercitadas mostrd un incremento
del 85.89 % (20.29 £ 1.57 pmolas/mg prot) vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento
(antes de la fatiga 10.91 £ 1.052 pmolas/mg prot; después de la fatiga 7.08 + 1.54
pMmolas/mg prot). Estos resultados mostraron que los tres tratamientos incrementaron
los niveles de GSH en los grupos de ratas obesas antes y después de la fatiga en
musculo sdleo, sin mostrarse un efecto sinérgico en la combinacion de ambos

tratamientos.

Para el musculo EDL (Fig. 15B), en el grupo tratado de manera individual con
diazoxido se observo un incremento del 43.85 % (38.58 + 2.59 uymolas/mg prot) en los
niveles de GSH antes de la fatiga y un incremento del 51.17 % (41.47 £ 3.90
pmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo control (antes de la fatiga 26.82 +
1.76 pmolas/mg prot; después de la fatiga 27.43 + 2.27 pmolas/mg prot). De igual
manera en el grupo tratado con ejercicio, se observé un incremento de los niveles de
GSH del 22.49 % (32.85 + 2.27 ymolas/mg prot) antes de la fatiga y del 42.68 % (39.15
+ 1.73 pmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo control (antes de la fatiga
26.82 + 1.76 pmolas/mg prot; después de la fatiga 27.43 £ 2.27 ymolas/mg prot). Estos
resultados mostraron que ambos tratamientos por separado incrementan los niveles
de GSH antes y después de la fatiga en ratas control, sin presentarse diferencias

significativas entre ambos tratamientos.

Se observé una disminucion en los niveles de GSH del 57.84 % (11.30 £ 1.41

pmolas/mg prot) antes de la fatiga y del 52.20 % (13.11 + 3.37 pmolas/mg prot)
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después de la fatiga vs el grupo control (antes de la fatiga 26.82 + 1.76 ymolas/mg
prot; después de la fatiga 27.43 £ 2.27 ymolas/mg prot). No obstante, se pudo apreciar
incremento en los niveles de GSH en los grupos de ratas obesas con cada uno de los
tratamientos. Se pudo apreciar en el grupo de ratas obesas tratados con diazéxido,
un incremento del 207.50 % (34.77 + 2.56 pymolas/mg prot) antes de la fatiga y del
128.14 % (29.91 = 3.53 ymolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo de ratas
obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 11.30 £ 1.41 ymolas/mg prot; después de la
fatiga 13.11 £ 3.37 umolas/mg prot). El grupo de ratas obesas ejercitadas mostré un
incremento del 138.13 % (26.92 + 2.20 ymolas/mg prot) antes de la fatiga y del 168.10
% (35.15 + 1.44 pmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin
tratamiento (antes de la fatiga 11.30 + 1.41 pmolas/mg prot; después de la fatiga 13.11
+ 3.37 pmolas/mg prot) y finalmente, en el grupo de ratas obesas ejercitadas con
diazéxido, se observd un incremento del 175.39 % (31.14 £ 2.78 ymolas/mg prot)
antes de la fatiga y del 291.33 % (51.31 + 2.94 ymolas/mg prot) después de la fatiga
vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 11.30 + 1.41 ymolas/mg
prot; después de la fatiga 13.11 £ 3.37 ymolas/mg prot). Estos resultados mostraron
que los tres tratamientos incrementaron los niveles de GSH en los grupos de ratas
obesas antes y después de la fatiga, mostrando unicamente mayor incremento

posterior a la fatiga en el grupo de ratas obesas ejercitadas con diazoxido.

Por ultimo, cabe mencionar que en el grupo de ratas obesas, los niveles de
GSH se encontraron disminuidos en el musculo séleo analizado postfatiga, en relacion
al musculo no fatigado. No obstante, dicha diferencia no se encontré en el musculo
EDL. Por otro lado, para ambos musculos en el resto de los grupos no se encontraron
diferencias entre los niveles de glutation reducido antes y después de la fatiga, con
excepcion de los grupos sometidos al protocolo de ejercicio, en donde dichos niveles
se encontraron incrementados en los musculos fatigados en relacion a los musculos

no fatigados.
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Figura 15. GSH en los diferentes grupos. En el panel A se muestran los niveles de GSH para
musculo séleo, mientras que en el panel B para misculo EDL para cada grupo; C: control; D: diazéxido;
E: ejercitadas; O: obesas; OD: obesas diazdxido; OE: obesas ejercitadas; OED: obesas ejercitadas con
diazoxido; ED: ejercitadas diazoxido. Los datos se representan como la media  error estandar. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos (P <0.05) ANOVA de 1 via,
Tukey prueba post-hoc, n=8.
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7.6.3 Glutatién oxidado (GSSG)

En la Fig. 16 se muestran los resultados obtenidos para los niveles de GSSG, antes y
después de inducir fatiga, tanto para musculo séleo (Fig. 16 panel A), como para
musculo EDL (Fig. 16 panel B). En el musculo séleo (Fig. 16A), el grupo tratado de
manera individual con diazéxido, no mostrd diferencias significativas en los niveles
de GSSG antes (14.09 *+ 1.12 uymolas/mg prot) y después de la fatiga (15.97 + 1.62
pmolas/mg prot) vs el grupo control (antes de la fatiga 12.54 + 1.79 ymolas/mg prot;
después de la fatiga 13.70 £ 1.09 pmolas/mg prot), de igual manera en el grupo tratado
con ejercicio, no se observan diferencias antes (14.67 + 1.08 ymolas/mg prot) y
después de la fatiga (14.17 £ 1.06 ymolas/mg prot) vs el grupo control (antes de la
fatiga 12.54 £ 1.79 ymolas/mg prot; después de la fatiga 13.70 £ 1.09 ymolas/mg prot).
Estos resultados mostraron que ninguno de los dos tratamientos por separado
disminuyeron los niveles de GSSG antes y después de la fatiga en ratas control, sin
presentarse diferencias significativas entre ambos tratamientos antes y después de la

fatiga.

El grupo de ratas obesas presentd un incremento en los niveles de GSSG del
62.96 % (20.43 £ 1.34 pmolas/mg prot) antes de la fatiga y un incremento del 38.80 %
(19.02 + 1.30 pymolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo control (antes de la
fatiga 12.54 £ 1.79 ymolas/mg prot; después de la fatiga 13.70 + 1.09 ymolas/mg prot),
no obstante, se pudo apreciar disminucion en los niveles de GSSG en los grupos de
ratas obesas con cada uno de los tratamientos antes de la fatiga, mientras que,
posterior a la fatiga no se aprecio una disminucion significativa en los tratamientos por
separado, sin embargo, en la combinacion de ambos tratamientos se observé una
disminucién significativa, se pudo apreciar en el grupo de ratas obesas tratados con
diazoxido, una disminucion del 18.73 % (16.60 + 1.09 umolas/mg prot) antes de la
fatiga y sin diferencias después de la fatiga (17.10 + 1.64 pmolas/mg prot) vs el grupo
de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 20.43 + 1.34 ymolas/mg prot;

después de la fatiga 19.02 + 1.30 pmolas/mg prot), el grupo de ratas obesas
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ejercitadas mostré una disminucién del 17.03 % (16.95 £ 1.93 ymolas/mg prot) antes
de la fatiga y sin diferencias después de la fatiga (17.83 £ 1.95 pmolas/mg prot) vs el
grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 20.43 £ 1.34 ymolas/mg prot;
después de la fatiga 19.02 £ 1.30 umolas/mg prot). Finalmente, en el grupo de ratas
obesas ejercitadas con diazdxido, se observé una disminucion del 32.03 % (13.89 +
2.17 pymolas/mg prot) antes de la fatiga y del 29.62 % (13.39 = 1.07 ymolas/mg prot)
después de la fatiga vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga
20.43 + 1.34 ymolas/mg prot; después de la fatiga 19.02 + 1.30 umolas/mg prot). Estos
resultados mostraron que los tres tratamientos disminuyen los niveles de GSSG en
los grupos de ratas obesas antes de la fatiga, sin embargo, este efecto no se observa
posterior a la fatiga con los tratamientos de diazdxido y ejercicio por separado,

unicamente se observo en la combinacion de ambos tratamientos.

Para el musculo EDL (Fig. 16B), en el grupo tratado de manera individual con
diazéxido, se observo una disminucion en los niveles GSSG del 30.44% (13.92 + 1.12
pmolas/mg prot) antes de la fatiga y del 26.26 % (14.66 £ 1.62 pmolas/mg prot)
después de la fatiga vs el grupo control (antes de la fatiga 20.02 £ 1.13 umolas/mg
prot; después de la fatiga 19.89 £ 1.11 pmolas/mg prot), de igual manera, en el grupo
tratado con ejercicio, se observo una disminucion del 18.58 % (16.3 £ 1.04 ymolas/mg
prot) antes de la fatiga, no obstante, no se observaron diferencias significativas
después de la fatiga (17.17 £ 1.29 ymolas/mg prot) vs el grupo control (antes de la
fatiga 20.02 £ 1.13 ymolas/mg prot; después de la fatiga 19.89 £ 1.11 ymolas/mg prot).
Estos resultados mostraron que ambos tratamientos por separado disminuyeron los
niveles de GSSG antes de la fatiga en ratas control, de igual manera, se observa esta
disminucién en el grupo tratado con diazdxido después de la fatiga no asi para el grupo

ejercitado, donde no se observan estas diferencias.

Por otra parte, el grupo de ratas obesas presentd un incremento en los niveles
de GSSG del 38.31 % (27.69 + 2.27 ymolas/mg prot) antes de la fatiga y un incremento
del 33.54 % (26.56 + 1.60 pmolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo control

(antes de la fatiga 20.02 + 1.13 pmolas/mg prot; después de la fatiga 19.89 + 1.11
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pMmolas/mg prot), no obstante, se pudo apreciar disminucién en los niveles de GSSG
en los grupos de ratas obesas con algunos de los tratamientos antes y después de la
fatiga, se pudo apreciar en el grupo de ratas obesas tratados con diazéxido, que antes
de la fatiga (23.49 = 1.54 pmolas/mg prot) no se presenté disminucion significativa vs
el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 27.69 + 2.27 pmolas/mg
prot), sin embargo, posterior a la fatiga, se aprecio una disminucién del 16.95 % (22.06
+ 1.47 ymolas/mg prot) vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (después de la
fatiga 26.56 + 1.60 pymolas/mg prot), el grupo de ratas obesas ejercitadas mostré una
disminucién del 22.08 % (21.57 £ 1.28 ymolas/mg prot) antes de la fatiga y del 16.90
% (22.07 = 1.90 umolas/mg prot) vs el grupo de ratas obesas sin tratamiento (antes
de la fatiga 27.69 £ 2.27 pmolas/mg prot; después de la fatiga 26.56 + 1.60 pmolas/mg
prot). Finalmente en el grupo de ratas obesas ejercitadas con diazéxido, se observo
una disminucion del 33.20 % (18.49 + 1.84 pmolas/mg prot) antes de la fatiga y del
32.25 % (17.99 + 2.44 ymolas/mg prot) después de la fatiga vs el grupo de ratas
obesas sin tratamiento (antes de la fatiga 27.69 £ 2.27 ymolas/mg prot; después de la
fatiga 26.56 = 1.60 umolas/mg prot). Estos resultados mostraron que los niveles de

GSSG disminuyeron con algunos de los tratamientos antes y después de la fatiga.

En suma, cabe mencionar que los niveles de GSSG no presentaron diferencias
significativas entre los musculos analizados antes y después de la fatiga, cuando se

estudiaron ambos musculos para cada grupo.
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Figura 16. GSSG en los diferentes grupos. En el panel A se muestra los niveles de GSSG
(wmolas/mg prot) para musculo séleo, mientras que en rl panel B para musculo EDL para cada grupo;
C: control; D: diazéxido; E: ejercitadas; O: obesas; OD: obesas diazéxido; OE: obesas ejercitadas; OED:
obesas ejercitadas con diazéxido; ED: ejercitadas diazéxido. Los datos se representan como la media
* error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos (P
<0.05) ANOVA de 1 via, Tukey prueba post-hoc, n=8.
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VIIl. DISCUSION

La obesidad es un problema mundial de salud publica que ha alcanzado
proporciones epidémicas en varios paises. Mas de un tercio de la poblaciéon adulta
mundial la padece (Trewin et al., 2017), con mas de 500 millones de personas en todo
el mundo. La obesidad esta relacionada con una gran cantidad de patologias tales
como enfermedades cardiovasculares y respiratorias, diabetes tipo 2), enfermedades
neurodegenerativas, osteoartritis y cancer (Heo et al., 2017). La obesidad se ve

agravada por el sedentarismo y la falta de actividad fisica (OMS 2017).

El musculo esquelético es el tejido mas abundante en el humano y tiene
diversas funciones fisiologicas (Abrigo et al., 2016): proporciona la fuerza necesaria
para el mantenimiento de la postura del cuerpo y para efectuar movimientos, por lo
tanto, el deterioro muscular resulta en disfuncion fisica y deterioro metabdlico (Rahemi
et al., 2015). La disfuncion del musculo esquelético es una complicacion de la
obesidad al provocar atrofia significativa, lo que da a lugar a disminucion de la fuerza
de contraccién muscular y una reducida capacidad para soportar la fatiga, asi como
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia (Pompeani et al., 2014; Bae et al., 2016;
Martinez-Huenchullan et al., 2018). Esto produce un incremento en el estrés oxidativo
(Choi et al., 2015) asociado con el deterioro de la funcion mitocondrial (Heo et al.,
2017).

Con la finalidad de contrarrestar los efectos negativos de la obesidad, en este
trabajo se analizaron los efectos del diazoxido, un abridor de los canales Katp, en el
musculo esquelético. Esto debido a que se sabe que la activacion farmacolégica de
los canales Katp con diazoxido mejora la contraccion muscular y aumenta la
resistencia a la fatiga (Garcia et al.,, 2009), disminuye los niveles de ERO vy la
peroxidacion lipidica, y aumenta las defensas antioxidantes (Moghtadaei et al., 2012).
Con el mismo objetivo, se analizé el efecto del ejercicio y su combinacion con el
diazoxido, ya que el ejercicio es un valioso tratamiento no farmacoldgico para los

trastornos metabdlicos asociados con la obesidad (Hyatt et al., 2015).
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Parametros seroldgicos

Una de las principales caracteristicas de la obesidad es el notorio incremento del peso
corporal, debido a la acumulacion excesiva de grasa en diversos tejidos. Estudios
realizados por Alamzadeh et al. (2008), Pompeani et al. (2014), Bae et al. (2016) y Lu
et al., (2016), muestran que la obesidad inducida con una dieta alta en grasa aumenta
el peso corporal de la rata. Los resultados de la Fig. 9A muestra coincidencia con los
estudios antes citados. De modo notable, se observd que tanto el tratamiento con
diazoxido, el protocolo de ejercicio y la combinacion de ambos tratamientos
disminuyeron el peso corporal. lo cual es consistente con lo reportado por Alamzadeh
et al. (2008), donde se observé que las ratas obesas tratadas con diazoxido tuvieron
una ganancia de peso corporal menor que la de los animales obesos sin tratamiento,
esto al reducir el consumo de alimento. Bae et al. (2016) observaron también que,
aplicando protocolos de ejercicio, observaron también disminucion en el peso corporal
Sin embargo, no se encontré una sinergia ni efecto aditivo con la combinacién de

ambos tratamientos.

El musculo esquelético es uno de los tejidos que representa el mayor
porcentaje de utilizacidn de glucosa por lo que la obesidad se ha relacionado con la
disminucién de la captacion de glucosa (Heo el al., 2017). La obesidad incrementa los
niveles de glucosa en sangre (Pompeani et al., 2014; Martinez-Huenchallan et al.,
2018). Este efecto se pudo observar en las ratas obesas de este trabajo (Fig. 9B).
Esto puede estar relacionado a que cuando la grasa se almacena en el musculo
esquelético, provoca disminucion en la captacion de glucosa y resistencia a la insulina
(Choi et al., 2015; Bae et al., 2016), lo que es reflejado en los niveles de glucosa en

sangre elevados durante la obesidad.

En la Fig. 9B, se observd que el diazdxido, el ejercicio y la combinaciéon de
ambos tratamientos redujeron los niveles de glucosa en sangre en ratas obesas,
siendo mas eficientes el ejercicio que el diazoxido. En las ratas sanas se observo este

mismo efecto con el ejercicio pero no con diazéxido, donde incluso se observd un

79



incremento con respecto al control, lo cual sugiere que este tratamiento solo resulta

efectivo mientras se encuentre la obesidad establecida.

Alemzadeh y Tushaus, (2004) y Alemzadeh et al., (2008), observaron que el
diazoéxido disminuye los niveles de glucosa en sangre durante la obesidad, esto se
atribuye, en parte, al aumento de la sensibilidad a la insulina, supresion de la
hiperinsulinemia, incremento del trasporte de glucosa al interior de la célula y
reduccion de la lipogénesis. Mientras que Bae et al. (2016) y Botezelli et al., (2016),
observaron disminucion de los niveles de glucosa en sangre, en grupos de ratas
obesas sometidas a protocolos de ejercicio, lo cual se atribuyé al aumento de la
sensibilidad a la insulina y mejora del transporte de glucosa al interior de las células
del musculo esquelético (Botezelli et al., 2016; Cartee et al., 2016). Por lo tanto, se
puede sugerir que la implementacion de un protocolo de ejercicio es un tratamiento

mas eficiente que la combinacion con diazéxido.

La apertura de los canales Katp y €l gjercicio regular mejoran la contracciény la

resistencia a la fatiga.

La acumulacion de grasa durante la obesidad altera el metabolismo de carbohidratos
y lipidos, lo que perjudica la flexibilidad y la generacién de energia necesaria para el
mantenimiento de la funcion contractil normal del musculo esquelético (Espinosa et
al., 2016). Esto provoca disminucion en la fuerza de contraccion y favorece el
desarrollo de Fatiga, lo que a su vez produce un incremento en el estrés oxidativo.
Asi, una mayor concentracion de lipidos en el tejido produce menor fuerza muscular
(Choi et al., 2015).
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Consistente con lo anterior, en este trabajo se observé que la tensién maxima
y la tension total, de musculo soleo y EDL de ratas obesas disminuyo respecto al grupo
control (Fig. 10A y 10B), de igual manera, se pudo observar que ambos musculos de
mostraron una menor resistencia a la fatiga que el control (Fig. 11A y 11B), estos
resultados demostraron como la patologia de la obesidad afecta la funcion contractil
normal de los musculos, al provocar disminucion de la fuerza de contraccion y
promover el desarrollo de fatiga. Esto podria estar relacionado con el incremento de
grasa intramuscular, lo que provoca deficiencia en la capacidad del musculo para
contraerse (Choi et al., 2015), ademas, se sabe que la obesidad altera el proceso de
regeneracion parcial del musculo esquelético, aumenta la protedlisis, lo que
desencadena una disminucion en el diametro de las fibras musculares y perdida de
tejido muscular, produciéndose atrofia significativa, que afecta el proceso de
contracciéon (Pompeani et al., 2014; Brown et al.,, 2015). Esto, ocasiona que
desciendan los niveles de ATP y disminuya el volumen mitocondrial, produciéndose
disfuncion mitocondrial y fatiga muscular (Andrukhlv et al., 2006; Costa et al., 2006;

Montoya-Pérez et al., 2010).

Estudios previos han demostrado que la apertura de los canales Katp con
diazoxido mejoran la produccidn de ATP y reducen la fatiga muscular, esto, se ve
reforzada al observar una reduccion de la fatiga muscular (Garcia et al., 2009;
Sanchez-Duarte et al., 2012). En este trabajo, se pudo observar que el tratamiento
con diazoxido, incremento la tension maxima y total, tanto del musculo séleo y del
musculo EDL (Fig. 10A y 10B), en los grupos de ratas obesas. De igual modo, el
tratamiento con diazoxido, incremento el tiempo de resistencia a la fatiga de ambos
musculos (Fig. 11A y 11B). Esto concuerda con lo observado en el trabajo de Garcia
et al. (2009) donde el diazdxido incrementd la tension post-fatiga del musculo EDL de
ratdbn, mientras que Sanchez-Duarte et al. (2017) reportaron este mismo efecto
protector de la apertura de los canales Katp utilizando nicorandil, un abridor selectivo
de canales Katp mitocondriales. En dicho trabajo, se observé incremento de la tension
post-fatiga en fibras musculares esqueléticas lentas del pollo, sugiriendo que los

efectos de nicorandil estan relacionados con la activacion de los canales mitoKatp.
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Lo anterior sugiere que el efecto protector del diazéxido observado en la
obesidad es debido a la apertura de los canales mitoKatp, debido a que la entrada de
K* a la matriz esta acompafada de la entrada de agua, causando un aumento del
volumen mitocondrial, lo que conduce a un incremento de la respiracion a traves de la
CTE y a un aumento de la sintesis de ATP, lo que favorecera la contraccion muscular
y disminuira la fatiga (Andrukhlv et al., 2006; Costa et al., 2006).

Al mismo tiempo, en este trabajo se mostré el efecto protector con la
implementacion del protocolo de ejercicio como tratamiento durante la obesidad, la
tension maxima y la total incrementaron tanto en musculo séleo como EDL (Fig. 10A
y 10B) de ratas obesas ejercitadas. De igual forma, se observé en ambos musculos,
incremento en la resistencia a la fatiga (Fig. 11A y 11B). Esto, podria deberse a que
la actividad fisica promueve diversas adaptaciones metabdlicas y funcionales en el
musculo esquelético. El ejercicio aumenta la expresion e induce la participacién de los
canales Katp para la proteccion de cardiomiocitos. Estudios de Zigman et al. (2011) y
Krajievic et al. (2015), demostraron que un aumento inducido por el ejercicio en la
expresion de los canales Katp sarcolemales cardiacos mejora el acondicionamiento y
la contraccion, lo que podria ocurrir en las fibras musculares, por lo cual se mejora la
contraccidon muscular y se presenta resistencia a la fatiga, asimismo, estos efectos
positivos del ejercicio se le atribuyen a la disminucién de grasa intramuscular, como
consecuencia de un aumento en el metabolismo del musculo esquelético (Bae et al.,
2016).

Con base en estos resultados se corroboraron las diferencias entre musculo
s6leo y musculo EDL, ya que el musculo séleo al estar formado principalmente de
fibras oxidativas lentas tipo | presenta menor contraccion y mayor resistencia a la
fatiga, mientras que el musculo EDL al estar conformado principalmente de fibras
glucoliticas rapidas tipo Il presenta mayor contraccion y menor resistencia a la fatiga
(Lépez-Chicharro y Fernandez-Vaquero 2010), caracteristicas de estos musculos que

son evidentes en este trabajo.
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La apertura de los canales Katp y el ejercicio disminuyen el estrés oxidativo en

el musculo esquelético de ratas obesas.

Las ERO estan involucradas en la modulacion del apropiado funcionamiento
del musculo esquelético y pueden generarse tanto en condiciones de reposo y de
actividad contractil (Reid 2008; Powers et al., 2011), exceso en las concentraciones
de ERO conduce al estrés oxidativo y compromete la funcion muscular (Powers et al.,
2011; Westerblad 2011).

El estrés oxidativo se produce en la célula cuando las ERO se incrementan y/o
cuando se reducen los mecanismos de defensa antioxidantes. En condiciones
patoldgicas, las ERO pueden danar al ADN, lipidos y proteinas, iniciando dafo tisular
y la muerte celular. Sin embargo, a concentraciones fisiolégicas, ERO pueden ser

reguladoras criticas de vias de senalizacion celular (Beckendorf y Linke, 2015).

Durante la obesidad, el incremento de la grasa almacenada en el musculo
esquelético, provoca disminucion en la captacion de glucosa y deterioro de la via de
sefalizacion de la insulina, ocasionando resistencia a la insulina e hiperinsulimemia
(Choi et al., 2015; Bae et al., 2016). Esto produce disfuncion mitocondrial, reduce la
biogénesis mitocondrial, se altera la mitofagia (defectuosa o excesiva) y se promueve
la apoptosis, lo que incrementa los niveles de ERO, induce estrés oxidativo y ocasiona

dafo celular (Heo et al., 2017).

Abrigo et al. (2016) evaluaron los niveles de ERO en musculos de ratones
obesos inducidos por dieta alta en grasa, observaron como en este grupo aumentaron
los niveles de ERO 7,22 veces en relacion con el grupo control. Esta informacion es
consistente con los resultados de esta tesis, ya que se pudieron observar
incrementados los niveles de ERO en los grupos de ratas a las cuales les fue inducida
la obesidad, respecto al grupo de ratas control tanto en musculo séleo, como en EDL

analizados antes y después de inducir fatiga (Fig. 12A y 12B), observandose mayor
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nivel de ERO en el musculo EDL, debido a que las fibras de contraccién rapida pueden
ser mas susceptibles al estrés oxidativo que las fibras de contraccion lenta (Bidi et al.,
2015).

Del mismo modo, estos resultados se deben a que el incremento de grasa
intramuscular, provoca reduccion de la calidad muscular y se produce deficiencia en
la capacidad del musculo para contraerse (Choi et al., 2015), lo que ocasiona que
desciendan los niveles de ATP y disminuya el volumen mitocondrial produciéndose
disfuncion mitocondrial y promoviendo la fatiga muscular (Andrukhlv et al., 2006;
Costa et al., 2006; Montoya-Pérez et al., 2010). Esto lleva a que las fibras musculares
experimenten incremento de ERO en el mioplasma que a su vez, conduciran a estrés
oxidativo, poniendo en peligro la funcién muscular, lo que resulta a su vez en fatiga
(Powers et al., 2011; Westerblad 2011). Se ha demostrado que existe una relacion
dosis dependiente entre la concentracién de ERO y la reduccion de la contractibilidad

muscular y la ocurrencia de fatiga (Fernandez et al., 2009).

Estos resultados mostraron que la apertura de los canales Katp, el ejercicio
regular y la combinacién de ambos redujeron los niveles de ERO en el grupo de ratas
obesas tanto en musculo séleo como en musculo EDL analizados antes y después de
inducir fatiga (Fig. 12A y 12B). Se pudo observar como el diazéxido disminuyé los
niveles de ERO en ratas obesas sometidas a este tratamiento, con respecto al grupo
de ratas obesas sin tratamiento. Este efecto se puede observar en el trabajo de Garcia
et al. (2009) en fibras musculares de raton, donde en presencia de diazéxido, la tasa
de produccién de ERO durante la recuperaciéon de la fatiga fue claramente menor en
comparacion al grupo sin tratamiento. Efecto que se debe a la apertura de los canales
Katp de la mitocondria, lo que mejora la contraccion y disminuye la fatiga,
disminuyéndose asi los niveles de ERO (Ferranti et al., 2003; Garcia et al., 2009), lo
que a su vez aminora la fatiga muscular. Efecto que el diazéxido puede estar

ejerciendo sobre los niveles de ERO en la obesidad.

Por otra parte, el diazdxido per se disminuye los niveles del ERO en la obesidad

al evitar la disfuncion mitocondrial producida por la hiperinsulinemia debida al
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incremento de la grasa intramuscular (Choi et al., 2015; Bae et al., 2016; Heo et al.,
2017) Este efecto protector, como resultado de inhibir la secrecién de insulina y
mejorar la sensibilidad a la insulina ya presente (Alemzadeh et al., 2008), igualmente,
se le atribuye la caracteristica de incrementar las defensas antioxidantes, lo que

favorece igualmente a la disminucién de los niveles de ERO (Mogtadaei et al., 2012).

En este estudio, también se observé como el ejercicio disminuyo los niveles de
ERO en los grupos de ratas obesas con respecto al grupo de ratas obesas a las cuales
no les fue aplicado dicho protocolo. Este efecto del ejercicio se puede observar en el
estudio de Ji et al. (2006), donde un grupo de ratas fueron sometidas a un régimen de
ejercicio y donde encontraron disminucién de los niveles de ERO en comparacion al
grupo no entrenado, en respuesta a una adaptacion en sus sistemas antioxidantes.
Este papel protector del ejercicio en la obesidad se podria atribuir a la produccion y la
actividad de enzimas antioxidantes, ya que tanto los animales como humanos que se
someten a un protocolo de ejercicio regular son mas resistentes al estrés oxidativo,
principalmente, debido a la adaptacion de sus sistemas de defensa antioxidante (Ji et
al., 2006; Lambertucci et al., 2006; Heo et al., 2017).

De manera analoga, el ejercicio podria disminuir los niveles de ERO durante la
obesidad, ya que el ejercicio aumenta la expresion e induce la participacion de los
canales Katp sarcolemales por lo cual se mejora la contraccion muscular y se presenta
resistencia a la fatiga (Brown et al., 2005; Zingman et al., 2011; Kraljevic et al., 2015),
disminuyéndose los niveles de ERO (Ferranti et al., 2003), lo que a su vez aminora la
fatiga muscular. De la misma forma, estos efectos positivos del ejercicio se le atribuyen
a la disminucién de grasa intramuscular, por efecto del aumento en el metabolismo
del musculo esquelético (Bae et al., 2016), ya que al haber una disminucion de la
grasa intramuscular, se incrementa la sensibilidad a la insulina y disminuye la
hiperinsulinemia, lo que a su vez disminuye la produccion de ERO mitocondrial
(Mcgarrah et al., 2016; Heo et al., 2017).
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Estos tratamientos disminuyeron los niveles de ERO en los musculos
esqueléticos, tanto de ratas sanas como obesas, se observo la misma eficiencia entre
el tratamiento con diazéxido, el protocolo de ejercicio y la combinacion de ambos, por
lo que no se observd una sinergia. Cabe mencionar que en esta serie de
experimentos, los musculos de los grupos sometidos al protocolo de ejercicio
analizados después de la fatiga mostraron los mismos niveles de ERO que los
musculos analizado antes de la fatiga, efecto que no se observé en el resto de los
grupos, donde se observo que los niveles de ERO se encuentran incrementados en
los musculos analizados post-fatiga en relacién a los no fatigados, lo cual puede ser
explicado con el concepto de hormesis, que describe la relacion de respuesta a un
factor de estrés benéfico en niveles moderados y perjudicial a altos niveles, se ha
propuesto que el modelo de hormesis dependiente de ERO podria explicar esta

respuesta del musculo al ejercicio (Espinosa et al., 2016).

Como se menciond anteriormente, se ha observado que uno de los principales
efectos del incremento de las ERO es el dafo a proteinas, lipidos y acidos nucleicos
en la célula muscular (Beckendorf y Linke, 2015), por lo que en este estudio se
cuantificaron los niveles de TBARS, un indicador de la peroxidacion lipidica y el estrés
oxidativo. Cuando se produce un incremento en la produccion de ERO, estas pueden
ejercer sus efectos dafiinos en los fosfolipidos de membrana y dar como resultado la
formacion de malondialdehido (MDA), que es toxico para las células (Nonaka et al.,
2014). La peroxidacion lipidica juega un papel importante en la patogénesis y
gravedad de diversas enfermedades. Los aldehidos reactivos formados por la
descomposicion de los peroxidos lipidicos como el malondialdehido (MDA), alteran el
funcionamiento en la CTE, disminuyendo su actividad y la produccion de ATP, lo que

contribuye a la fatiga y al estrés de la célula muscular (Estepa et al., 2001).

En este trabajo se pudo observar que los niveles de peroxidacion lipidica se
encontraron incrementados en las ratas obesas, tanto en musculo séleo como en EDL
analizados antes y después de inducir fatiga (Fig. 13A y 13B), observandose mayor

nivel de peroxidacion lipidica en el musculo EDL, debido de manera probable a que
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las fibras de contraccién rapida pueden ser mas susceptibles al estrés oxidativo que
las fibras de contraccion lenta (Bidi et al., 2015). Po el contrario, el grupo de ratas
obesas tratadas con diazéxido mostré una disminucion de los niveles de peroxidacion
lipidica en ambos musculos (Fig. 13A y 13B). Este efecto se observo en el trabajo de
Sanchez-Duarte et al. (2017), donde el musculo esquelético lento de pollo fatigado
mostré una disminucion de los niveles de peroxidacion lipidica cuando fue tratado con
nicorandil, mientras que Farahini et al. (2012), observaron que el pretratamiento con
diazoxido contribuyd a la resistencia del tejido muscular (gastrocnemio) contra el dafio
isquémico al disminuir la peroxidaciéon lipidica. Lo mismo fue apreciado por
Moghtadaei et al. (2012) donde observaron este efecto protector del diazoxido en la
isquemia del musculo esquelético, al encontrarse disminuidos los niveles de

peroxidacion lipidica en el grupo preacondicionado con diazéxido.

De modo similar, los resultados mostraron esta disminucion de los niveles de
peroxidacion lipidica, en el grupo de ratas obesas sometidas al protocolo de ejercicio
(Fig. 13A y 13B), ya que el grupo de ratas obesas tratadas con ejercicio mostré una
disminucion de los niveles de peroxidacion lipidica en ambos musculos con respecto
al grupo de ratas obesas sin tratamiento. Este efecto con la implementacién de un
protocolo de ejercicio se observo previamente (Lambertucci et al., 2006), donde los
niveles de peroxidacion lipidica de tejido muscular de ratas entrenadas se encontraron

disminuidos.

La apertura de los canales Katp y el ejercicio incrementan los niveles de

glutation en musculo esquelético de ratas obesas.

Las células poseen sistemas antioxidantes que las protegen contra el dafo
oxidativo causado por ERO. Esto incluye a las enzimas antioxidantes superoxido
dismutasa, catalasa y la glutation peroxidasa, cuya sintesis puede modificarse por el

ejercicio, la dieta y la edad (Fernandez et al., 2009).
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En este estudio se pudo observar como el estrés oxidativo es inducido por la
atrofia del musculo esquelético a consecuencia de la obesidad y como durante la
obesidad, la respuesta antioxidante es insuficiente lo que promueve Ila
sobreproduccién de ERO vy la oxidacion de lipidos en las fibras musculares (Nanaka
et al., 2014). Nuestros resultados mostraron que los niveles de GSH+GSSG (Fig. 14A
y 14B) y de GSH (Fig. 15A y 15B) se encontraron disminuidos durante la obesidad,
mientras que los niveles de GSSG (Fig. 16A y 16B) se encontraron incrementados. La
disminucién del contenido de GSH+GSSG sugiere que la obesidad afecta la sintesis
de este antioxidante y se puede hipotetizar que esto se debe a que las ERO estan
involucradas en diversas vias de senalizacion. La sobreproduccion de ERO durante
la obesidad afecta negativamente la expresién de genes involucrados en la sintesis
de enzimas antioxidantes (Marotte y Zeni, 2013), y al encontrarse disminuido el
contenido de GSH, esto sugiere que la obesidad no solo afecta la sintesis de este

antioxidante, sino que también afecta su capacidad antioxidante.

El tratamiento con diazoxido, con ejercicio y la combinacion de ambos,
incrementaron los niveles de GSH+GSSG (Fig. 14A y 14B) y GSH (fFig. 15A y 15B)
y, en algunos casos, redujeron los niveles de GSSG en la obesidad (Fig. 16A 'y 16B),
Este efecto se observé en el trabajo de Sanchez-Duarte et al. (2017), donde se aprecio
gue en musculo esquelético lento fatigado de pollo, los niveles de GSH se encontraron
incrementados con nicorandil, mientras que los niveles de GSSG se encontraron
disminuidos. Un efecto similar se observé en el estudio de Moghtadaei et al. (2012),
donde la actividad de enzimas antioxidantes se encuentra incrementada en el musculo
esquelético tratado con diazdxido durante la isquemia-reperfusion, con relacion al
musculo sin tratamiento. El ejercicio presentd este mismo efecto debido a la actividad
de enzimas antioxidantes incrementada en grupos de ratas entrenadas en relacion a
grupos no entrenados (Lambertucci et al., 2006). El efecto protector del diazoxido y
del ejercicio puede deberse a que estos tratamientos activan vias de sefializacion para
la activacién de genes que regulan la sintesis de enzimas antioxidantes (Ji et al.,

2006), ademas de que la sintesis del glutation es ampliamente dependiente las
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concentraciones de ATP, y tanto, el tratamiento con diazoxido como el ejercicio

favorecen su produccion (Andrukhlv et al., 2006).

En resumen, la obesidad y su efecto sobre el musculo esquelético han sido
ampliamente estudiados, al igual que el efecto del ejercicio para contrarrestar sus
efectos negativos, mientras que la apertura de los canales Kartp ha sido estudiada
como un mecanismo de proteccion para la célula muscular. Sin embargo, este es el
primer estudio, que muestra como el diazéxido, asi como el ejercicio y la combinacion
de ambos, mejora la contraccion y el funcionamiento de las fibras musculares en la

obesidad al reducir el estrés oxidativo (Fig. 17).
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Figura 17. Modelo de estudio que muestra el efecto de la apertura de los canales Kartp ¥ el
ejercicio sobre el funcionamiento muscular en la obesidad. La obesidad incrementa la grasa
almacenada en el musculo, disminuye la fuerza de contraccion y produce perdida del volumen
mitocondrial, generando disfuncién mitocondrial, de igual modo el incremento de la grasa intramuscular
favorece la hiperinsulinemia, generando también disfuncién mitocondrial, la cual promueve fatiga
muscular e incrementa los niveles de ERO, incrementa la peroxidacién lipidica y disminuye la defensa
antioxidante, no obstante, la apertura de los canales Karp, por parte del diazoxido y el ejercicio, regenera
el volumen mitocondrial, lo que incrementa la contraccién y disminuye la fatiga, reduciéndose los niveles
de ERO, por otro lado, el ejercicio al disminuir la grasa intramuscular evita la hiperinsulinemia, mientras
que el diazoxido la evita, inhibiendo la secrecién de insulina, con lo que se disminuyen los niveles de
ERO, se disminuye la peroxidacion lipidica y se incrementa la defensa antioxidante (realizado con
informacion de todos los articulos aqui referidos).
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IX. CONCLUSION

El diazoxido y el ejercicio mejoraron la contraccion muscular en la obesidad al

disminuir los niveles de ERO, la peroxidacion lipidica y mejorar el estado redox del

glutation.

>

o
*

PERSPECTIVAS

Realizar cortes histologicos con la finalidad de corroborar el efecto de la grasa
almacenada en musculo durante la obesidad y el efecto de la apertura del canal
Katpy el ejercicio sobre esta.

Incrementar el analisis de parametros seroldgicos para determinar el efecto de
la apertura de los canales Kartp y el ejercicio sobre estos en la obesidad.
Implementar diferentes protocolos de ejercicio (intensidad y duracion) con la
finalidad de evaluar sus efectos en el tejido muscular durante la obesidad.
Implementar diferentes protocolos con dietas modificadas (restriccion caldrica)
y suplementaciéon antioxidante, con la finalidad de evaluar sus efectos en el
tejido muscular durante la obesidad.

Evaluar el efecto de los diferentes protocolos con abridor de los canales Kartp,
ejercicio, suplantacion antioxidante y cambios en la dieta sobre la homeostasis
del calcio durante la obesidad.

Analizar el efecto de los diferentes protocolos con abridor de los canales Katp,
ejercicio, suplantacion antioxidante y cambios en la dieta sobre la resistencia a
la insulina y el transporte de glucosa durante la obesidad.

Determinar el efecto de los diferentes protocolos con abridor de los canales
Katp, ejercicio, suplantacion antioxidante y cambios en la dieta en los procesos
inflamatorios inducidos en la obesidad.

Analizar el mMRNA de atrogenes para comprobar el estado de atrofia durante la

obesidad.
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