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RESUMEN

El envejecimiento es un proceso natural e inevitable que se caracteriza por el deterioro
progresivo fisico y mental, presentando una acumulacion de componentes
disfuncionales, que finaliza con la muerte.

Uno de los trastornos més importante durante el envejecimiento, es el deterioro en la
movilidad y la capacidad fisica. Lo anterior debido a una pérdida progresiva de la masa
y la fuerza del musculo esquelético, en un proceso conocido como sarcopenia. La
etiologia de la sarcopenia se ha relacionado con diversos factores como el estrés
oxidante, la pérdida de la homeostasis de proteinas y la disfuncién mitocondrial.

Las mitocondrias desempefian un papel fundamental debido a su importancia en la
produccion de energia, de especies reactivas de oxigeno y en la sefalizacion para
inducir la apoptosis. Se sabe que las funciones mitocondriales se deterioran con el
envejecimiento, incluida la sintesis de proteinas mitocondriales, la respiracion y la
produccion de ATP. Se ha sugerido que el ejercicio podria generar efectos benéficos
en el ciclo de vida mitocondrial, ya que produce en las principales vias de sefializaciéon
relacionadas con el control de calidad y cantidad de mitocondrias durante el
envejecimiento. Por otro lado, se ha descrito que la metformina (MTF), una biguadina
empleada en el tratamiento de diabetes tipo 2, mejora el rendimiento fisico, la
sensibilidad a la insulina, ademas de que disminuye el colesterol y las lipoproteinas de
baja densidad. A nivel molecular, la MTF aumenta la actividad de la AMPK vy la
respuesta antioxidante. La interrogante de este trabajo se basa en esclarecer si el
tratamiento conjunto de MTF + ejercicio moderado a lo largo de la vida, podra ejercer
un efecto protector contra la disfuncion mitocondrial en masculo esquelético de ratas
viejas. Para ello, se cuantifico el consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas de
musculo esquelético tipo cuadriceps. Ademas, se determind la presencia de
supercomplejos respiratorios y la actividad enzimatica de los OXPHOS, asi como la
sintesis e hidrdlisis de ATP.

En nuestras condiciones experimentales observamos que los animales viejos con un

tratamiento con MTF + ejercicio tuvieron una mejor respuesta durante el consumo de



oxigeno, un mejor cociente P/O y actividad enziméatica comparado con los animales

gue solo fueron tratados con metformina o sedentarios.



ABSTRACT

Aging is a natural and inevitable process characterized by progressive physical and
mental decline, presenting an accumulation of dysfunctional components, and ending
with death. In particular, one of the health complications during aging is the failure in
mobility and physical capacity, due to a progressive loss of skeletal muscle mass and
strength, in a process known as sarcopenia. The etiology of sarcopenia has been
related to various factors such as oxidative stress, loss of protein homeostasis and
mitochondrial dysfunction. Mitochondria have a significant role due to their importance
in energy production, in the reactive oxygen species generation and in apoptosis
pathway signaling. It is known that mitochondrial functions deteriorate with aging,
including mitochondrial protein synthesis, respiration and ATP production.

It has been suggested that exercise could generate beneficial effects in the
mitochondrial life cycle, since it has effects on the main signaling pathways related to
quality control and quantity of mitochondria during aging. On the other hand, metformin
(MTF), a biguadine which is used as a treatment for type 2 diabetes is known to improve
physical performance, insulin sensitivity, and decrease cholesterol and low-density
lipoproteins levels. At the molecular level, metformin increases AMPK activity and
antioxidant response. So, this study aims is to clarify whether the combined treatment
with MTF + moderate exercise during the rats lifespan could prevent mitochondrial
dysfunction in old rats. The oxygen consumption of mitochondria isolated from
quadriceps skeletal muscle was measured, ss well as the occurrence of respiratory
supercomplexes and the OXPHOS enzymatic activity, ATP synthesis and hydrolysis.
Under our experimental conditions the mitochondria from old animals treated with MTF
+ exercise had a better response during oxygen consumption, P/O ratio and enzymatic

activity compared to animals that were treated only with metformin.
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1. INTRODUCCION

La reduccion de la natalidad y el aumento de la esperanza de vida en nuestro
pais han modificado la piramide poblacional incrementando el nimero de adultos
mayores (AM) y disminuyendo el de jévenes y nifios. Segun la proyeccion del
Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO), y del Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI), para el afio 2050 existiran 32.4 millones de (AM) en México
(21.5% de la poblacion total) (INEGI, 2017). Esto generara una problematica en el
pais, ya que el aumento en este segmento de la poblacion traera consigo el aumento

en enfermedades relacionas con el envejecimiento.

El envejecimiento es un proceso natural e inevitable que se caracteriza por el
deterioro fisico y mental progresivo, es decir, es una acumulacién gradual de
componentes disfuncionales que finaliza con la muerte (L6pez-Otin et al., 2013). En
particular, uno de los trastornos mas importantes durante el envejecimiento es el
deterioro en la movilidad y la capacidad fisica, debido a una pérdida progresiva de
la masa y la fuerza del musculo esquelético, en un proceso conocido como

sarcopenia (Jaimovich et al., 2018).

El muUsculo esquelético esta formado por fibras mixtas: tipo | oxidativo lento, tipo
IIA oxidativo-glucolitico rapido, tipo IIB de tipo glucolitico rapido y fibras hibridas.
Durante el envejecimiento hay una disminucion del 30-40% de las fibras
musculares, siendo las fibras de tipo lIA 'y B, las mas afectadas (Verdijk et al., 2007).
Desafortunadamente, las alteraciones del musculo esquelético favorecen la
aparicion de otras enfermedades o sindromes como la disminucion de la tasa
metabdlica, el aumento de la resistencia a la insulina y la disminucion en el
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contenido mineral 6seo (O'Neill et al., 2015) provocando discapacidad fisica,
fragilidad, pérdida de la independencia funcional y mortalidad. La disminucion de la
actividad fisica y las limitaciones funcionales durante le envejecimiento favorece un
estilo de vida sedentario reduciendo de esta manera el rendimiento y la fuerza
muscular ademas de que la inactividad fisica esté relacionada con la pérdida de

masa muscular.

La etiologia de la sarcopenia se ha relacionado con diversos factores tales como
el estrés oxidante, la pérdida de la homeostasis de proteinas, la apoptosis, la
inflamacion, y la disfuncién mitocondrial (Campo et al., 2017). Las mitocondrias
desempeiian un papel fundamental en el deterioro muscular relacionado con el
envejecimiento debido a su importancia en la produccion de energia, en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), la regulacién de varias vias
catabdlicas y en la sefializacion para inducir apoptosis confiere a este organelo una
posicion central en el mantenimiento de la viabilidad de las células musculares. (Kim

et al., 2017; O"Neill et al., 2015).

1.1 MITOCONDRIA

Las mitocondrias son el principal sitio de produccion de ATP en las células
eucariotas. La mitocondria consiste en una matriz soluble limitada por una doble
membrana, una membrana interna impermeable a los iones y una membrana
externa permeable a las moléculas de hasta 5 kDa. Los donadores de electrones,

NADH y FADH2, productos de la oxidacion de acetil- CoA son utilizados por la CTE
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de la membrana interna mitocondrial para establecer un gradiente electroquimico
de protones a través de la membrana. La fuerza proton motriz resultante, que
comprende tanto un potencial de voltaje como un gradiente de pH, es utilizada por

la ATP sintasa para la produccion de ATP (Kim et al., 2017; Carter et al., 2015).

De acuerdo con la hipotesis endosimbidtica, las mitocondrias se originaron por la
incorporacion de las eubacterias aerobias por una eucariota anaerobia. Como
resultado, la mitocondria tiene su propio sistema genético con varias caracteristicas
similares a las bacterias, incluido un genoma de DNA circular compacto llamado
MtDNA, una maquinaria de transcripcion simple que produce transcripciones de
RNA multigénicos y una maquinaria de traduccion con sensibilidad antibi6tica
similares a las células procariotas. So6lo 13 genes mitocondriales codifican
proteinas, todas las cuales son subunidades esenciales de la cadena respiratoria;
los genes restantes son 22 tRNAs y 2 rRNAs necesarios para la traduccion de
proteinas dentro de la matriz mitocondrial. Por lo tanto, los genes nucleares
controlan la transcripcion mitocondrial, la traducciéon y la replicacion del mtDNA

(Ramos et al., 2016).

1.2 SUPERCOMPLEJOS

Las mitocondrias presentan los cinco complejos de la fosforilacion oxidativa
(OXPHOX, Complejo I-V) en su membrana interna. Los complejos | al IV son
oxidorreductasas que, con excepcion del complejo Il, acoplan el transporte de

electrones con la traslocacion de protones a través de la membrana interna
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mitocondrial. La fuerza protdon motriz generada es utilizada por la ATP sintasa
(complejo V) para la produccion de ATP a partir de ADP y fosfato. EI complejo | o
NADH ubiquinona-oxidorreductasa es el primer y principal punto de entrada de
electrones a la cadena respiratoria, transfiere los electrones provenientes del NADH
a la ubiquinona. El complejo Il o succinato ubiquinona-oxidorreductasa, transfiere
los electrones del FADH:2 a la ubiquinona y conecta directamente el ciclo de Krebs
con la cadena respiratoria. Cuando la ubiquinona se encuentra reducida a ubiquinol,
los electrones pueden transferirse al complejo 11l o ubiquinol- citocromo ¢ oxido-
reductasa, que se encuentra en la membrana como un dimero funcional. El
citocromo ¢ media la transferencia de electrones del complejo Il a la citocromo c-
oxidasa (complejo IV). Finalmente, los electrones se transfieren al oxigeno

molecular que se reduce en agua (Boekema et al., 2006; Acin et al., 2008).

La mitocondria es la principal fuente de energia en la mayoria de los tipos
celulares, controla diferentes rutas metabdlicas e interviene en diversas vias de
sefalizacion, que van desde la sintesis de pirimidinas hasta la regulacion de la
apoptosis. EI modelo actual para la organizacion de la cadena de transporte de
electrones (CTE) es el modelo de difusion aleatoria, el cual propone que los grandes
complejos se mueven aleatoriamente dentro de la membrana interna mitocondrial y
que los electrones fluyen entre ellos conectados por los portadores moéviles
(Ubiquinona o Coenzima Q y citocromo c). Este modelo, también conocido como
modelo fluido, se enfrentd al modelo sélido en el cual los complejos respiratorios se
organizan en macroestructuras dentro de la membrana interna mitocondrial para

realizar un transporte mas rapido y eficiente de electrones (Greggio et al., 2017).
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Sin embargo, el modelo fluido habia ganado aceptacién principalmente basado en
estudios cinéticos, ya que los complejos respiratorios pueden purificarse
individualmente y conserva su actividad enzimatica. No obstante, la evidencia
favorece nuevamente al modelo sélido, que propone que los diferentes complejos
respiratorios se ensamblan en estructuras supramoleculares (supercomplejos)
presentando una estequiometria definida. La mayor parte de los complejo | se
encuentran unidos a dimeros del complejo Ill y mondémeros del complejo IV
(CICII2CIV), una estructura que contiene todos los complejos necesarios para
transferir electrones del NADH al Oz, y por lo que, se le denomina respirosoma.
También existen otros supercomplejos como el CICIllz o el CllI2CIV. La formacion
de supercomplejos es importante para la estabilidad de los complejos de la CTE y
para reducir la produccion de ERO. La formacion de supercomplejos se descubrio
al emplear geles nativos (BN- PAGE, electroforesis en gel azul nativo) que
evidenciaron las combinaciones electroforéticas de diferentes complejos

respiratorios (Cogliati et al., 2016; Gu et al., 2016).

Otro ejemplo de organizacion de niveles superiores de supercomplejos, es la F1Fo
ATP sintasa también conocida como CV. Esta enzima es un complejo de 750 kDa
formado por 15-18 subunidades. La F1 se encuentra expuesta en la matriz
mitocondrial, constituida por tres subunidades o y tres B, que estan conectadas al
sector FO que se encuentra embebido en la membrana interna a través de un tallo
centrales y otro periférico. La FO esta compuesta por la subunidades a, A6L, e, f, g.
El tallo central contiene a las subunidades v, 8, €, mientras que el tallo periférico esta

constituido por las de subunidades OSCP (Su 5), b, d, F6 (h).
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La ATPsintasa es un dimero de 1400 kDa que incluye subunidades especificas
para la estabilizacion de dicho dimero como la e, g y k, que no se detectan en los
mondmeros. Se ha reportado que en todos los organismos los dos monémeros se
asocian a través de la membrana gracias a la subunidad FO y forman un &ngulo que
puede variar entre los 35y 90°. A pesar de que los dimeros de la ATPsintasa se
describieron en 1990, se propone que existe un tipo de organizacién mas alto como
los oligbmeros; lo anterior se demostré en mitocondrias de Paramecium mediante

microscopia electrénica (Letts et al., 2016; Dudkina et al., 2015).

Se piensa que los supercomplejos de OXPHOS permiten mejorar el flujo de
electrones entre los complejos al reducir la distancia de difusion de los portadores
de electrones moviles como la ubiquinona y el citocromo c. Finalmente, se ha
sugerido que la formacion de supercomplejos es importante para prevenir una
excesiva formacion de radicales libres. En el caso particular de los dimeros y
oligbmeros de ATPsintasa, se ha reportado que producen una curvatura local de la
membrana, lo cual fomenta la formacion de las crestas. Esto sugiere fuertemente
gue la dimerizacién de las ATP sintasas es esencial para la morfologia mitocondrial

(Dudkina et al., 2010).

1.3 BIOGENESIS MITOCONDRIAL

La biogénesis mitocondrial permite la expansion de la red mitocondrial existente.

Este proceso se desarrolla constantemente dentro del musculo esquelético para
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mantener el contenido y la funcidon mitocondrial en respuesta a diversos estimulos

(Trewin et al., 2018).

El coactivador-1a del receptor-y activado por el proliferador de peroxisoma (PGC-
1a) esta implicado en la regulacion transcripcional de numerosos productos
nucleares y mitocondriales que participan en los eventos celulares que controlan la
masa Yy la funcion muscular. Por ello, PGC-1a es un regulador esencial en la
biogénesis mitocondrial. Asi, los procesos que coordina incluyen la transcripcion de
genes nucleares, la importacién de las proteinas mitocondriales codificadas en el
nacleo (NEMP, por sus siglas en inglés), la transcripcion y la replicacion del mtDNA.
También interactla con varios factores de transcripcion, incluyendo PPAR, Nrfl/2 y
ERR, MEF2, FoxO, asi como la expresion de Tfam (que estimula directamente la
replicacion del mtDNA y la transcripcion). Se ha visto que la isoforma PGC-1a
estimula la hipertrofia muscular debido a su capacidad para activar la via IGF-
1/mTOR. Por lo que se ha sugerido que durante el envejecimiento se podria ver

afectada la funcién y expresion de PGC-1 a (Ji et al., 2015; Kim et al., 2015).

Otro factor importante que regula la biogénesis mitocondrial es la proteina cinasa
activada por AMP (AMPK) (Senesi et al., 2015), ya que promueve dicho proceso a
través de PGC-1a y Nrf1/2. Asi mismo, el ejercicio también puede estimular AMPK,
lo que lleva a la activacion de PGC-1a por fosforilacion directa en residuos de
treonina y serina (Wenz et al., 2009). Este evento de fosforilacion puede ayudar a

promover la biogénesis mitocondrial (Kim et al., 2008).
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1.4 FUSION Y FISION

Ademas de la biogénesis mitocondrial, la remodelacion dinamica de la mitocondria
ayuda a promover la calidad mitocondrial. La red mitocondrial experimenta una
fusidn constante (la uniébn de mitocondrias separadas que conducen a la formacion
de redes continuas) y fision (la division de las mitocondrias en unidades individuales)
para mantener el contenido mitocondrial y la homeostasis estructural y funcional

(Drake et al., 2015).

1.4.1 FUSION MITOCONDRIAL

La fusién mitocondrial es un proceso que involucra la unién de la membrana
mitocondrial interna (MMI) y la membrana mitocondrial externa (MME) de dos
mitocondrias distintas o regiones diferentes del reticulo mitocondrial, lo que resulta
en la mezcla de membranas y contenido dentro del espacio intermembrana y matriz
mitocondrial. La fusién mitocondrial depende de proteinas transmembranales con
actividad de GTPasas llamadas mitofusinas (MFN) 1y 2 y de la proteina de atrofia
Optica 1 (OPA 1). Las MFN se encargan de la fusion de la MME mientras que OPALl
estd asociada y es esencial para la fusion de la MMI. La eliminacion
del gen Opal previene la fusion MMI, mientras que la eliminacion de los genes mfn
1/2 da como resultado la pérdida de la fusion MME e MMI, afectando la funcién
mitocondrial. En general, se acepta que la fusibn mezcla componentes
mitocondriales, que pueden ser criticos para el control de calidad mitocondrial (Roy

et al., 2015).
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1.4.2 FISION MITOCONDRIAL

La fision mitocondrial promueve la fragmentacion de las mitocondrias y se
desencadena en gran medida por una pérdida del potencial de membrana, ya que
en este proceso se separan las mitocondrias dafiadas de las sanas. Por lo tanto, la
fision también es critica para mantener la calidad mitocondrial general. Esta bien
aceptado que la proteina relacionada con la dinamina GTPasa (DRP) 1 es crucial
para la fisiobn de la MME. La despolarizacion de las mitocondrias recluta la GTPasa
DRP1 del citosol para ensamblarse en las mitocondrias dafiadas. Se ha sugerido
que la fisibn mitocondrial mediada por DRP1 depende de la proteina de fision
mitocondrial 1 (FIS 1) y la proteina de la divisidbn mitocondrial 1 (MDV 1). FIS1 esta
anclada a la MME, donde forma un haz de 6 hélices con motivos de repeticion de
tetratricopéptido en tdndem que sirven como interfaz entre MDV1 y DRP1. Varias
proteinas DRP1 se van ensamblando sobre FIS1 y forman una espiral alrededor de
la MME que, después de la hidrélisis de GTP, provocan la escision de la porciéon
dafada de las mitocondrias. Una vez fisionadas, las mitocondrias disfuncionales se

degradan por mitofagia y sus componentes se reciclan (Kim et al., 2017).

1.5 MITOFAGIA

Dado que las mitocondrias desempefian un papel importante, tanto en el
metabolismo normal, como en la supervivencia en respuesta al estrés celular, es
necesario mantener un cierto control de calidad, tanto para la correcta produccion

de ATP, como para evitar un incremento en la generaciéon de ERO. La mitofagia
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(autofagia de la mitocondria) es el proceso de eliminacion de mitocondrias
disfuncionales, y se produce principalmente por el dafio al mtDNA o a la CTE que
se ven reflejados en una disminucion del potencial transmembranal. Sin embargo,
la mitofagia no solo elimina a las mitocondrias disfuncionales, sino que también
participa en la respuesta adaptativa a la privacion de nutrientes, hipoxia o

proliferacion (Wallace et al., 2005; Schlagowski et al., 2016).

La mitofagia esta regulada por dos proteinas principales: la cinasa PINK1 (PTEN
inductor de la cinasa putativa 1), que puede detectar el estado de polarizacion
mitocondrial y Parkin (Parkin RBR E3 ubiquitina proteina ligasa) que es una E3-
ubiquitin ligasa. En condiciones normales, es decir, cuando la mitocondria esta
polarizada, PINK1 se importa a la membrana interna mitocondrial donde es
escindida por una proteasa (PARL). Sin embargo, cuando la membrana mitocondrial
no esta polarizada, PINK1 no se transloca, acumulandose en la membrana externa,
reclutando y fosforilando a Parkin, que al activarse ubiquitina masivamente las
proteinas de la MME, permitiendo que p62 reclute a LC3 (la cadena ligera 3 de la
proteina 1 asociada al microtibulo) para la formacion del autofagosoma vy
posteriormente la unién con el lisosoma para su degradacién (Moreira et al., 2017;

Joseph et al., 2016).

1.6 ENVEJECIMIENTO Y DISFUNCION MITOCONDRIAL

Se sabe que las funciones mitocondriales se deterioran durante el envejecimiento,

incluida la sintesis de proteinas mitocondriales, la respiracion y la produccion de
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ATP. En cuanto a la dinamica mitocondrial, se ha reportado que muchas de las
proteinas relacionadas con la fusion (Mfnl, Mfn2 y Opal), se encuentran

disminuidas (Carter et al., 2015).

Asi mismo, durante el envejecimiento se alteran varias enzimas que regulan rio
arriba la expresion de PGC-1qa, unas de ellas son CREB fosforilado, la proteina
cinasa p38, AMPK, CaMK y calcineurina A (Li et al.,, 2015). También se ha
encontrado una disminucion en el nivel de la proteina AMPK muscular, asi como
disminucién de la fosforilacién. Ya que AMPK es un regulador principal de PGC-1a

(Kjobsted et al., 2017), por lo que disminuye la biogénesis mitocondrial.

Otro mecanismo importante es la regulacion redox. Durante el envejecimiento
aumenta la generacion de ERO en el musculo esquelético, lo que podria activar a
NF-kB. Este seria un regulador negativo para PGC-1a, aunque las ERO también
podrian activar AMPK y p38, que a su vez activaria a PGC-1a y asi compensar la

regulacion negativa con la edad (Wenz et al., 2009).

A la fecha existen varias intervenciones para evitar la disfuncion mitocondrial
durante el envejecimiento, y en particular para evitar que ese dafio mitocondrial se
vea reflejado en la pérdida de la masa o la fuerza muscular. Entre los mas
importantes, y que se relacionan con nuestro proyecto, se encuentran el ejercicio y

la metformina.
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1.7 EJERCICIO

Se ha sugerido que el ejercicio podria generar efectos benéficos en el ciclo de
vida mitocondrial (Venditti et al., 2007), ya que tiene efectos en las principales vias
de sefalizacion relacionadas con el control de calidad y cantidad de mitocondrias
durante el envejecimiento. La contraccion del musculo esquelético durante el
ejercicio fisico puede activar una respuesta mitocondrial aumentando la biogénesis,
la expresion de proteinas relacionadas con la dinamica mitocondrial y activar el
recambio mitocondrial via mitofagia (Lawler et al., 2016). Se ha propuesto al
ejercicio como una de las intervenciones mas efectivas para prevenir el deterioro
muscular durante el envejecimiento, por lo que se hablara de ello mas adelante, en

la parte de antecedentes.

1.8 METFORMINA

La metformina (MTF) es una biguadina que se utiliza como farmaco en el
tratamiento de diabetes tipo 2 desde hace mas de 60 afios. Se ha descrito que la
MTF puede imitar algunos de los beneficios de la restriccion caldrica, como mejorar
el rendimiento fisico, tener una mejor sensibilidad a la insulina, una disminucién en
el colesterol y de las lipoproteinas de baja densidad. A nivel molecular, la MTF
aumenta la actividad de la AMPK y la respuesta antioxidante (Lopez-Otin et al.,
2016; Mennes et al., 2013). Aunque no se conoce con exactitud cual es su
mecanismo de accion, se sabe que la MTF inhibe la actividad del complejo | de la

CTE; esta inhibicion podria ser un mecanismo para la activacion de AMPK (Hur et
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al., 2015; Martin-Montalvo et al., 2013). A continuacion, se describen algunos

antecedentes de sus efectos en cuanto a la funcién mitocondrial.

2. ANTECEDENTES

Varios estudios han demostrado que el mecanismo de acciéon de la MTF implica
la activacion de AMPK, esto ocurre por el aumento de la relacion AMP/ATP (Senesi
et al., 2015; Suwa et al., 2006; Kjobsted et al., 2017). Otros estudios proporcionan
evidencia de que la metformina inhibe parcialmente el complejo | de la CTE
(Andrzejewski et al., 2014; Wessels et al., 2014; Sharoff et al., 2010), alterando el
rendimiento mitocondrial. Si bien existe controversia con respecto a los mecanismos
moleculares subyacentes a la accion de la MTF, existe un acuerdo general en que
el medicamento causa estrés energético, lo que podria generar una respuesta
hormética de proteccidn. Recientemente se reportd que la MTF provocOd una
disminucién de la respiracibn mitocondrial, dependiente de la dosis usada, en
células cancerosas, lo cual disminuyé la sintesis de ATP. Corroborando lo anterior,
Andrezejewki y colaboradores demostraron en células MCF7, que la MTF disminuy6
la respiracion mitocondrial, lo cual tuvo un impacto en la capacidad de las

mitocondrias para generar ATP.

Como se sabe, la capacidad oxidativa del musculo esquelético in vivo esta
determinada por la funcion mitocondrial intrinseca, asi como por el contenido
mitocondrial total. Suwa y colaboradores en 2006, reportaron que existe un

aumento en la expresion de la proteina PGC-1a y una actividad incrementada de la
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citrato sintasa en ratas Wistar, después de 2 semanas de tratamiento con MTF, lo

que sugiere una estimulacion de la biogénesis mitocondrial.

Por otro lado, la accion inhibidora de la MTF sobre la respiracion dependiente del
complejo | se ha demostrado anteriormente, pero en estudios in vitro, en los cuales
se aislaron mitocondrias del higado de rata y del masculo esquelético, asi como
células permeabilizadas. Las mitocondrias se incubaron con MTF y se vio el efecto
inhibitorio. Lo mismo se ha reportado en células cultivadas tratadas con MTF, donde
se observa el efecto inhibidor del farmaco sobre la actividad del complejo | (Wesswls
et al., 2014). Por el contrario, estudios en modelos ex vivo no concuerdan con los
efectos de la MTF antes reportados. Se ha visto que después de 4 semanas de
tratamiento con MTF (320 mg/kg/dia) disminuye la capacidad respiratoria de fibras
musculares permeabilizadas obtenidas del gastrocnemio de ratas Zucker obesas.
Sorprendentemente, en los cultivos de células musculares L6 (mioblastos de rata)
tratados con MTF, aumentaron la formacion de la energia mitocondrial después de

ser tratadas con MTF.

Las discrepancias en la literatura podrian ser causadas por las diferencias en las
especies, los regimenes de dosificacion, los tipos de fibras musculares y los
métodos utilizados para determinar el efecto de la MTF en las mitocondrias (Vytla

et al., 2013).

Como se ha mencionado, la MTF puede comprometer la produccion de ATP
(Martin-Montalvo et al., 2013; Jackson et al., 2016), activando a la AMPK, la cual
incrementa la autofagia y la biogénesis mitocondrial. Por lo que, una reprogramacion
metabdlica puede favorecer el metabolismo oxidativo, teniendo un efecto positivo
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sobre el musculo esquelético ya que el tratamiento con MTF mejora la expresion de
PGC-1a y la biogénesis mitocondrial, posiblemente a través de la activacion de

AMPK (Langone et al., 2014; Bo et al., 2010).

La AMPKy las sirtuinas dependientes de NAD", sefializan una funcién metabdlica
importante: la expresion de PGC-1a se ejerce a través de la fosforilacion mediada
por AMPK vy la desacetilacion de FOXO3 mediada por SIRT1 requerida para el
control de la transcripcion completa de PGC-1a (Kjobsted et al., 2017; Pestronk et
al., 2017), por lo tanto, el uso de MTF podria activar esta via, podria mejorar la

funcién mitocondrial.

Por otro lado, se ha reportado la capacidad que tiene la MTF para mejorar el
rendimiento fisico muscular de ratones (Yang et al., 2015). La sefializacion de Akt
es central en la regulacion de la funcion muscular. Asi, la MTF aumenta la activacion
de Akt en musculo gastrocnemio y cuédriceps femoral (Hur et al., 2015), lo que
sugiere que no solo se podria utilizar este farmaco en afecciones relacionadas con
el envejecimiento, sino también en condiciones de atrofia muscular relacionadas

con el sedentarismo (Kandarian et al., 2006).

Asimismo, se encontr6 que la proteina SOD2 (superéxido dismutasa mitocondrial,
enzima antioxidante que dismuta el radical-aniébn superoxido en peroxido de
oxigeno) aumenta su expresion después del tratamiento con MTF. La SOD2 actua
como una linea de defensa primaria para hacer frente a las ERO. La disminucion de
la SOD2 se asocia con el sedentarismo, caracterizado por la resistencia a insulina.
Entonces, la MTF podria actuar como un agente que contrarresta el estrés oxidante
(Senesi et al., 2016).
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De igual forma, la realizacion de ejercicio fisico desempefia un papel importante
para evitar el deterioro del musculo, ya que produce un aumento en el metabolismo
energético y produccion de ATP en los musculos. Uno de los efectos mas relevantes
del ejercicio, es el disminuir la resistencia a la insulina y esto se debe a la reduccién
del tejido adiposo, aumento de la masa muscular y aumento en los trasportadores
a glucosa. Los efectos del ejercicio fisico pueden tener un gran impacto en la
prevencion y tratamiento de enfermedades metabdlicas (Yang et al., 2015) (Hur et

al., 2015; Martins et al., 2018) y también en la prevencion de la sarcopenia.

3. JUSTIFICACION

A nivel mundial, el 63% de las muertes anuales son causadas por las
enfermedades no transmisibles (ENT) que generalmente son cronicas. Los cuatro
tipos principales de ENT son: las enfermedades cardiovasculares, las
enfermedades respiratorias cronicas, la diabetes y el cancer. El 75% de esos

decesos se concentran en paises de bajos y medianos ingresos.

Estas enfermedades, ademas, tienen consecuencias socioecondmicas graves,
principalmente en comunidades socialmente desfavorecidas, en donde el acceso a
servicios de salud es limitado, generando con ello un incremento en gastos
adicionales para hacer frente a los costos de la enfermedad y su duracion. Por lo
gue la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que, con el fin de mejorar
las funciones cardio-respiratorias y musculares, la salud 6sea, y para reducir el

riesgo de ENT y depresion, se recomienda acumular un minimo de 150 minutos
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semanales de actividad fisica aerdbica moderada para la poblacién mayor de 18
afos (Soto et al., 2016). Sin embargo, con la informacién recabada a finales del
2016, el 52.2% de la poblacibn mexicana mayor de 18 afios es sedentaria. Esto
genera una problemética, ya que la reduccion de natalidad y el aumento de la
esperanza de vida han dado como resultado un aumento cada vez mas de adultos
y adultos mayores, por consecuencia si no hay un cambio en los hbitos de practica
fisico-deportiva, para el afio 2050 habr4 mas adultos mayores con enfermedades
relacionadas con el envejecimiento o ENT, las cuales pueden reducir la esperanza

de vida.

El hecho de que el tratamiento con MTF se asocie con un menor riesgo de
padecer cancer y enfermedades cardiovasculares, plantea la posibilidad de que
desemperie un papel benéfico para otras enfermedades tales como la sarcopenia,
sin embargo, no queda claro cémo seria su efecto en su uso combinado con

ejercicio.

Se sabe que tanto la MTF como el ejercicio pueden activar la via AMPK y asi
promover la biogénesis mitocondrial e inhibir la apoptosis, cada estimulo con su

efecto por separado, pero no se sabe como actuaran en conjunto.

Con estos antecedentes, surge el interés de conocer si el tratamiento
ejercicio/MTF es capaz de mejorar la disfuncibn mitocondrial en musculo

esquelético causada por el envejecimiento y asi presentar un estimulo aditivo.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué efecto ejerce el ejercicio moderado en conjunto con el tratamiento con MTF a
lo largo de la vida, sobre la funcién mitocondrial del musculo esquelético de ratas

viejas?

5. HIPOTESIS

El ejercicio moderado y el tratamiento con MTF a lo largo de la vida, mejorara la

funcion mitocondrial en el masculo esquelético de ratas viejas.

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del tratamiento con metformina y ejercicio moderado a lo largo de
la vida sobre la disfuncion mitocondrial del musculo esquelético de ratas viejas de

la cepa Wistar.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el efecto del tratamiento con MTF + ejercicio moderado a lo largo de
la vida, en el consumo de oxigeno por las mitocondrias aisladas de musculo

esquelético cuadriceps de ratas viejas.
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e Evaluar el efecto del tratamiento con MTF + ejercicio moderado a lo largo de
la vida, en la presencia o0 ausencia de supercomplejos en musculo
esquelético cuadriceps de ratas viejas.

e Evaluar el efecto del tratamiento con MTF + ejercicio moderado a lo largo de
la vida, en la funcion de la ATPsintasa (sintesis e hidrdlisis del ATP) en

mitocondrias de musculo esquelético cuadriceps de ratas viejas.

8. MATERIAL Y METODO

8.1 ANIMALES

Para este trabajo se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar, que se sacrificaron
a los 24 meses de edad (600 g), al terminar los tratamientos que se describirdn mas
abajo. Las ratas se obtuvieron del bioterio de la Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I). Los animales se mantuvieron en
condiciones estandar de temperatura ambiente 28° + 3°C, con un ciclo de luz
invertido, 12 horas de luz y 12 de obscuridad; con libre acceso a comida y agua, se
manejaron de acuerdo con los criterios establecidos por la “Guia para el Cuidado
de los Animales de Laboratorio” (Edicibn Mexicana auspiciada por la Academia

Nacional de Medicina) y la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999.

8.2 GRUPOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron 8 grupos experimentales de 5 ratas cada uno:
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1. Sedentarias o grupo control (S). Ratas de 24 meses (m), sin ningun
tratamiento.

2. Sedentarias + MTF-12m (SM12). Grupo de ratas sedentarias a las que se
les administré metformina (100 mg/kg) diariamente, iniciando el tratamiento
a los 12 meses de edad y lo continuaron por 12 meses mas (un afio), hasta
cumplir los 24 meses de edad.

3. Sedentarias + MTF-18m (SM18). Grupo de ratas sedentarias a las que se
les administré metformina (100 mg/Kg) diariamente, iniciando el tratamiento
a los 18 meses de edad y lo continuaron por 6 meses mas, hasta cumplir los
24 meses de edad.

4. Ejercicio 4m (E). Grupo de ratas que realizaron su rutina de ejercicios (25
cm/s, 30 minutos al dia, 5 dias a la semana), desde los 4 meses hasta los 24
meses de edad.

5. Ejercicio 4m + MTF-12m (EM12). Grupo de ratas que realiz6 ejercicio desde
los 4 meses de edad hasta los 24 meses y que ademas fueron tratadas con
MTF por un afo (de los 12 a los 24 meses).

6. Ejercicio 4m + MTF-18m (EM18). Grupo de ratas que realiz6 ejercicio desde
los 4 meses hasta los 24 meses y que ademas fueron tratadas con MTF por

seis meses (de los 18 a los 24 meses).

NOTA: Para algunos experimentos se usaron cuadriceps de ratas jovenes de 4

meses sin ningun tratamiento, como control de animal joven.
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8.3 RUTINA DE EJERCICIO

Antes de iniciar su rutina de ejercicio, las ratas fueron pre-acondicionadas por 8

semanas, Como Se muestra a continuacion

Pre-acondicionamiento
No. De Semana | Dias Velocidad | Tiempo Toques
eléctricos
Semana 1 3 dias 10 cm/s 10 min No
Semana 1 2 dias 15 cmls 10 min Si
Semana 2 3 dias 15 cmls 15 min Si
Semana 2 2 dias 20 cm/s 20 min Si
Semana 3 5 dias 15 cmls 20 min Si
20 cm/s 10 min Si
Semana 4 5 dias 20 cm/s 15 min Si
25 cm/s 15 min Si
Semana 5 5 dias 25 cm/s 15 min Si
30 cm/s 15 min Si
Semana 6 5 dias 30 cm/s 10 min Si
35 cm/s 20 min Si
Semana 7 5 dias 30 cm/s 10 min Si
35 cm/s 10 min Si
40 cm/s 10 min Si
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Semana 8 5 dias 40 cm/s 30 min Si

Después del pre-acondicionamiento las ratas de los diferentes grupos de ejercicio y
de ejercicio + MTF, comenzaron a correr 25 cm/s, 30 minutos al dia, 5 veces a la

semana.

8.4 TRATAMIENTO CON METFORMINA

La MTF que se utilizé para el tratamiento fue de la marca PreDial en solucion y se
administré a una dosis de 100 mg/kg, una vez al dia, por 7 dias a la semana, via

oral, ya sea por un afio 0 por seis meses, como se describio arriba.

Al término de los tratamientos, los animales fueron sacrificados por el método de
decapitacion y se obtuvieron los musculos cuédriceps. El resto de los érganos se
usaron en otros protocolos del laboratorio para diferentes proyectos de

investigacion.

8.5 AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS

Las mitocondrias del musculo esquelético de cuadriceps se aislaron mediante
centrifugacion diferencial de la siguiente manera. Se obtuvo el musculo esquelético
cuddriceps, el cual se lavé con Buffer Chappell-Perry | (KCI 100 mM, Tris- HCI 50
mM, MgCl25 mM y EDTA 1 mM, pH 7.2) con ATP 1 mM (Grado Il, Sigma), se

fragmentdé y se incub6é 1.5 mg de proteasa durante 10 minutos y luego se
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homogeniz6. EI homogenizado se centrifugd a 600 g durante 10 minutos. Se
recupero el sobrenadante, se filtr6 seguido de una centrifugacion a 14,000 g durante
10 minutos. Se descartdé el sobrenadante y el pellet se resuspendié en el Buffer
Chappell-Perry 11 (KCI 200 mM, Tris- HCI 50 mM, MgCl2 1 mM y EDTA 0,2 mM, pH
7.2) con ATP 0.2 mM y albamina sérica bovina (100 mg/100 ml, Sigma) y se
centrifugé a 7,000 g durante 10 minutos. El sedimento se resuspendio en Buffer
Chappell-Perry Il con ATP y se centrifug6é dos veces a 3,500 g. El pellet final se
resuspendié en 500 pl de Buffer Chappell-Perry 1l y se utilizé6 para los ensayos

mitocondriales.

8.6 RESPIRACION MITOCONDRIAL

El consumo mitocondrial de oxigeno se determind usando un electrodo de Clark
(unidad de control de electrodos de oxigeno Oxytherm, Hansatech Instruments
Ltd.). Brevemente, las mitocondrias se resuspendieron en amortiguador de
respiracion (sacarosa 250 mM, KH2PO4 10 mM, EGTA 1 mM, Tris 10 mM, pH 7.4)
con albumina sérica bovina al 0.3% (BSA). Se utilizé glutamato/malato o succinato
(10 mM) como sustrato respiratorio. La respiracion del estado 3 se inicié con la
adicion de 0.45 mM ADP. La respiracion del estado 4 se cuantificé como el consumo
de oxigeno después del consumo de ADP. La relacion de control respiratorio se

calculd con las tasas de respiracion del estado 3/ estado 4 (Pilliam et al., 2014).
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8.7ACTIVIDAD ENZIMATICA MITOCONDRIAL

Complejo I: la actividad se determiné espectrofotométricamente a 340 nm con la
oxidaciéon de NADH 150 puM ((NADH: 6.22 mM-1cm?). Las mitocondrias se
permeabilizaron con 0.5% de Triton X-100, se incubaron con KH2PO4 30 mM,
MgCl2 5 mM, EGTA 1 mM, KCI 120 mM, 2,6-Dimetoxi- 1,4-benzoquinona (DBQ)

20 mM, pH 7.4.
La reaccion que representa la actividad evaluada es la siguiente

NADH + DBQox — NADH* + DBQred

Complejo II: la actividad se determind espectrofotométricamente a 600 nm con 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCIPIP 50 uM; ¢DCPIP: 21 mM-cm). Las mitocondrias se
permeabilizaron con 0.5% de Triton X-100, se incubaron con KH2PO4 5 mM, MgCl2

5mM, EGTA 1 mM, KCI 20 mM, PMS 200 uM, pH 7.4.
La reaccion que representa la actividad evaluada es la siguiente

Succinator + DCPIPox —» Fumarato + DCPIPred

Complejo IV: la actividad se determin6d en un electrodo tipo Clark, las mitocondrias
se resuspendieron en un amortiguador de respiracion (sacarosa 250 mM, KH2PO4
10 mM, EGTA 1 mM, Tris 10 mM, pH 7.4), suplementado con citocromo ¢ 540 nM,

ascorbato 3 mM, TMPD 500 nM.

La reaccion que representa la actividad evaluada es la siguiente
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Cit Cred + O2 — Cit coxi + H20

Sintesis de ATP por el Complejo V: se usé un ensayo acoplado a la reduccion de
(NADP* €340 nm = 6.2 mm ~1cm ~1). La mezcla de reaccion tenia NADP * 50 mM,
ADP 5 mM, 6 unidades / ml de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 16 unidades / ml
de hexocinasa, 10 mM de succinato, 100 um P1, P5-Di (adenosina-5 ') pentafosfato
penta-amonio, 100 uM glucosa, 250 mM sacarosa, 20 mM MgClz y KH2PO4 20 mM,

pH 7.5.

Hidrolisis de ATP por el Complejo V: se cuantificé espectrofotométricamente usando
un ensayo acoplado a la oxidaciéon de (NADH ¢340nm = 6.2 mM~! cm™1). El medio
de ensayo tenia HEPES 50 mM, pH 8,0, MgSO4 1 mM, KCI 90 mM; el sistema de
regeneracion de ATP fue fosfoenolpiruvato 5 mM (PEP), NADH 0,2 mM, 50
unidades / ml de piruvato quinasa (PK) y 30 unidades / ml de lactato deshidrogenasa

(LDH).

8.8 SUPERCOMPLEJOS

Para la obtencién de supercomplejos y complejos mitocondriales se solubilizaron
las mitocondriales con el detergente digitonina (2 g/g proteina) en una solucién de
Bis- Tris 50 mM, acido aminocapréico 500 mM, pH 7.0, succinato 10 mM y ATP 10
mM. El detergente (stock 500 mg/ml en DMSO) se agregé gota a gota y la solucién
se incub6 durante 30 min a 4°C; posteriormente se ultracentrifugaron a 100 000 xg
durante 35 min a 4°C. Los complejos y supercomplejos respiratorios se recuperaron

en el sobrenadante (Schagger et al., 1991).
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8.9 ELECTROFORESIS EN CONDICIONES NATIVAS

Los complejos respiratorios se resolvieron por medio de electroforesis azul en
condiciones nativas (BN- PAGE) en geles de gradiente de poliacrilamida (4-10%)
(Wittig et al., 2006). EI amortiguador del anodo fue bis-tris HCI 50 mM, pH 7.0; el
amortiguador del catodo fue tricina 50 mM, bis-tris 15 mM, pH 7.0 y el colorante
aniénico Coomassie G250 (0.02%). La electroforesis se corrio a 30 V durante 16
horas a 4°C. El peso molecular de los complejos respiratorios y supercomplejos fue
determinado por su movilidad electroforética y el revelado de su actividad catalitica
en gel, utilizando como marcador de peso molecular y actividad a los complejos
mitocondriales de corazon de bovino solubilizados con digitonina en las mismas

condiciones.

8.10 ACTIVIDAD EN GEL DE LOS COMPLEJOS Y SUPERCOMPLEJOS
RESPIRATORIOS

Actividad de NADH deshidrogenasa. Al finalizar la electroforesis nativa, los geles
se incubaron en una solucion de tris-HClI 10 mM, pH 7.4, NADH 0.5 mM como
sustrato y bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yi]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) 1.2 mM
como agente oxidante. En esta reaccion el NADH es oxidado por la flavina unida a
la deshidrogenada y esta ultima reduce directamente a tetrazolio. Mediante esta
tincion es posible detectar la actividad del complejo I. La actividad se observo como
un depdsito violeta y la reaccion se detuvo con una solucion de 40% de metanol y

10% de acido acético.
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Actividad de citocromo C oxidasa. La actividad en gel del complejo IV se determiné
utilizando 3, 3’-diaminobencidina (DAB) como agente reductor y al citocromo ¢ como
acarreador de los electrones (Zerbetto et al., 1997). El gel se incubd en una soluciéon
de 10 mM de KH2PO4pH 7.4, 4.66 mM de DAB, 4 mg de citocromo C y 1.8 KU de
catalasa, esta ultima se afiade para evitar que peréxidos contaminantes oxiden a la
diaminobencidina; evitando que la reaccion sea inespecifica. La actividad del CIV
se observé como un deposito café. La reaccion se detuvo con una solucién de 40%

de metanol y 10% de &cido acético.

Actividad de ATPasa. La ubicacién en el gel de los oligobmeros del complejo V fue
determinada por medio de su actividad de hidrolisis de ATP. El gel se incubd en
glicina 50 mM, MgCl2 10 mM, Pb(NO3s)2 0.2%, ATP 5 mM, pH 8.0; ajustando el pH
con trietanolamina para evitar la precipitacion inespecifica del plomo. La actividad
de hidrolisis de ATP se observd como un depésito blanco del fosfato de plomo,
sobre un fondo oscuro. La reaccion se detuvo con una solucion de 40% de metanol.

(Jung et al., 2000).

8.11 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Cada experimento se realiz6 al menos por triplicado en eventos independientes.
El analisis estadistico de los resultados fue por analisis de varianza (ANOVA)
seguida por la prueba de Tukey. Se uso6 un nivel de probabilidad de p< 0.05 como

criterio minimo de significancia.
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8.12 DISENO EXPERIMENTAL

Joven Sedentaria
Sedentaria

Sedentaria + MTF 12m
Sedentaria + MTF 18 m
Ejercicio
Ejercicio+ MTF 12 m
Ejercicio+ MTF 18 m

12m

+

25 cm/ s, 30 minutos al
dia, 5 veces a la semana

18 m

24m

B v
I Ejercicio
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9. RESULTADOS

9.1 CONSUMO DE OXIGENO

En la figura 1 se muestran los trazos representativos del consumo mitocondrial de
oxigeno para cada uno de los tratamientos. EI consumo de oxigeno en el estado 2
(el estado 2 evalla cuanto oxigeno se consume por la mitocondria en ausencia de
ADP). Para ello se utilizé como sustrato glutamato- malato, para ver indirectamente
el funcionamiento del complejo I. Para iniciar el trazo se agregaron las mitocondrias
(mt). El consumo de oxigeno que se cuantificé se muestra en la tabla 1. La rotenona,
gue es un inhibidor del complejo I, inhibe el consumo de oxigeno. Posteriormente
se agreg6 al succinato que es un sustrato del complejo II, con lo cual vuelve a
estimularse el consumo de oxigeno. Finalmente, la adicion de la antimicina A frena
totalmente el consumo de oxigeno, ya que este inhibe el transporte de electrones
del complejo Il al IV, por lo tanto, no existe un consumo de oxigeno por la CTE
(Figura 1).

Se evalud el consumo de oxigeno en estado 2 para determinar si la MTF inhibe
el complejo | de la CTE. Aunque diversos estudios, asi lo han reportado, nuestros
resultados no se muestra una disminucién en el consumo de oxigeno utilizando
como sustrato glutamato- malato, al contrario, se presenta un aumento en la
respiracion en los grupos tratados con MTF a los 12 y 18 meses. La cuantificacion
de los consumos de oxigeno y el promedio de las mitocondrias aisladas de los

animales de cada uno de los tratamientos, se detallan en la tabla 1.
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a) Sedentaria Joven

mt  Rotenona
j l Succinato

/

Antimicina A

/

77 nmol O,

1 min

b) Sedentaria

/ Rotenona .
l Succinato

/

Antimicina A

/

77 nmol O,

1 min

c) Sedentaria + Metformina 12m

mt
/ Rotenona

1 Succinato

/

77 nmol O,

1 min

Antimicina A
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d) Sedentaria + Metformina 18m
mt

/

Rotenona

l

Succinato

/

Antimicina A

/

77 nmol O;

1min

e) Ejercicio 4m

Succinato

/

mt
l Rotenona

l

Antimicina A

/

77 nmol O,

1 min

f) Ejercicio + Metformina 12m

mt
/ Rotenona

|

Succinato

/

Antimicina A

/

77 nmol O,

1 min
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g) Ejercicio + Metformina 18m

Rotenona

1

Succinato

/

Antimicina A

/

77 nmol O

1 min

Figura 1. Oximetria de las mitocondrias (mt) aisladas de cuadriceps (n=4). Se utiliz6

como sustrato glutamato-malato y succinato, los inhibidores utilizados fueron

rotenona y antimicina A. Se muestra el consumo de oxigeno en ausencia de ADP,

cuantificado el consumo de oxigeno después de agregar el succinato.

CONSUMO DE OXIGENO, ESTADO 2

Grupos nmol O; /mg/min
SJ 3.81£0.17
) 7.2%1.159m
smi2 64+036°¢
SM18 10.3+2.48°°¢
E 2.7+0.620°°9¢
EM12 3.7+0.92°km™
EM18 7.5+058°%
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Tabla 1. Consumo mitocondrial de oxigeno en estado 2 utilizando como sustrato

glutamato-malato. Los datos son la media + DE (n= 3). Diferente °SM18m vs E,
®SM18m vs EM12m, °EM18m vs E, ¢S vs E, ©SM18 vs SM12, eSM12 vs E, “\EM18

vs EM12, ™S vs EM12. Holm-Sidak p < 0.05

En la figura 2 se muestran los trazos representativos del consumo de oxigeno en
estado 3 y 4. Cabe aclara que cuando existen sustratos disponibles y oxigeno
suficiente, el flujo de electrones a través de la CTE es continuo, por lo tanto, si se
agrega una concentracion conocida de ADP y existe fésforo inorganico disponible
en el medio de respiracion, se generara potencial electroquimico de proton,
haciendo que el flujo de protones a través de la ATP sintasa sea elevado y se
sintetice ATP. A este consumo de oxigeno continuo en presencia de sustrato y ADP
se le conoce como estado 3. Cuando el ADP se agota, la CTE se desacelera y el
consumo de oxigeno disminuye, puesto que ya no puede haber sintesis de ATP. Al
consumo de oxigeno en este momento se le conoce como estado 4. Para evaluar
dichos estados se utilizé al glutamato- malato como sustrato, y se agregaron las
mitocondrias (mt) para iniciar el trazo. Posteriormente se indujo el estado 3 con 2.25
umoles de ADP. Una vez observados el estado 3 y 4 se adicion6 CCCP, que es un
desacoplante y provoca un aumento en la conductividad de protones y el consumo
de oxigeno. Para finalizar se utiliz6 CN, que es un inhibidor del complejo 1V, y no

permite la reduccion del oxigeno a agua.

Las mitocondrias de ratas SM12 y SM18 muestran un aumento en el consumo de
oxigeno de 87% y 53% respectivamente comparado con los grupos control
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(Sedentaria Joven y Sedentaria) asi como los grupos de ejercicio E, y ejercicio mas

MTF, EM12 y EM18 (figura 3A).

Como se mencion6 arriba, durante el consumo de oxigeno en el estado 4, la
actividad de la CTE disminuye, lo que se observa como un descenso en el consumo
de oxigeno. Esto pasa, siempre y cuando la CTE esté acoplada con la sintesis de
ATP y sila CTE no esta acoplada a la sintesis de ATP, el consumo de oxigeno en

el estado 4 no se modificara con respecto al estado 3.

En la figura 3B, se muestra un aumento en el consumo de oxigeno en el grupo
de SM12 de un 66% comparado con los grupos controles y asi como una
disminucién en el consumo de oxigeno en los grupos que realizaban ejercicio y

ejercicio + MTF de un 30 % comparado con los controles.

a) Sedentaria Joven

mt ADP

77 nmol O,

1 min
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b) Sedentaria

mt
J ADP
/
ccep
/
s CN
E /
c) Sedentaria + MTF 12m
mt ADP
b/
ccep
/
8 CN
2 /

1 min

d) Sedentaria + MTF 18m

77 nmol O,
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e) Ejercicio

77 nmol O,

1 min

f) Ejercicio + MTF 12m

77 nmol 0,

1 min

g) Ejercicio + MTF 18m

77 nmol O,

1 min
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Figura 2. Oximetria de mitocondrias aisladas de cuadriceps (n=4). Se utiliz6 como
sustrato  glutamato-malato, como desacoplante el carbonilcianuro m-
clorofenilhidrazona (CCCP), cianuro (CN) como inhibidor. Se indujo el estado 3 en

presencia de 2.25 pmoles de ADP.

A)

ESTADO 3
700

600

|

400

300

nmol O,/ mg/ min

200
*% T

100

]

sJ S SM12 sSM18 E EM12 EM18

B)

ESTADO 4
120

100 ~ *

80 4

T

40 e T

nmol O, / mg/ min

i

20 4 I

u T T T T T T T
sJ S SM12 SM18 E EM12 EM18
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Figura 3. A) Consumo de oxigeno en estado 3. Se utiliz6 como sustrato glutamato-
malato y fue inducido con 2.25 pmoles de ADP. B) Consumo de oxigeno en estado
4. Los datos son la mediana + DE n= 4.

Estado 3: Diferente *SM12 vs E, ** SM12 vs EM12, *** SM18 vs E. Dunn p < 0.05

Estado 4: Diferente *SM12 vs E, **SM12 vs EM12. Tukey Test p < 0.05

CONTROL RESPIRATORIO Y COCIENTE P/ O

GRUPOS CR P/ O
s 3.5+1.07 2.6+0.13
S 5.4 +0.51° 2.2 +0.08 **
SM12 6.1+0.45bP %> 2.2+0.08 *
SM18 6.5 + 0.57°¢9¢ 2.6+0.15
E 2.5+0.38°b2¢em 7.4+1.04
ok 7 ok ok
EM12 4.5+0.39°¢7 3.7+0.4
EM18 43+0.419%m 3.4+0.42

Tabla 2. El indice de control respiratorio (CR) = [respiracidn en estado 3]/[respiracion
en estado 4]. P/O= relacion de la cantidad de ADP y consumo total de oxigeno en
el estado 3 de la respiracion. EI CR y P/O se determinaron utilizando como sustrato

glutamato-malato, la respiracion fue inducida con 2.25 pmoles de ADP.
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En CR: Diferente °SM18 vs E, "SM12 vs E, °S vs E, ‘SM18 vs EM18, °SM18 vs
EM12, ‘EM12 vs E, ‘SM12 vs EM18, "EM18 vs E, ’SM12 vs EM12. Holm- Sidak p<
0.05

En P/O: Diferente *E vs SM12, ** E vs S. Dunn p <0.05

9.2 CONTROL RESPIRATORIO Y COCIENTE P/ O

Nuestros resultados mostraron un control respiratorio alto en los grupos SM12 y
SM18, sin embargo, sus cocientes P/O fueron menores, comparados con los grupos
que realizaban Unicamente ejercicio o un tratamiento en conjunto con metformina
(P < 0.002). El cociente P/ O es la relacion entre la sintesis de ATP por oxigeno
consumido. Los grupos con una o dos intervenciones (E o EM12, EM18) mostraron
niveles bajos de consumo de oxigeno en estado 3 y 4, asi como de los controles

respiratorios.

9.3 ACTIVIDAD NADH-UBIQUINONA OXIDORREDUCTASA

El complejo | esta constituido por 45 subunidades que suman un peso molecular
de casi 1000 kDa, contiene flavin mononucleétido (FMN) y varios centros fierro
azufre, los cuales van a ser ocupados para la oxidacion del NADH, reduccién de las
ubiquinonas y el bombeo de 4 H* al espacio intermembranal. En la figura 4A se
muestra la actividad en gel de los complejos y supercomplejos. Se observé un
mismo patron de supercomplejos independientemente del tratamiento. En el panel

B) se muestra la actividad enzimatica del complejo | evaluada
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espectrofotométricamente. Se observa una actividad significativamente menor (P <
0.003) en el grupo de SM18 y el grupo de EM12; por otro lado, los grupos de SM12

y EM18 mostraron un comportamiento parecido a las ratas S.

A)
BT SJ S SM12 sM18 E EMI12 EM18

4%
o
=
=
)]
m
v
10%

B)

ACTIVIDAD DE LA NADH- UBIQUINONA OXIDORREDUCTADA
2.0

1.8

1.6

1.4 -

1.2 +

1.0

0.8 - *

0.6

Hmol NADH/ min/ mg total

0.4 1

0.2 1

0.0 -
sJ S SM12 SM18 E EM12 EM18
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Figura 4. A) actividad en gel e identificacion de complejo | libre y asociado a los
supercomplejos en geles nativos. B) Actividad enzimatica de complejo | evaluada
por espectrofotometria. Los datos son la mediana + DE, n= 3. Diferente *SM18 vs

EM12, SC= supercomplejos. Holm- Sidak p < 0.05

9.4 ACTIVIDAD DE SUCCINATO- UBIQUINONA OXIDORREDUCTASA

El complejo Il es un tetramero de 140 kDa, su grupo prostético es FAD y presenta
3 centros fierro azufre; es una enzima que forma parte del ciclo de Krebs y oxida al
succinato a fumarato. Hay que comentar que el Cll generalmente no forma parte de
los supercomplejos, por lo que no se evalu6 el patron de supercomplejos sino
Unicamente la actividad enzimética por espectrofotometria.

En la figura 5 podemos ver que la actividad de esta enzima, en los grupos M12 y
M18 tienen una actividad significativamente menor (P < 0.001) del complejo I
comparado con aquellos que hacian solo ejercicio (E) o que no tuvieron alguna
intervencion (S). Los grupos experimentales SM12 y SM18 fueron los que

presentaron menor actividad enzimatica sélo del 30% en comparacion al grupo S.
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ACTIVIDAD DE LA SUCCINATO- UBIQUINONA OXIDORREDUCTASA
0.20

& "

0.18 -

0.16 - T

0.14 4 .|. _|_

0.12 4

0.10 -

0.08 - [
*
0.06 T

0.04

pmol DCPIP/ min/ mg total
H

0.02 -

0.00 . : . . . ; .
sJ S SM12 SM18 E EM12 EM18
Figura 5. Actividad enzimética de la succinato- ubiquinona oxidorreductasa. Los

datos son la mediana + DE, n= 3 (P < 0.001). Diferente * S vs SM12, ** S vs

SM18. Holm- Sidak p < 0.05

9.5 ACTIVIDAD DE CITOCROMO C OXIDASA

El complejo IV esta formado por 13 subunidades que suman 200 kDa, contienen
los 2 grupos prostéticos que llevan a cabo el transporte de electrones (citocromos a
y a3) y 2 nlcleos que contienen iones Cu?* (centros Cuay Cus). El complejo IV oxida
al citocromo ¢, bombea H* al espacio intermembrana y reduce al oxigeno molecular.
La citocromo c oxidasa es el complejo que presentd mayor actividad comparado con
los demas complejos. Los grupos E y EM18 presentaron una actividad
significativamente mayor (P < 0.006), y aquellos grupos que so6lo tenian un

tratamiento de MTF sin ejercicio, disminuyeron su actividad (Figura 6B). No se
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observo cambio en el bandeo de los supercomplejos o el complejo IV libre (figura

BA).
A)
BT S) S SM12 SMi18 E EM12 EM18
4%
sc
>
z
:
cIv
200 kDa
10%
B)
ACTIVIDAD DE LA CITOCROMO C OXIDASA
2000
1500 ~
s
L
f]
E
E 1000 .
E
500 4
u .

SJ S SM12 SsSM18 E EM12 EM18
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Figura 6. A) actividad en gel e identificacion de complejo IV libre y asociado a los
supercomplejos en geles nativos. B) Actividad enzimética de complejo IV. Los datos
son la mediana + DS, n= 3. Diferente *E vs SM12. SC= supercomplejos. Holm- Sidak

p <0.05

9.6 SINTESIS E HIDROLISIS DE ATP

La FiFo -ATP sintasa cataliza la sintesis de ATP en el paso terminal de la
OXPHOS, esta enzima también puede hidrolizar ATP. La hidrdlisis y la sintesis de
ATP se producen en tres sitios cataliticos en el sector F1, fuera de la membrana
mientras que el transporte de protones ocurre a través de la FO que se encuentra
embebida en la membrana interna mitocondrial. Este complejo normalmente forma
dimeros o hasta homo-oligbmeros y tienen un papel importante en la arquitectura

mitocondrial para la formacion de las crestas.

En la figura 7A se muestra la actividad de ATPasa del monémero de la FiFo -ATP
sintasa, asi como la presencia del dimero. El grupo de EM18 mostré una actividad
de hidrélisis de ATP significativamente mayor que el grupo S (P < 0.006) y el grupo
SM18 una actividad de hidrolisis significativamente menor que el grupo S (H6=
14.234, P < 0.027) (figura 7B). Mientras que el grupo de E mostré6 mayor actividad

en la sintesis de ATP, siendo las S las de menos actividad (figura 8).
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Figura 7. A) actividad en gel e identificacion del monémero y dimero del complejo
V. B) Actividad ATPasa del complejo V. Los datos son la mediana + DE n= 3.

Diferente * EM18 vs SM18. Tukey Test p < 0.05

60



ACTIVIDAD DE SINTESIS DE ATP
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Figura 8. Sintesis mitocondrial de ATP. Los datos son la media + DE n= 3.

Diferente *E vs S. Holm- Sidak p < 0.05.

10. DISCUSION

El envejecimiento es un fendbmeno complejo caracterizado por la pérdida
progresiva de las funciones fisiolégicas y el aumento de la mortalidad que a menudo
acompafia la aparicion de enfermedades como la sarcopenia que es la atrofia del
musculo esquelético. En consecuencia, la disminucion de la fuerza muscular es un
sello distintivo del proceso de envejecimiento (Cui et al., 2012). El fenotipo
sarcopénico se caracteriza por una reduccion de la masa y la calidad muscular, un
cambio en la distribucion del tipo de fibra, cambios en la sintesis de proteinas,

disfuncion mitocondrial, reduccidn de la regeneracion de células satélite, reemplazo
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de fibras musculares con grasa y un aumento de la fibrosis. La acumulacion de
estas disfunciones se ha relacionado con diferentes teorias del envejecimiento,
como la teoria de los radicales libres relacionada a la disfuncion mitocondrial. Esta
teoria especula que la disfuncién mitocondrial genera radicales libres, que dafian a
la célula, lo que se asocia con el envejecimiento (Christiakov et al., 2014).

Se cree que la disfuncién mitocondrial, incluida la capacidad oxidativa y el
aumento del dafio oxidante, contribuyen al envejecimiento biolégico. La teoria
mitocondrial del envejecimiento se basa en un aumento en las mutaciones del
MtDNA, esto puede generar efectos adversos en los componentes de la cadena
respiratoria, presentando una funcion inadecuada. Las alteraciones en los
componentes de la cadena respiratorio mitocondrial, puede llevar al incremento en
la fuga de electrones y a la consecuente formacién de especies reactivas de
oxigeno, creando un circulo vicioso, que perpetlia el dafio. El dafio a las membranas
promueve la reentrada de protones independiente de la ATP sintasa. Esto hace que
la cadena respiratoria sea menos eficiente.

Nuestros resultados muestran niveles altos en los valores de los controles
respiratorios (CR) de los grupos que fueron tratados con MTF a diferencia del grupo
que realizaba ejercicio (E). Sin embargo, esto no se reflejo en la eficiencia de
sintetizar ATP (cociente P/O), ya que las mitocondrias que resultaron ser las mas
eficientes fueron las de aquellos grupos que realizaban ejercicio, ya sea solo o0 en
combinacion con metformina (E y EM). En cambio, los grupos de ratas sedentarias
+ MTF mostraron un mayor consumo de oxigeno en estado 3 y 4, y un mejor control
respiratorio (CR), pero no un P/O tan eficiente. Es decir, aunque aparentemente

respiraban mejor, no eran tan eficientes en sintetizar ATP. Esto podria estar
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relacionado con varios reportes que indican que el efecto primario de la MTF es la
inhibicién del complejo |, dado por la carga positiva de la biguanida que permite su
acumulacion en la matriz mitocondrial. Lo anterior disminuye el potencial de
membrana mitocondrial y conduce a un estrés energético al disminuir la sintesis de
ATP por la fosforilacién oxidativa (Bridgest et al., 2014). Sin embargo, nuestros
resultados muestran un funcionamiento adecuado del complejo | con el sustrato
glutamato-malato, sin embargo, los valores altos en el estado 3 y CR en las ratas
sedentarias + MTF, pero los bajos niveles de P/O si podrian favorecer el mecanismo
hormético por el cual podria funcionar la MTF, ya que al modificarse el cociente
AMP/ATP se activaria la enzima AMPK.

Al cuantificar el consumo de oxigeno en estado 2 (ausencia de ADP), se encontrd
que la MTF podria tener un efecto adicional, al observarse un aumento de consumo
de oxigeno durante la respiracién basal en los grupos tratados. Robb et al., 2018 y
Cameron et al., 2018 reportaron que la MTF podria funcionar como ionéforo, de
manera parecida a la nigericina, que un antiportador de H*/catién, y asi presentar
una mayor actividad en el consumo de oxigeno. Lo anterior concuerda con lo
propuesto arriba, puesto que se aumentaria el consumo de oxigeno sin aumentar el
P/Oy la sintesis de ATP.

Como se ha mencionado, la acumulacion de defectos en la CTE es un sello
distintivo asociado a la edad. Se ha sugerido que este deterioro se debe en parte a
la disociacion de los supercomplejos de la CTE. Aunque se ha reportado una
disminucién de la formacion de supercomplejos durante el envejecimiento en
algunos organos como el cerebro, el corazén, el musculo esquelético y el higado

(Schangger et al 2004). Nuestros resultados no se observan un cambié en la
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estequiometria de los SC, pero si su actividad. Al parecer se observa mas activos
los complejos OXPHOS en los grupos de E, EM12 y EM18. Esto es interesante ya
que, aunque no hay cambios aparentes en la formacién de los supercomplejos, si
se encontraron cambios en la actividad de los complejos respiratorios de manera
independiente.

Existen reportes donde indican una disminucion en la actividad de los complejos
I 'y IV en el musculo envejecido (Short et al., 2005), se piensa que puede ser porque
estos complejos contienen subunidades codificadas por el mtDNA, que es mas
vulnerable a las ERO derivadas de la cadena respiratoria. Lo anterior se exacerba
como consecuencia de una inactividad fisica (Conley et al.,, 2000). Nuestros
resultados son muy interesantes, ya que no encontramos diferencias entre la
actividad de los CI, Cll y CIV entre las mitocondrias de ratas sedentarias viejas (S)
contra las ratas control jévenes (SJ), pero si hubo una disminucion de la actividad
de dichos complejos en la sedentarias tratadas con MTF, en especial las de 12
meses (SM12). Por lo que es posible que la metformina por un tiempo largo esté
teniendo efectos opuestos en los animales.

Asi mismo, entre los factores de estilo de vida modificables, se sabe que la
actividad fisica es la intervencién mas efectiva para atenuar la pérdida de fuerza y
masa muscular (Menshikova et al., 2007). Ademas, aumenta las fibras musculares
tipo Il y la actividad de la citocromo c oxidasa, disminuye el dafio oxidativo al DNA
y aumenta el contenido mitocondrial. Este mismo efecto se ha reportado no solo en
animales y personas jovenes sino también en los adultos mayores (Greggio et al.,
2017). Nuestros resultados mostraron una disminucion de la actividad de todos los

complejos en los grupos de animales sedentarios + MTF (SM12 y SM18). Se ha
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descrito que la MTF podria interactuar con otros complejos de la OXPHOS vy
disminuir la actividad del complejo Il y IV (Drahota et al. 2014).

Finalmente, en el caso de la actividad de la ATP sintasa, no se encontraron
cambios significativos en la sintesis de ATP en la mayoria de los grupos, pero fue
muy interesante encontrar que en estos experimentos si hubo una disminucién en
la capacidad de sintesis por parte de la ATP sintasa en los grupos de animales
viejos sedentarios (S) y un aumento significativo en esa capacidad en los animales
que hacian ejercicio (E). Por otro lado, se observé una mayor actividad en la
hidrolisis de ATP en el grupo de EM18, sugiriendo que el ejercicio podria mejorar el
acoplamiento de la enzima. Sin embargo, esta actividad disminuyd en las ratas
tratadas con MTF por 18 meses (SM18). Hay muy pocos reportes al respecto, pero
recientemente se sugirié que la biguanida se une a la ATP sintasa e inhibe la
hidrélisis de ATP y no la sintesis, sin embargo, aunque nuestro resultados
concuerdan con ese reporte, aun se desconoce su mecanismo inhibitorio

unidireccional (Bridges et al., 2014).

11. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo son interesantes, no obstante, abren
muchas mas interrogantes referentes al efecto que puedan tener los tratamientos
largos MTF y ejercicio a nivel mitocondrial, tanto s6los como en combinacién. Un
dato interesante es el efecto de la MTF sobre el complejo I, ya que, aunque se ha

informado de que MTF inhibe al CI, las mitocondrias aisladas de ratas con el
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tratamiento con MTF mostraron un mejor acoplamiento de los complejos OXPHOS
y aumento en el consumo de oxigeno en el estado 2, lo que sugiere que podria tener

un efecto adicional sobre el metabolismo.

Otro hallazgo interesante fue que las ratas que se ejercitaron mostraron un CR
ma&s bajo en comparacion con las tratadas con MTF, pero un mejor cociente P/O y
sin embargo no hubo grandes cambios en la actividad de sintesis de ATP y en el

patron de supercomplejos.

Finalmente, los grupos de sedentarias + MTF mostraron una disminucion en las
actividades los complejos respiratorios que mejoraba con el ejercicio o los grupos

gue presentaban dos intervenciones.

12. PERSPECTIVAS

e Evaluar la expresion de proteinas relacionadas a la biogénesis mitocondrial
y dindmica mitocondrial, como DRP1, FIS1, PGC1l-alfa.

e Evaluar la expresion de proteinas relacionadas la respuesta a cambios en los
niveles de sintesis de ATP, como AMPK.

e Cuantificar la produccion de especies reactivas de oxigeno (peroxido de
hidrogeno) por la mitocondria.

e Cuantificar la carbonilacion de proteinas mitocondriales como evidencia de

dafio oxidativo.
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