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I. RESUMEN

En el envejecimiento ocurren cambios en la composicién corporal incluyendo los de
menor grado como el indice de masa corporal (IMC), los que generan en el adulto
mayor una disminucion de la fuerza y de la movilidad, condicionandolo al
sedentarismo. El aumento en la grasa corporal, la disminucion de la masa muscular y
la densidad mineral 6ésea conducen al establecimiento de la obesidad sarcopénica
(OS) y a la obesidad osteo-sarcopénica (OSO), los cuales son sindromes descritos
en el adulto mayor, con mayor incidencia en las mujeres. Por otro lado, el ejercicio es
considerado un factor anti-envejecimiento ya que tiene la capacidad de atendar la
pérdida de la masa muscular y de la densidad mineral 6sea, lo que a su vez favorece
el incremento de la sobrevivencia. Particularmente, el factor de crecimiento y
diferenciacion 11 (GDF11) ha sido descrita, en un modelo de parabiosis
heterocrénica, como el principal componente anti-envejecimiento del suero de
organismos jovenes.

Por lo tanto, el objetivo de esta tesis se centrd en el establecimiento de un modelo
de obesidad sarcopénica en ratas Wistar hembras bajo un régimen de ejercicio, en el
cual estudiamos la participacion de GDF11. Para ello, evaluamos la composicién
corporal y los niveles séricos de GDF11 a los 4, 8, 12, 18, 22 y 24 meses de edad de
las ratas. El entrenamiento de ejercicio empleado fue de baja intensidad (similar a
una caminata leve) a lo largo de toda la vida (largo plazo) de las ratas v,
posteriormente, comparamos los grupos experimentales: ratas sedentarias versus
ratas con ejercicio. Nuestros resultados indican que el ejercicio leve previene la OS y
la OSO mediante el mantenimiento de los niveles de GDF11 por un mayor periodo de
tiempo (4 meses mas) en comparacion al grupo de ratas sedentarias. Ademas, estos
hallazgos se relacionan con una disminucion del estrés oxidante y de la inflamacion.
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ii. ABSTRACT

In aging, changes in body composition occur even without significant changes in the
body mass index (BMI), which generate a decrease in strength and mobility in the
elderly, conditioning them to sedentary lifestyle.

The increase in body fat, the decrease in muscle mass and bone mineral density lead
to the establishment of sarcopenic obesity (OS) and osteo-sarcopenic obesity (OSO),
which are syndromes described in the elderly and, particularly, in women.

Exercise is considered an anti-aging factor since it attenuates the loss of muscle
mass and the loss of bone mineral density, which in turn favors increased survival.
On the other hand, the growth and differentiation factor 11 (GDF11) has been
described, in a heterochronic parabiosis model, as the main anti-aging component of
the serum of young organisms.

Therefore, the objective of this thesis focused on the establishment of a sarcopenic
obesity model in female Wistar rats under an exercise regimen in which we studied
the participation of GDF11. To do this, we evaluated the body composition and serum
levels of GDF11 at 4, 8, 12, 18, 22 and 24 months of age of the rats. The exercise
training used was of low intensity (similar to a light walk) throughout the life (long
term) of the rats and, subsequently, we compared the experimental groups: sedentary
rats versus rats with exercise. Our results indicate that mild exercise prevents OS and
in our model OSO by maintaining GDF11 levels for a longer period of time (4 months)
compared to the group of sedentary rats.In addition, these findings are related to a
decrease in oxidative stress and inflammation.
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iii . ABREVIATURAS

Abreviatura

Significado

ERO Especies Reactivas de Oxigeno

IMC indice de masa corporal

oS Obesidad Sarcopénica

0SsoO Obesidad Osteo-sarcopénica

GDF11 Factor de Crecimiento y Diferenciacién niamero once

H. O2 Peroxido de hidrogeno

ADN Acido Desoxirribonucleico

NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

SOD Superoxido Dismutasa

CAT Catalasa

GPx Glutatién peroxidasa

GSH Glutation reducido

GSSG Glutation oxidado

SPPB Bateria corta del rendimiento fisico

EWGSOP Grupo Europeo de Trabajo sobre la Sarcopenia en Personas de Edad
Avanzada

MyoD proteina 1 de diferenciacion miogénica

GH Hormona del crecimiento

IGF-1 Factor de crecimiento semejante a la insulina 1

myf5 Factor miogénico 5

AT Tejido adiposo

PCR Proteina C reactiva

IL-6 Interleucina 6

IL-10 Interleucina 10
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TNFa

Factor de necrosis tumoral alfa

HDF Dieta Alta en Grasa

MSC Células Madre Mesenquimales (mesenchymal stem cells)

AGE productos finales de glicaciéon (advanced glycation end products)

DEXA Absorciometria de rayos X de energia dual

(DXA)

SED Grupo sedentario

LIERLT Rutina de ejercicio de baja intensidad por un periodo largo de tiempo (low-
intensity exercise routine for a long period of time)

BMD Densidad mineral 6sea

SMI indice muscular esquelético

LMWB Masa magra sin hueso (Lean Mass without bone)

TGO transaminasa oxalacética

AST aspartato aminotransferasa

TGP Transaminasa glutamico-piravica

GGT gamma glutamil transpeptidasa

HDL Lipoproteinas de alta densidad

Cre Creatinina

TG Triglicéridos

T-chol Colesterol total

ELISA acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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1. INTRODUCCCION
1.1 Envejecimiento

En algunas tribus antiguas, el envejecimiento era considerado un privilegio de los
dioses pues la vejez representaba sabiduria. De hecho, se tienen indicios de la
primera descripcion de la vejez realizada por el escriba egipcio Ptah-Hotep, visir del
faradn Tzezi de la dinastia V del afio 2450 A.C, que enuncia: "jQué penoso es el fin
de un viejo! Se va debilitando cada dia; su vista disminuye, sus oidos se vuelven
sordos; su fuerza declina, su corazon ya no descansa,; su boca se vuelve silenciosa y
no habla. La vejez es la peor de las desgracias que puede afligir a un hombre" (Trejo,
2001). Esta descripcidon nos habla de las observaciones que hasta hoy perduran
sobre el declive de la fisiologia de los individuos a lo largo de la vida hasta llegar a la

vejez.

Desde el punto de vista bioldgico, el envejecimiento es un fenbmeno multifactorial y
multisistémico que se caracteriza por la pérdida progresiva de la capacidad del
organismo para resistir perturbaciones homeostaticas, debido a la reduccién en su
capacidad adaptativa ante diversos estimulos intrinsecos y extrinsecos (Flatt, 2012).
También se caracteriza por la pérdida progresiva de las funciones fisiolégicas,
celulares y bioquimicas de los individuos, conduciendo a una mayor susceptibilidad a
padecer enfermedades cronicas degenerativas como la fragilidad, diabetes,
obesidad, osteoporosis, demencia, cancer, sarcopenia, entre otras (Johnson et al.,
1999). A este panel se suman las nueve caracteristicas biolégicas del
envejecimiento, recientemente descritas por Lopez Otin y colegas, que incluyen la
inestabilidad gendmica, el acortamiento de los telémeros, las alteraciones
epigenéticas, la pérdida de la proteostasis, la desregulacion en la deteccion de
nutrientes, la disfuncién mitocondrial, la senescencia celular, el agotamiento de las

células madre y la comunicacion intercelular alterada (Lopez et al., 2013).

Ademas, se han postulado diversas teorias para explicar el envejecimiento; entre

ellas, destaca la introducida por Harman en 1956 denominada la Teoria de los
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Radicales Libres, en donde se postula que el envejecimiento resulta de los efectos
perjudiciales por accion de los radicales libres a los tejidos a lo largo de la vida de un
organismo. Sin embargo, esta teoria resulta controversial y ha sido rebatida a partir
de estudios con modelos de animales transgénicos y cuyos resultados no presentan
una asociacion directa entre la acumulacién del dafio oxidante con la longevidad
(Pérez y Sierra, 2009; Pérez et al., 2009). A pesar de sus controversias, el dafio
oxidante esta estrechamente relacionado con ciertas patologias como la sarcopenia

y la osteoporosis (Can et al., 2017; Zhou et al., 2016).
1.2 Estrés oxidante y sistema antioxidante

El estrés oxidante es el desbalance entre la produccién y eliminacion de las especies
reactivas de oxigeno (ERO) producidas por las células. Estas especies incluyen una
variedad de moléculas y radicales derivadas del oxigeno molecular (Oz), los cuales
son considerados productos finales fisiolégicos del metabolismo oxidativo. ElI Oz

puede ser reducido por un electron a la vez, produciendo intermediarios

relativamente estables, tal como el anién superoxido (O2) que puede,

espontdneamente o enzimaticamente, ser dismutado a peréxido de hidrégeno
(H202). A su vez, el H202 puede ser totalmente reducido a agua o parcialmente
reducido a radical hidroxilo (*OH), en una reaccion catalizada por metales de

transicion (Buelna-Chontal et al., 2021).

En la teoria del Envejecimiento, se enuncia a la mitocondria como el principal agente
causal de este fendmeno, ya que la produccion descontrolada de ERO inducen
cambios negativos a diferentes biomoléculas del organismo. Entre las principales
fuentes endégenas de ERO encontramos a la xantina oxidoreductasa, la NADPH
(nicotinamida adenin dinucleétido fosfato) oxidoreductasa, la cadena de transporte
de electrones mitocondrial, la mieloperoxidasa (MPO), la lipoxigenasa y la
ciclooxigenasa Pero como todo balance, los organismos cuentan con un sistema de
defensa antioxidante que tiene como propdésito evitar el exceso de oxidacion a nivel

celular.
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El sistema antioxidante involucra tanto agentes antioxidantes exdgenos como la
vitamina C y vitamina E, asi como los endégenos como el glutation (GSH), sin olvidar
a las enzimas tal como la superoxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa
(GPx), la glutation reductasa y la catalasa (CAT) (Figura 1) (San y Martin, 2009). En
breve, el Oz~ es, espontaneamente o enzimaticamente, dismutado a H202 a través
de la enzima SOD la cual existen en tres isoformas: SOD1 que se localiza en el
citoplasma, la SOD2 en las mitocondrias y la SOD3 en el liquido extracelular. Las
SOD1 y SOD3 emplean al cobre y zinc como cofactores, mientras que SOD2 utiliza
manganeso (Dosunmu et al., 2019). La CAT se encuentra en los peroxisomas y
degrada el H202 en agua y oxigeno, evitando la produccion del radical hidroxilo.
Ademas, la GPx convierte el perdxido en formas no toxicas mediante la oxidacion del
glutatién reducido (GSH) en disulfuro de glutation (GSSG), que después se reduce a
GSH por la enzima glutation reductasa quien emplea NADPH. La GPx se distribuye
en el citosol y en las mitocondrias, cuya actividad esta modulada principalmente por
la relacion GSH /GSSG que responde al estado redox celular (Figura 1) (Aoyama y
Nakaki, 2015).

Dafio oxidativo en:
= Proteinas
» Acidos nucleicos \m
= Lipidos
Respiracian + Glutatién (GSH)
mitocendriat Heac:ldn@' 1 * Vitamina C
MADPH oxidasa Superdxido RN * -
Xantina oxidasa Dismutasa ab OH - Hzo
mielug:xidasa 0*_ (50D) _;I_.;;,-—,,
—0,—H,0; ==
aidn superovido 'S
» Catalasa (CAT) w
= Glutatién peroxidasa i
& %H0+0
> Peroximedoxina (Prx) 2 2

Figura 1. Formacion de especies reactivas de oxigeno y enzimas antioxidantes (Merksamer et al.,
2013).
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1.3 Glutation

El tripéptido y-L-glutamyl-L-cisteina-glicina, conocido como GSH, es el antioxidante
de bajo peso molecular (307.32 g/mol) mas importante en las células. Se sintetiza
por la adicion secuencial de cisteina a glutamato seguido de la adicion de glicina. El
grupo sulfhidrilo (SH) de la cisteina participa en reacciones de reduccion y
conjugacion que generalmente se consideran como las funciones mas importantes
del GSH (Forman et al., 2009). El GSH es considerado el tiol de mayor abundancia
en las células de los mamiferos (1-10 mM concentracién citosdlica). Pero, ademas
del citosol (80-85%) también se concentra en las mitocondrias (10 a 15%) y en un
pequefio porcentaje (<0,1%) en estado estacionario en forma de proteinas
glutationiladas (PSSG) en el reticulo endoplasmico (Appenzeller, 2011; Hansen et al.
2009)). La estructura del GSH es Unica porque el enlace peptidico que une al
glutamato y a la cisteina, es a través del grupo y-carboxilo del glutamato en lugar del
grupo a-carboxilo convencional. La Unica enzima que puede hidrolizar este enlace
inusual es la y-glutamiltranspeptidasa (GGT) y, consecuentemente, el GSH es
resistente a la degradacion intracelular y solo es metabolizado extracelularmente por
células, como las hepaticas, que expresan GGT. Esto permite que el GSH liberado
sea degradado y sus aminodcidos constituyentes sean absorbidos por las células y
reincorporados al GSH (el llamado ciclo y-glutamilo) (Lu, 2013). EI GSH patrticipa en
funciones vitales que incluyen defensa antioxidante, desintoxicacion de xenobi6ticos
y/o sus metabolitos, regulacion de la progresion del ciclo celular y apoptosis,
almacenamiento de cisteina, mantenimiento del potencial redox, modulacién de la

funcién inmunoldgica y fibrogénesis (Lu, 2009).

El glutation mantiene el potencial de 6xido-reduccion de la célula, pues preserva en
estado reducido a los grupos tiol de las proteinas, permitiendo la induccion de
diversas cascadas de sefalizacion intracelular (Gaucher et al., 2018). La sintesis del
GSH se produce por la accion consecutiva de dos enzimas: la glutamato cisteina
ligasa (GCL, EC 6.3.2.2) y glutation sintetasa (GS, EC 6.3.2.3). En una primera

reaccion (I), la enzima GCL usa como sustratos a los aminoacidos glutamato y
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cisteina, formando el dipéptido y-L-glutamilcisteina que se combina con glicina y
forma GSH, en un segunda reaccion (Il) que es dependiente de la enzima glutation
sintetasa. La GCL es considerada la enzima limitante de la velocidad de sintesis ya
gue la sobreexpresion de GCL incrementa la sintesis de GSH (Denzoin et al., 2013).
Agentes oxidantes y electrofilos pueden aumentar la transcripcion de las
subunidades de la GCL, tanto moduladoras (M) como cataliticas (C), que ocurren por
la activacion de las vias de transduccion de sefales implicadas en el control
transcripcional de los genes GCLC y GCLM, en cuyas regiones promotoras
contienen elementos de respuesta en cis que responden a agentes oxidantes y
electréfilos. Particularmente, el elemento de respuesta a electréfilos o EpRE
(Electrophiles Response Element, por sus siglas en inglés), se unen a proteinas de
los miembros de la familia Nrf, la familia Jun y la pequefia familia Maf. Uno de los
factores de transcripcion con capacidad de unirse a EpRE es el Nrf2 (Nuclear factor-
erythroid 2-p45 derived factor 2, por sus siglas en inglés) (Forman et al., 2009), quien

ademas es un regulador positivo de la expresion de GGT (Zhang et al., 2006).

1.4 Nrf2 y su respuesta al estrés oxidante

El factor de transcripcion Nrf2 pertenece a la familia de proteinas basicas con un
caracteristico “zipper” o cierre de leucinas (bZip) en la region C-terminal. La region
basica corriente arriba de bZip es la responsable de la unién al ADN, mientras que la
region acidica se requiere para su activacion transcripcional. En ausencia de estrés,
el Nrf2 queda secuestrado en el citosol por su represor Keapl (Kelch-like-ECH-
associated protein 1) a través de su union a Cullin-3 (Cul3) y a RING-box protein 1
(Rbx1) para formar un complejo Keapl-Cul3-Rbx1 E3 ligasa de ubiquitina dirigiendo
al Nrf2 a su degradacion proteosomal. La exposicion a ERO o electréfilos conducen a
la oxidacién de residuos de cisteinas criticos en Keapl (Cys?3, Cys!®l, Cys?®y
Cys?88) evitando, de esta manera, su ubiquitinacion (Cuamani y Garcia, 2016). Una

vez que Nrf2 escapa de Keapl, se transloca al nucleo e interactia con las

25



secuencias del elemento de respuesta antioxidante (ARE, antioxidant response

element) para actuar como un activador transcripcional de genes como hemo-
oxigenasa-1 (HO-1), glutation-S-transferasa (GST), GPx, NADPH quinona
oxidorreductasa 1 (NQO1), SOD, CAT, glutation reductasa (GR), entre otras (Galicia
et al.,, 2020). Nrf2 es un factor de transcripcion considerado como el regulador
maestro de la homeostasis redox celular, sin embargo, en el envejecimiento su
actividad se compromete (Silva-Palacios, et al. 2018) . En este sentido, el Nrf2
controla la sintesis de las subunidades de la glutamato-cisteina ligasa induciendo
una disminucion significativa de la reserva de glutation (Schmidlin et al., 2019). En
términos generales, el Nrf2 es considerado uno de los principales factores de
transcripcion que han contribuido a la evolucion de los animales ante cambios
ambientales. A nivel intracelular, sefiales como el estrés del reticulo endoplasmico o
una autofagia alterada, son respuestas capaces de activar al Nrf2 activando una
defensa celular inicial (Bellezza et al., 2018).

1.5 Hormesis como respuesta adaptativa

El sistema oxidante y antioxidante se mantienen en una fluctuacién dindmica dada la
constante exposicién a las ERO generados por metabolismo celular enddégeno, asi
como a la exposicion de agentes ambientales que producen estrés (Zhang et al.,
2015). En particular, el concepto de dosis-respuesta representa una integracion
biolégica de cdmo los sistemas vivos (en todos los niveles de organizacién)
responden, se adaptan (0 no) a agentes enddgenos, procesos metabdlicos y factores
de estrés impuestas externamente (medio ambiente) (Calabrese, 2001).

En la actualidad, la exposicion constante a las ERO ha despertado el interés de
estudiar a la hormesis, que se define como el proceso por el cual la exposicion a una
dosis baja de un agente quimico o bien un factor ambiental, que es dafino a dosis
altas, induce una respuesta adaptativa y/o un efecto benéfico en la célula o el

organismo. Hasta la fecha, los agentes horméticos mas importantes son la radiacion,
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el calor, los metales pesados, los antibioticos, el etanol, los agentes pro-oxidantes, el
ejercicio y la restriccion alimentaria (L6pez et al., 2013).

El ejercicio, por ejemplo, se ha asociado con un incremento en los marcadores de
estrés oxidante, en tanto las ERO tienen una influencia bifasica en la produccion de
la fuerza del musculo esquelético (Reid, 2001). Actualmente, se tiene la interrogante
de si el estrés oxidante producido por el ejercicio es una cuestién benéfica o dafina
(Powers et al., 2020). Interesantemente, son cada vez mas los estudios de los
mecanismos benéficos del ejercicio en el musculo esquelético, incluso aquellos

relacionados con el estrés oxidante y el envejecimiento (Le et al., 2017).

Es importante sefalar que los efectos del ejercicio son sistémicos y complejos, por
ejemplo, el ejercicio regular disminuye el riesgo de enfermedades relacionadas con la
edad y aumenta significativamente la calidad de vida, especialmente en los ancianos.
Ademas, tiene efectos positivos en la funcion cerebral (Ma et al., 2017) y previene
varios tipos de cancer como el de mama, colon, endometrio, rifidn, vejiga, eséfago y
estbmago (Patel et al.,, 2019; Hojman, 2017; Idorn y Hojman, 2016). Se han
propuesto algunos mecanismos acerca de los beneficios del ejercicio en la
prevencion del céncer, entre ellos la mejoria en la composicién corporal, la
disminucién de la inflamacion sistémica y el mantenimiento 6ptimo de las hormonas
sexuales, entre otros (Idorn et al., 2017). En el muasculo esquelético, mejora la
sensibilidad a la insulina, aumenta la traslocacion del transportador de glucosa
GLUT4 al sarcolema y reduce el riesgo a sindrome metabolico (Flores et al., 2020).
En tanto, el ejercicio aerdbico regular mantiene la funcién del rifién, el higado, el

cerebro y el corazén (Luan et al., 2019).

Se ha propuesto que los organismos se adaptan a la exposicion de las ERO
generadas en el ejercicio, lo que resulta benéfico en parte a la extensién de la
cumbre de curvas de dosis-respuesta en forma de campana, lo que representa una
mayor tolerancia a las ERO (Figura 2) sin llegar a la pérdida de la funcion, incluida la

hipertrofia muscular y el cansancio extremo (Radak et al., 2013; Radak et al., 2017).
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En otras palabras, los individuos no entrenados presentan una curva dosis-respuesta
en forma de campana, la cual incrementa al someterse a niveles de ejercicio con
intensidad y duracion moderados, obteniendo una mejor respuesta fisiologica. Por el
contrario, el ejercicio de alta intensidad por larga duracion causa fatiga y disminucién
del rendimiento ocasionando perdida de la funcién. En los individuos bien
entrenados, debido a la respuesta adaptativa, soportan niveles mas altos de ERO sin
dafio significativo en las macromoléculas, tolerando niveles superiores de dafio
oxidante y sin pérdida significativa de la funcién. Este escenario representa el efecto
del pre-acondicionamiento mediado por el ejercicio a través de las ERO y, a su vez,
es el fendbmeno de "dosis-respuesta” por el cual el ejercicio atenla la incidencia de
las enfermedades asociadas a las ERO (Radak et al., 2013; Radak et al., 2017) tal

como la sarcopenia (Muller et al., 2007).

Individuo
Entrenado

Funcion
Fisioldgica

Niveles de ROS

Figura 2. Extension de la curva hormetica por la exposicion a los niveles de ERO durante el ejercicio
(Radak et al., 2013).
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1.6 Sarcopenia

El envejecimiento se caracteriza por la pérdida de las funciones que conllevan a un
deterioro progresivo del individuo haciéndolo suceptible de presentar enfermedades
degenerativas y discapacitantes tal como la sarcopenia, en cuya patologia las ERO
estan implicadas (Lopez et al., 2013). Se sabe que la generacion de ERO es casi tres
veces mayor en ratones viejos (28 a 32 meses) en comparacion con ratones jévenes
(10 meses) y esto se ha asociado a una pérdida del 30% de la masa del musculo
gastrocnemio (Muller et al., 2007).

1.6.1 Definiciéon de la sarcopenia

En 2010, el grupo Europeo de Trabajo sobre la Sarcopenia en Personas de Edad
Avanzada (EWGSOP, European Working Group on Sarcopenia in Older People)
definié a la sarcopenia como la pérdida de la composicion y funcion de la masa del
musculo esquelético relacionada al envejecimiento (Figura 3), afectando la fuerza, la
capacidad funcional y el rendimiento fisico de los individuos (Cruz et al., 2010). En
general, la sarcopenia presenta 3 estadios conceptuales:la pre-sarcopenia, la

sarcopenia y la sarcopenia grave.

Sarcopenia

25 aflos 65 afles
| |
Estadio Masa muscular Fuerza muscular Rendlr'nlento
fisico
Presarcopenia l
Sarcopenia 11 1 6 l
Sarcopenia grave 11l 1 0 1

Figura 3. Estadios conceptuales de la sarcopenia segin el EWGSOP (Cruz et al., 2010).
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Para el 2019, la EWGSOP actualizé la definicion de la sarcopenia como “Un
trastorno muscular esquelético progresivo y generalizado que se asocia con una
mayor probabilidad de resultados adversos que incluyen caidas, fracturas,
discapacidad fisica y mortalidad”. En esta nueva definicion , la fuerza muscular llega
a la vanguardia, pues se reconoce que este pardmetro es mejor que sélo la masa en
la prediccion de resultados adversos. Por ello, se utiliza la baja fuerza muscular como
el parametro principal para el diagndéstico de la sarcopenia (Cruz et al., 2019). Por su
parte, la fuerza de agarre débil (medida por dinamometria) sirve como un indicador
del estado muscular en adultos mayores (Bohannon y Magasi, 2015) y es un
componente clave de la sarcopenia que se asocia con discapacidad y mortalidad
(Dodds et al., 2016). El diagnostico de la sarcopenia se realiza mediante (1) la
medicion de la fuerza de agarre que se realiza mediante un dinamometro y se ha
puntualizado como puntos de corte para la sarcopenia con un valor de <16kg en
mujeres y <27kg en hombres. Posteriormente, (2) se mide la masa muscular
mediante absorciometria de emision dual de rayos X (DEXA, por sus siglas en inglés
Dual-energy X-ray absorptiometry), la cual consiste en la emision de dos diferentes
energias ionizantes para visualizar las partes blandas del cuerpo y diferencia tres
componentes grasa, hueso y musculo. Se emplea el indice muscular esquelético el
cual consiste en la sumatoria de la masa muscular de brazos y pierna (masa
muscular apendicular esquelética) ajustada entre la altura al cuadrado del sujeto.
Aguellos valores, inferiores a <7.26 kg/m? en hombres y <5.5 kg/m? en mujeres se
considera como sarcopenia, estos valores se obtuvieron a partir de ajustarse a la
poblacion de estudio considerando dos desviaciones estandar (DE) por debajo de la
media de los adultos jovenes (cuyo valor en hombres es de 8.3 y en mujeres 7.3)
(Baumgartner et al., 1998; Cruz et al., 2010).

Para la evaluacién (3) del rendimiento fisico en el adulto mayor, se emplea la
medicion de la velocidad de la marcha y la bateria corta del rendimiento fisico
(SPPB, por sus siglas en inglés Short Physical Performance Battery). La prueba de

velocidad de marcha habitual es la de 4 m, el indicador de sarcopenia grave es <0,8
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m/s (Maggio et al., 2016). Las consecuencias fisicas de la sarcopenia varian desde
un incremento de caidas y fracturas, incapacidad para realizar actividades de la vida
diaria hasta los altos costos de hospitalizacion. Sumado a lo anterior, se han

propuesto ciertos factores de riesgo como:

e Estilo de vida (dieta y ejercicio).

e Desbalance de ciertas hormonas y citocinas.

e Disminucion en la sintesis de proteinas y en la capacidad de regeneracion.
¢ Remodelamiento en la unidad motora.

e Bases evolutivas.

¢ Influencias en el desarrollo temprano.

La sarcopenia temprana se caracteriza por una disminucion en el tamafio del
musculo y, eventualmente, una reduccion en la calidad del mismo. El reemplazo de
fibras musculares con grasa, el aumento de la fibrosis, los cambios en el
metabolismo muscular, el estrés oxidante y la degeneracion de la union
neuromuscular, son algunas de las caracteristicas de la sarcopenia que, en ultima
instancia, llevan a la pérdida progresiva de la funcion muscular y a la fragilidad
(Dhillon y Hasni, 2017).

1.6.2 Fisiopatologia de la sarcopenia

En la sarcopenia, mediante analisis histologico, se ha observado que se afectan
predominantemente las fibras musculares de tipo Il (contraccién rapida), cuyo
tamafo se reduce hasta en un 50% (Nilwik et al., 2013). Ademas, la masa muscular
disminuye con la edad y se atribuye a un menor tamafio de este tipo de fibras
musculares. También, la sarcopenia ha sido explicada por una generacion excesiva
de ERO que hemos explicado previamente. La mitocondria es el centro del
metabolismo aerdbico y, por consecuencia, el principal generador de ERO. El

resultado final del estrés oxidante es un mayor dafio y alteraciones funciénales. Por
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ejemplo, en tejidos que tienen una alta tasa de fosforilacibn oxidativa como el
musculo esquelético, la acumulacion de mutaciones en el ADN mitocondrial (ADNmt)
a lo largo de la vida generan mas ERO, provocando la degradacion del tejido, la
atrofia del masculo esquelético, disminucion de la funcion muscular y un aumento de
la presencia de tejido fibrético (Arthur y Cooley, 2012). Por su parte, la actividad
antioxidante de la catalasa y la GST, por ejemplo, estan reducidas en las células
satélite provenientes de sujetos viejos comparado a los sujetos jévenes (Fulle et al.,
2005). Mientras tanto, la deleciéon de la SOD genera un fenotipo acelerado de
sarcopenia y niveles altos de dafio oxidante asi como la activacién del sistema
proteolitico (Ahn et al., 2019; Jang et al., 2020).

Durante el envejecimiento muscular, la expresion de factores miogénicos regulatorios
como la proteina de diferenciacion miogénica (MyoD) y miogenina disminuyen.
También aumentan hasta dos veces la expresion de la miostatina en el musculo
esquelético envejecido en relacién con los sujetos jévenes. Mecanisticamente, la
hormona del crecimiento (GH) y el factor de crecimiento semejante a la insulina 1
(IGF-1) tienen un efecto inhibitorio sobre la miostatina, por lo tanto, una causa
potencial del aumento de la miostatina en el musculo esquelético envejecido es la
disminucién en la expresion de GH y IGF-1 (Lozier et al., 2018). Asi mismo, se ha
correlacionado el decremento en los niveles de hormonas sexuales como la
testosterona (Marcell et al., 2001) y estrogenos (Tsai et al., 2007) con la disminucion
de GH y el IGF1 en la edad avanzada, lo cual podria contribuir con la sarcopenia. Se
ha comprobado que IGF-1 disminuye en circulaciéon y en el musculo de los ancianos
en comparacion con jévenes (Arthur y Cooley, 2012). Ademas, los niveles de IGF-1
y de la proteina 3 de union al factor de crecimiento semejante a la insulina (IGFBP3)
declinan con la edad y su disminucion correlacionan con la disminucién de la fuerza
del agarre en mujeres de adultas y ancianas pero no en hombres (Taekema et al.,
2011). También se han asociado los niveles altos en circulacion de moléculas
inflamatorias como interleucina-6 (IL-6), la proteina C reactiva y el factor de necrosis

tumoral alfa (TNFa) con la sarcopenia (Bian et al., 2017; Bano et al., 2017).
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En animales viejos se produce un retraso en la reparacion de tejido muscular de
hasta un 40% comparado con las ratas jovenes, que se debe tanto a una
desregulacion (Marsh et al., 1997) como a un menor nimero de células satélite
(Carlson et al.,, 2009), las cuales presentan una capacidad de proliferacion
disminuida (Shefer et al., 2006). La expresion alterada de factores regulatorios
miogénicos (MRFs) y de miostatina juegan un papel en la inhibicion de la
proliferacion y la diferenciacion en la regeneracion del musculo envejecido. Por
ejemplo, la expresion de MyoD, el factor miogénico conocido como myf5, miogenina
y la cadena pesada de miosina (MHC) disminuyen en el musculo envejecido,
afectando el recambio de proteinas y el reemplazamiento de la miosina (Degens,
2007). Aunado a ello, la presencia de ERO hace a la molécula de miosina
susceptible a la oxidacion, debilitando la formacion de los puentes cruzados que se
unen a los filamentos de actina durante la contraccion. Mediante la eliminacion del
receptor activado de proliferacion de peroxisomas delta (PPARd) en el musculo, se
reporté un decremento del 40% en el numero de células satélites que impactan en
sus capacidades proliferativas y regenerativas después del dafio (Angione et al.,
2011). La actividad de PPARB y PPAR® esta regulada por la molécula coactivadora
PGC-1a (peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1 alpha) que
es el regulador clave de la biogénesis mitocondrial. Ademas, su sobre-expresion
protege de la sarcopenia y su incremento de peso esta asociado a la edad asi como

a la resistencia de la insulina durante el envejecimiento (Wenz et al., 2009).
1.7 Obesidad

La obesidad se asocia con un estado funcional pobre, morbilidad y mortalidad en
todas las edades, ademas esta catalogada como una enfermedad que impacta en el
estado de salud y calidad de vida de los adultos mayores (Rosas et al., 2012). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad cuando el indice de
masa corporal (IMC) es igual o superior a 30 kg/m?. El IMC es un indicador simple de
la relacion entre el peso y la talla, se calcula dividiendo el peso de una persona en

kilos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m?) (OMS, 2021).
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Generalmente, las mujeres tienen un porcentaje de grasa mas alto que los hombres.
Sin embargo, se sabe que la masa de grasa aumenta de 20% a 40% entre los 20 y
80 afios en ambos sexos (Kyle et al., 2001) indicando que en el envejecimiento
ocurren cambios en la composicion corporal. El principal depdésito de lipidos se ubica
en la zona visceral induciendo un incremento de la infiltracion de grasa al higado y al

musculo esquelético (Arroyo et al., 2007).

En la literatura, existen variaciones en los puntos de corte para clasificar el
sobrepeso/obesidad mediante el empleo del porcentaje de grasa corporal total. La,
OMS considera que un 40% ya se considera obesidad mientras que otros autores
recomiendan considerar el 33% (Liu et al., 2014) y, especificamente, en mujeres se
recomienda el empleo del 32-35% (JafariNasabian et al., 2017) de grasa corporal. El
criterio para el diagndéstico de obesidad recae en un porcentaje de masa grasa 232%,
un estimado obtenido por DEXA, segun las recomendaciones para mujeres de la
Sociedad Americana de Médicos Bariatras (ASBP, 2015; lllich et al., 2016).

1.7.1 Cambios moleculares en la obesidad

El tejido adiposo (AT, adipose tissue) es un tejido endocrino y metabdlicamente
activo implicado en: 1) el mantenimiento del balance energético, II) la
termorregulacion, Ill) el metabolismo de lipidos y glucosa, IV) la modulacion de la
funcion hormonal y reproductiva, V) la regulacion de la presion arterial y VI) la

coagulacion sanguinea (Frigolet y Gutiérrez, 2020).).

Cuando hay un balance positivo de energia, el excedente energético se acumula en
el tejido adiposo subcutaneo el cual aumenta por hiperplasia, es decir, a partir de la
proliferacion y diferenciacion de los pre-adipocitos. En contraste, cuando el tejido
adiposo subcutaneo no se almacena apropiadamente, aumentan los depositos de
grasa visceral que, al tener menor capacidad adipogénica, crecen por hipertrofia vy,

por tanto, aumentan el tamafo de los adipocitos (Izaola et al., 2015).
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En la obesidad, el exceso de adipocitos incrementa la distancia entre las células del
AT y la vasculatura, favoreciendo una condiciéon de hipoxia. La hipoxia, al igual que la
insulina, activan la expresion del factor 1 inducible a la hipoxia (HIF-1) en los
adipocitos contrarrestando las consecuencias negativas de la adiposidad. Sin
embargo, la hipoxia crénica conduce a muerte celular, manteniendo y amplificando
las sefiales inflamatorias que regulan concomitantemente la diferenciacion de la
poblacidén celular inmune como los macréfagos y monocitos. En este sentido, los
macrofagos se infiltran para recoger adipocitos muertos y necréticos de los depdsitos
de grasa, posteriormente, amplifican una respuesta inflamatoria local a través de la
produccién de IL-6 y TNFa (Bastarrachea et al., 2007), sumado al establecimiento de
la fibrosis (Liu y Nikolajczyk, 2019).

El fendmeno de “cambio fenotipico”, descrito en la obesidad, es una transformacion
en el estado de polarizacién de los macrofagos; es decir, la transformacion de un
estado anti-inflamatorio M2 (predominante durante el balance negativo de energia) a
una forma més pro-inflamatoria M1. Una infiltracion masiva de macrofagos M1
secundaria al incremento de la secrecion de la proteina quimioatrayente de
macrofagos (MCP-1) juega un papel crucial en el tejido adiposo en la obesidad, que
se debe a la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB), principal regulador de la

transcripcion de citocinas (lzaola et al., 2015; Mau y Yung, 2018).

Ademas de los macréfagos se han descrito otras células del sistema inmune
residentes en el AT, por ejemplo, en biopsias de tejido adiposo viceral y subcutaneo
perteneciente a personas con sobrepeso y obesidad; se encontré que la poblacién
de células T-cooperadoras 1 y 17 (Thl y Th2) y las células T CD8 son mas
frecuentes en el tejido adiposo viceral en comparacion con el subcutaneo, ademas
las células Thl vicerales correlacionan con niveles altos de la proteina C reactiva
(PCR) en suero y las células Th2 subcutaneas correlacionan con los niveles de IL-6

en suero (McLaughlin, et al., 2014).
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1.8 Osteoporosis

La OMS define a la osteoporosis como una enfermedad esquelética sistémica
progresiva caracterizada por una baja masa 0sea y deterioro microarquitectural del
tejido 6seo, con un consiguiente aumento de la fragilidad 6sea y la susceptibilidad a
la fractura.-La técnica estandar para su diagnostico es mediante DEXA, empleando
puntuaciones estdndar T de densidad mineral 6sea (DMO), las cuales se
establecieron utilizando puntuaciones de desviacion estandar (DE) relacionadas con
la masa O0sea de personas jovenes sanas. Asi, un valor de T-score >-1 DE indica un
rango normal, un valor de T-score entre -1 y -2.5 DE indica osteopenia y un valor de

T-score < -2.5 DE indica osteoporosis (Siris, et al., 2014).
1.8.1 Cambios moleculares en la osteoporosis.

El equilibrio entre la resorcion (eliminacion) y la formacion 6sea es fundamental para
mantener la densidad ésea y la homeostasis mineral en condiciones saludables. La
resorcion ésea ocurre de forma continla en el cuerpo humano manteniéndose en
equilibro con la formacién de hueso nuevo. Con el envejecimiento y/o la menopausia,
la tasa de resorcion tiende a superar la tasa de formacién, lo que conduce a la
descalcificacion, pérdida de la densidad y, por ende, a un hueso mas fragil (Noh, et
al., 2020). Los osteoclastos son los responsables de la resorcion 6sea, en
contraparte el tejido 6seo nuevo quese forma por los osteoblastos (Xiao et al., 2016).

Con la edad, la acumulacién de citocinas como la IL-6, el TNF-a y la interleucina-1
(IL-1) hacen que la médula 6sea adquiera un fenotipo proinflamatorio. Asi, por
ejemplo, se sabe que la activacion del factor de transcripcion NF-kB (ademas de
promover la respuesta inflamatoria) es un paso clave requerido en la diferenciacion
de osteoclastos y puede inhibir potencialmente la formacion ésea osteoblastica (Yu y
Wang, 2016). En este sentido, estudios epidemiolégicos en mujeres adultas mayores
confirman un aumento en el riesgo de fractura de cadera osteoporética con niveles
incrementados de TNF-a e IL-6 como marcadores inflamatorios (Barbour et al.,

2014). Asi mismo, existe evidencia de que el estrés oxidante conduce a la activacion
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de NF-kB en varios tejidos envejecidos y, en el caso del hueso, el estrés oxidante se

relaciona con la osteoporosis (Sheweita y Khoshhal, 2007).

1.9 Obesidad sarcopénica (OS)

La obesidad sarcopénica es la combinacion del exceso de peso corporal (masa
grasa) y la reducida masa y/o fuerza muscular (Figura 4). Evidencias indican que la
obesidad sarcopénica conduce a un mayor deterioro funcional que soélo la sarcopenia
o la obesidad (Rolland et al.,, 2009). En este sentido, se ha reportado que los
hombres y mujeres mayores de 60 afios con obesidad sarcopénica tienen mayor
riesgo de tener tres o méas discapacidades (Zamboni et al., 2008). En una poblacion
coreana, Kim y colaboradores (2014) durante un seguimiento de 27 meses,
encontraron que la masa de tejido blando magro apendicular disminuye
significativamente, mientras que la masa grasa total y del tronco aumenta tanto en
hombres como en mujeres, pero sin cambios en el peso ni en el IMC (Kim et al.,

2014).

Caso clinico

Normal - -
Altura: 1485 am
= Peso: 574 kg
Altura: 1490 am £
P 464 K Edad: 74
b 2
B IMC=26.031
IMC=20.90 Grasa=46.9%
Grasa= 24.5% Musculo=4.81
Musculo= 6.24 Kg/m?
Kg/m*

Figura 4.-Caso clinico obesidad sarcopénica. Este caso deriva de un estudio de investigacion
llamado FraDySMex en la Ciudad de México (Szlejf et al.,2017). En la imagen podemos

identificar en color amarillo la grasa corporal, en color rojo el musculo y en azul el hueso.
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1.9.1 Fisiopatologia de la OS

La resistencia a la insulina y los niveles altos de proteina C reactiva (PCR) estan
asociados con la OS en mujeres (Kim et al., 2013). Por su parte, Kob y colegas
(2015) propusieron una serie de posibles mecanismos bioldgicos que explican la OS:

e Lipotoxicidad intracelular derivada de la obesidad (es decir, niveles elevados
de lipidos intramusculares y sus derivados) que induce apoptosis a través de
un elevado estrés oxidante.

e Mecanismos paracrinos y citocinas inflamatorias, tal como la PCR y la IL- que
se suman al bajo grado de inflamacion presente en la obesidad.

e Estado nutricional, es decir, los sujetos obesos se encuentran en un estado
metabdlico catabdlico, con una mayor susceptibilidad al desgaste muscular
bajo restriccion energética.

e Resistencia a la insulina en el masculo esquelético inducida por la obesidad y
la consecuente desregulacién metabdlica y de la sefializacion en las células
musculares.

e La diferenciacion de las células progenitoras del masculo hacia un fenotipo de
adipocito, como resultado del microambiente producido por las adipocitocinas

gue conlleva a una reducida capacidad de renovaciéon muscular.

Particularmente, la teoria de la lipotoxicidad postula una acumulacion intracelular de
grasa y/o sus derivados en la OS. En el corazon, el higado y el pancreas se han
descrito mecanismos de apoptosis debido al exceso intracelular de acidos grasos (Yu
et al., 2019)). En la obesidad, niveles altos de lipidos circulantes se acumulan en el
muasculo esquelético por ejemplo, el triacilglicerol y sus derivados tal como
diacilglicerol (DAG), el acil-CoA de cadena larga y la ceramida los cuales alteran la
morfologia, el tamafo y la funcion del masculo. Ademas, fungen como un vinculo
bioquimico entre el aumento en los lipidos intramiocelulares y la disminucién de la
sensibilidad a la insulina. Por otro lado, los niveles elevados de acido palmitico

correlacionan con la sintesis de novo de ceramidas y causan la activacion de la
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apoptosis en varios tipos celulares como las células B, disminuyendo asi la

secrecion de la insulina (Van Herpen et al., 2008).

En este sentido, en modelos animales con OS, otros mecanismos se han descrito.
Por ejemplo, PGC-1a disminuye en ratas viejas (22 meses) con OS tras la ingesta
alta en grasas. Ademas, proteinas relacionadas con la biosintesis de proteinas
musculares (mMTOR, 4E-BP1 y S6K1) también disminuyen (Bollheimer et al., 2012).
En otro modelo de OS en ratas viejas (25 meses) alimentadas con una dieta alta en
grasas por 10 semanas, desarrollaron resistencia a la insulina en correlacion con un
fuerte incremento de ceramida y una disminucion en la sintesis de proteinas
musculares que fueron asociados con el aumento de la fosforilaciéon del factor de
inicio de la traduccion elF2a (factor de iniciacion eucariota 2) cuyos resultados se
asociaron al envejecimiento y a la dieta., (Tardif et al., 2014). Recientemente, en un
modelo en raton de obesidad sarcopenica se describié que el musculo envejecido de
ratones alimentados con dieta alta en grasa (HDF) se reduce en un 29% e,
interesantemente, el factor miogénico MyoD fue mas alto en los viejos en

comparacion con los jovenes. (Brown et al., 2021).
1.10 Obesidad osteo-sarcopénica (OSO)

En los adultos mayores, recientemente se ha descrito el sindrome de la obesidad
osteosarcopénica (OSO) como una condicion multifactorial que se debe a cambios
en la composicion corporal dependientes del envejecimiento (llich et al.,2016). Los
criterios para su identificacion y diagndstico incluyen la combinacion de sus
componentes individuales: osteoporosis/osteopenia y/u obesidad osteopénica,
sarcopenia y/u obesidad sarcopénica y aumento de la adiposidad (obesidad) (llich et
al., 2016). En México, particularmente, la prevalencia de la OSO en mujeres mayores
de 50 afos es del 19% (Szlejf et al., 2017). En tanto, un estudio en Grecia reporta
una prevalencia de OSO del 20% en mujeres y el 18% en hombres (Keramidaki et
al., 2019).
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El envejecimiento esta acompafiado de una disminucidn progresiva y lenta de la
masa muscular y ésea; pero también se asocia con un aumento de la masa grasa
gue resulta de una baja actividad fisica o sedentarismo. La distribucion de la grasa
cambia con la edad, es decir, no solo aumenta la grasa visceral abdominal y
disminuye la grasa abdominal subcutanea, también ocurre infiltracion de grasa en el
musculo esquelético, el hueso, el higado, el corazon y el pancreas; cuyos cambios
ocurren incluso sin cambios significativos en el IMC (Zamboni et al., 2019; Lee et al.,
2020). Consecuentemente, este escenario se suma al perfil de factores de riesgo
metabolico como la resistencia a la insulina y el riesgo cardiovascular, sin mencionar
las consecuencias clinicas. La OSO esta asociado a un mayor riesgo de fracturas,
caidas, estado funcional deteriorado (incluido la afectacién de las actividades de la
vida diaria), discapacidad fisica, mayor riesgo de infecciones, mayor duracién de la
estancia hospitalaria y menor supervivencia (Ormsbee et al., 2014). Indudablemente,
los cambios en la composicion corporal asociados al envejecimiento repercuten en la
calidad de vida de los pacientes con OSO condicionandolos a una baja actividad
fisica y generando un circulo vicioso (Kob et al., 2015). Por otro lado, el diagnostico
clinico de la OSO consiste en la identificacion de tres condiciones: obesidad,
sarcopenia y osteoporosis y, metodologicamente, se determina a través del analisis
DEXA) (llich et al., 2016).

1.10.1 Fisiopatologia de la OSO

Desde el punto de vista endocrino, el musculo, la grasa y el hueso estan
interrelacionados a nivel celular, ya que los tres érganos responden a estrogenos y
sus células precursoras parten de un precursor comun, las células madre

mesenquimales (MSC, mesenchymal stem cells) (Figura 5) (Kirk et al., 2020).).
1.10.1.1 Estrégenos

El tejido adiposo es la Unica fuente de estrdgenos en las mujeres post-menopausicas
y en los hombres adultos mayores, la disminuciéon en sus niveles conducen a la

pérdida de masa Osea y fuerza, lo que contribuye al desarrollo de la osteoporosis
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(Almeida et al., 2017). Los efectos de los estrégenos y andrégenos sobre el hueso se
ejercen sobre la union con alta afinidad al receptor de estrogenoa y B y al receptor de
androgenos (Imai et al., 2010). Asimismo, los estrogenos incrementan la apoptosis
de los osteoclastos y la disminuyen en los osteoblastos (Bradford et al., 2010). Los
estrogenos, ademéas de ser considerados como anti-inflamatorios en el musculo,
estan relacionados con la regeneracion y reparacion del musculo. Por el contrario, su
disminucién, se asocia con merma de la fuerza debido a proteinas contractiles como
miosina y la troponina C. De igual manera, los estrOgenos protegen contra la
apoptosis del tejido muscular mediante miRNAs y proteinas de choque termico
(Collins et al., 2019).

Los estrogenos no sélo regulan la cantidad de grasa corporal acumulada, sino
también su distribucion entre los diferentes depdsitos. En general, los hombres tienen
una menor cantidad de grasa corporal total que las mujeres (Blaak, 2001). Sin
embargo, en el periodo pre-menopausico, las mujeres poseen una mayor proporcion
de grasa corporal acumulada en la zona subcutdnea que los hombres; por tanto,
acumulan mas grasa en el compartimiento visceral. Posterior a la menopausia, la
grasa corporal se redistribuye y las mujeres tienden a adquirir un patron de
acumulacion de grasa corporal similar al de los hombres, dicha redistribucién puede
estar relacionada con la disminucion en los niveles de estrogeno con la edad. La
determinaciéon del tamafio de los adipocitos depende del equilibrio entre las vias
lipogénica y lipolitica, pero también de la tasa de proliferacion y diferenciacion de
adipocitos y, en todos estos procesos, la influencia de los estrogenos es relevante.
Sumado a lo anterior, se sabe que los estrégenos reducen la acumulacion del tejido
graso mediante la disminucién de la lipogénesis (Monteiro et al., 2014; Carson y
Manolagas, 2015).

1.10.1.2 Adipocinas

Los osteoblastos y los miocitos expresan receptores para dos hormonas producidas

en tejido adiposo que son la leptina y la adiponectina. A este respecto, en suero de
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individuos obesos se han detectado niveles altos de leptina y niveles bajos de
adiponectina (Katsiki et al., 2017). Ademas de sus funciones anti-inflamatoria y anti-
aterogénicas, la adiponectina promueve la osteoblastogenesis y afecta la
osteoclastogenesis de forma dual ya que los osteoblastos y los osteoclastos
expresan receptores de adiponectina. La actuacion dual de esta hormona se ha
observado en médula 6sea, en donde también promueve la migracion de los
osteoblastos y osteoclastos (Lewis et al.,, 2021). Adicionalmente, potencia la
biosintesis de acidos grasos e inhibe la gluconeogénesis en el higado, mejora la
resistencia a la insulina reduciendo la cantidad de grasa intracelular tras el aumento
de la oxidacion de acidos grasos via la activacion PPARa, mejorando la sefializacion
del sustrato del receptor de insulina (IRS) en el musculo esquelético y el higado
(Choi et al., 2020).

Ratones knockout (KO) de adiponectina presentan una reduccion en la fuerza, en
tanto los ratones KO del receptor de adiponectina 1 (AdipoR1) exhiben una pobre
capacidad para realizar ejercicio y una disminucion del porcentaje de fibra de tipo | o
fibras de contraccion lenta. Ademas, la adicion de adiponectina a células C2C12
(miotubos diferenciados) aumento rapidamente el calcio intracelular, un efecto que se
abate por la adicién del siRNA de AdipoR1. La adiponectina se presenta en 8
isoformas distintas y en plasma es posible encontrarla en trimeros, hexameros y
multimeros; y mediante un corte proteolitico se forma la adiponectina globular.
Especificamente, la adiponectina globular activa la motilidad y los rasgos
regenerativos de las células satélite musculares, también induce la diferenciacion y la

fusion de las células del masculo esquelético (Krause et al., 2019).

En distintas enfermedades inflamatorias como la obesidad, aterosclerosis, diabetes y
disfuncion endotelial, la adiponectina tiene una actividad protectora. En estudios in
vitro, esta hormona atenua la inflamacion del endotelio, del musculo, de células
epiteliales y de macrofagos mediante la activacion de AMPK (proteina quinasa
activada por AMP) y AMP ciclico-Proteina cinasa A (CAMP-PKA). La adiponectina

actua directamente en células inflamatorias (macrofagos), suprimiendo las ERO y
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estimulando la expresion de la citocina anti-inflamatoria interleucina-10 (IL-10) y la
supresion de la sefalizacion inflamatoria mediada por NF-kB (Nigro et al., 2014). En
adipositos 3T3L1, tratados con IL-6 y TNF-a exdgenas, se disminuye la secrecion de
la adiponectina en los adipocitos, un evento que también ha sido observado en

personas obesas (Choi et al., 2020).

En los macréfagos, la adiponectina promueve la diferenciacion celular de monocitos
a macrofagos M2 y suprime su diferenciacion a los macréfagos M1, lo que muestra
efectos pro- y anti-inflamatorios, respectivamente. El tejido adiposo libera varias
adipocinas, siendo la adiponectina quien participa principalmente en el control del
sistema endocrino del tejido adiposo. Incluso, reduce la expresiéon de genes de
citocinas pro-inflamatorias (como IL-6, TNF-a y VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1)) e inhibe la activacion de la via NF-kB. Por su parte, la leptina transmite
informacion sobre las reservas de energia en el cuerpo al cerebro. En el sentido de la
composicién corporal, tiene efectos pro-inflamatorios ya que induce la secrecion de
IL-6 e IL-12 a la par de suprimir los niveles de interferon alfa (Kaser et al., 2002). En
el context de la resistencia a la insulina y el alcohol, incrementan los niveles de

leptina en sangre (Ju et al., 2011).

En el hueso, el receptor de leptina se encuentra en osteoblastos y condrocitos,
sugiriendo un efecto de la leptina en el crecimiento y el metabolismo 6seo (Coen,
2004). La leptina también regula a la osteocalcina, que a su vez regula no sélo el
metabolismo 6seo sino también la sensibilidad a la insulina y el gasto energético. La
leptina tiene una funcion neuroendocrina, lo que hace dificil separar los efectos de la
leptina per se frente a sus efectores hipotalamicos como el estrogeno, el cortisol,
IGF-1 y la hormona paratiroidea en la masa 0sea. Interesantemente, la terapia con
leptina aumenta los niveles de todas estas hormonas que se refleja en una mejora de
la masa 6sea, por lo tanto, seria relevante discernir si los efectos sobre la masa ésea

ocurren directa o indirectamente a través de otras hormonas (Upadhyay et al., 2015).
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Los ratones ob/ob (deficientes de leptina) son roedores obesos, con una reducida
masa 6sea y masa muscular pero, que al suministrarles leptina, se induce un
aumento del tamafio de sus fibras musculares lo que mejora la proliferacion de las
células musculares y reduce la degradacion de las proteinas del musculo a la vez
que disminuyen los marcadores de atrofia como miostatina y las ubiquitin ligasas E3
(MAFbxy MuRF1). También se demostré que la inyeccién intracerebroventricular de
leptina en ratones ob/ob aumenta la formacion del hueso, la densidad mineral ésea,
la masa del muasculo, los niveles de IGF-1 y la expresion de genes osteogénicos
(Bartell et al.,, 2011). Sin embargo, en el musculo esquelético de ratas viejas, los
niveles elevados de leptina inducen inflamacion (Tazawa et al., 2019).

1.10.1.3 Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citocina secretada por diversos tipos celulares como monocitos,
macréfagos, linfocitos T y B, fibroblastos, células endoteliales, células de la glia,
adipocitos y osteoblastos. Actia como una citocina pleiotropica, es decir, que tiene
efectos pro- y anti-inflamatorios pero, también, es una mioquina (citocinas secretadas
por los miocitos). Las familia de citocinas de la IL-6, se definen asi por que utilizan a
la glicoproteina de la subunidad receptora comun 130 kDa (gpl30) para sefializar
(Rossi et al., 2015).

Después de un dafio tisular o una infeccion, la respuesta inflamatoria de fase aguda
esta gravemente comprometida en ratones KO de IL-6 e, incluso, se reducen las
células Tfth (T follicular helper (Tfh) cells) y la IL-21 (Kang et al., 2019).
Adicionalmente, estos ratones presentan osteopenia junto con un decremento en los
osteoblastos y un aumento en nimero y actividad de osteoclastos, lo que conduce a
una osificacion defectuosa con graves alteraciones en la microarquitectura ésea
cortical y trabecular (De Benedetti et al., 2006). En linea con ello, alteraciones en el
metabolismo de glucosa y lipidos también han sido reportados en ratones deficientes
de IL-6 con obesidad. En particular, la abundante expresion de IL-6 en el sistema

nervioso central (CNS) correlaciona negativamente con la obesidad al reducir el
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volumen de grasa corporal en ratas infusionadas intracerebroventricularmente con IL-
6 (Kang et al., 2019). Por el contrario, el aumento en los niveles de IL-6 plasmaticos
lleva a la lipdlisis en el musculo y a la oxidacién de acidos grasos a nivel sistémico,
en correlacion con una disminucion en la fuerza de agarre y la sarcopenia (Bian et
al., 2017).

1.10.1.4 Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina inflamatoria secretada por
macréfagos/monocitos durante la inflamacién aguda y es responsable de una amplia
gama de eventos de sefalizacion que conducen a muerte celular (Idriss y Naismith,
2000). TNF-a participa en diversas funciones como citotoxicidad y muerte celular, en
la produccién de IL-10 monocitaria, en la proliferacion de células B, en la inhibicién
de la diferenciacion de adipocitos y en la resistencia a la insulina (Horiuchi et al.,
2010).

El TNF-a se expresa y secreta en el tejido adiposo e, importantemente, sus niveles
correlacionan con el grado de adiposidad. La exposicion con TNFa en roedores
provoca resistencia a la insulina a través de la inhibicion del sustrato al receptor de la
insulina (IRS)-1 y al aumento de acidos grasos libres en plasma mediante la
estimulacién de la lipolisis en el tejido adiposo (Bruce et al., 2004). En la obesidad, se
ha sugerido que los macréfagos de tejido adiposo son los responsables de la
produccion elevada de TNF-a (Cawthorn y Sethi, 2007).).

La administracion subcutanea de Etanercep (un bloqueador de TNF-a) previene de la
atrofia y la perdida de fibras musculares rapidas o fibras tipo Il mejorando la funcién
muscular, asociado a la prevencion de la sarcopenia y una mejor sobrevivencia
(Sciorati et al., 2020). En linea con ello, altos niveles de TNF-a e IL-6 correlacionan
positivamente con la sarcopenia en el adulto mayor (Bian et al., 2017). Cabe
mencionar que el TNF-a es un inhibidor de la diferenciaciéon osteoblastica y un

activador de la osteoclastogenesis y, se ha sugerido, que esta citocina induce
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apoptosis en los osteoblastos a través de la inhibicion de la autofagia (Zheng et al.,
2017).

1.10.1.5 Interleucina 10 (IL-10)

La IL-10, también conocida como factor de inhibicion de la sintesis de citocinas
(CSIF, cytokine synthesis inhibition factor), posee propiedades anti-inflamatorias ya
gue es capaz de inhibir la sintesis de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, IL-2, IL-
3, IL-6, TNF-a y CSF-1 por los linfocitos T y los macréfagos, ademas suprime la

capacidad de presentacion de antigenos de los monocitos (Saraiva et al., 2020).

La IL-10 regula al tejido adiposo; por ejemplo, estudios epidemioldgicos vinculan los
niveles bajos de IL-10 con el sindrome metabdlico y la DM2 (Silawal et al., 2019). Se
ha propuesto que esta interleucina, promueve la actividad de los macréfagos M2 en
el tejido adiposo, inclusive actua directamente sobre los adipocitos para disminuir su
respuesta inflamatoria. Ademas, se ha demostrado que la sefializacion directa de IL-
10 derivada de médula ésea impacta en los adipocitos, limitando la termogénesis y
el gasto energético a través de la remodelacion de la cromatina del adipocito
(Rajbhandari et al., 2018; Saraiva et al., 2020). Trabajos recientes demuestran un
papel pro-osteogénico de la IL-10 (Mahon et al., 2020) que se ha asociado a
polimorfismos en el gen IL-10 con la osteoporosis en mujeres (Kotrych et al., 2016).
Asimismo, la relacion IL-6/IL-10 es més alto en sujetos con sarcopenia (Rong et al.,
2018).

1.10.1.6 Células troncales mesenquimales (MSC)

Las MSC son células multipotenciales que tienen una alta capacidad proliferativa y
pueden diferenciarse a diversos linajes celulares como miocitos, adipocitos,
osteoblastos, condrocitos, entre otros, aunque esto depende de los factores de
crecimiento y de las condiciones microambientales (Ding et al., 2011). Respecto a los
factores que dirigen la diferenciacion de las MSC hacia osteoblasto se han descrito a

Cbfa-1 (core-binding factor alpha-1) y RUNX2 (runt-related transcriptor factor 2).
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Mientras tanto, el factor que dirige la diferenciacion de MSC hacia adipocito es
PPARYy y, en cambio, MyoD y miogenina son moléculas clave para la diferenciacion
en miocitos (lllich et al., 2014).A pesar de que aquellos factores de crecimiento que
inducen la diferenciacion desde MSC hacia adipocitos inhiben (a la vez) la
osteogenesis e, inversamente, aquellos factores de crecimiento que inducen la
diferenciacion desde MSC hacia osteoblastos, obstaculizan la adipogenesis. Una
variedad de sefales externas también contribuyen al delicado equilibrio de la
diferenciacion adipo-osteogénica de las MSC pero, el envejecimiento, la obesidad y
la osteoporosis son factores que inducen una desregulacion en este equilibrio (Chen
et al., 2016). En el masculo residen un tipo de MSC denominadas células satélites,
las cuales proliferan y se diferencian para la regeneracion y reparacion muscular.
Igualmente, se sugiere un rol adipogénico ya que tienen la capacidad de generar
grasa ectOpica que esta relacionada con la obesidad sarcopénica (Uezumi et al.,
2010).

Y o
L capacidad 3 ;‘Lu\\ 7~ ‘
Regenerativa na
MyoD, myfs * / m

meesn . SARCOPENIA OBESIDAD

OSTEOPOROSIS

«— ENVEIECIMIENTO

diferenciacion

MSC

Figura 5. Fisiopatologia de la OSO. La obesidad osteosarcopenica (OSO) es una alteracion clinica en
la composicién corporal debida al envejecimiento. Es debida a la coexistencia de la obesidad, la
sarcopenia y la osteoporosis, en cada condicidon ocurren alteraciones moleculares entre las que
destacan el estrés oxidante, la inflamacion, la disminucidon de estrégenos, la diferenciacion de la
células madre mesenquimales (MSC). HIF-1 (factor inductor de hipoxia 1), ROS (especies reactivas
de oxigeno), Factores miogénicos (MyoD, myf5 y miogenina), IGF1 (Factor de crecimiento semejante
a la insulina 1).
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1.11 Ejercicio y envejecimiento

El ejercicio fisico es considerado un factor anti-envejecimiento ya que ejerce su
accion en ciertas caracteristicas moleculares del envejecimiento e impacta en
multiples beneficios a nivel sistémico, como mejora del tono muscular, una mejor
funcidén cognitiva, activacion del metabolismo y prevencion de la pérdida de la masa
muscular, entre otros (Garatachea et al., 2015; Rebelo et al., 2018). La OMS
recomienda que el adulto mayor realicé actividad fisica moderada aerobica durante
150 min semanales. A este respecto, el Colegio Americano de Medicina del Deporte
(ACSM, The American College of Sports Medicine) ha dado la iniciativa para que el
ejercicio sea pre-escrito, ya que podria ser un “medicamento” para los pacientes,
alentando a los adultos mayores a realizar 30 min por dia 0 mas de ejercicio aerébico
de intensidad moderada de 3 a 5 dias por semana hasta un total de 150 min por
semana, complementado con entrenamiento de resistencia, flexibilidad y equilibrio =2

dias por semana (Zaleski et al., 2016).

Con el ejercicio fisico habitual, el riesgo a desarrollar enfermedades asociadas a la
edad tal como las cardiovasculares, la DM2, la osteoporosis, la fragilidad, la
obesidad, y la sarcopenia disminuye (Gremeaux et al., 2012). Interesantemente, el
ejercicio ofrece una respuesta diferencial entre jovenes y ancianos. Por ejemplo, en
el masculo de los jovenes se presenta una disminucion del dafio oxidante a través
del incremento en la degradacion de proteinas, mientras que en el masculo de los
viejos se activa la capacidad antioxidante en respuesta a las ERO generadas durante
el ejercicio (Johnson et al., 2014). Hasta ahora, son pocos los estudios comparativos
de los beneficios ofrecidos por el ejercicio en los adultos mayores pero sin evidencia
directa de los efectos del ejercicio a largo plazo tanto en modelos animales como en

humanos.

Aunque muchos adultos mayores son funcionalmente independientes y capaces de
participar en la mayoria de los programas de ejercicio, otros pueden tener multiples

enfermedades crénicas y condiciones geriatricas, tal como deterioro cognitivo y
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caidas recurrentes, limitando su capacidad para participar en ciertos tipos de
ejercicio (Lee et al., 2017). Por ello, antes de que el adulto mayor realice actividad
fisica o ejercicio deberia acudir con un profesional de la salud con el fin de conocer
su estado de salud actual y con ello ofrecerle el mejor programa de ejercicio a
realizar dependiendo de las caracteristicas individuales de cada paciente. En
general, los beneficios del ejercicio en el adulto mayor dependen del tipo (aerobico,
de resistencia, de fuerza, de equilibrio, de flexibilidad y balance), la intensidad, la

frecuencia y la duracién (Galloza et al. 2017).
1.11.1 Tipo de ejercicio

Dependiendo del tipo de ejercicio se obtienen ciertos resultados, por lo que se
recomienda un programa de entrenamiento combinando varios tipos de ejercicios.
Las categorias principales de actividades fisicas son el ejercicio aerdbico/de
resistencia, de resistencia/fuerza, de equilibrio y de flexibilidad. En las personas de
edad avanzada, el ejercicio aerébico posee beneficios cardiovasculares vy
musculoesqueléticos, en tanto, el ejercicio de resistencia es la Unica terapia que
mejora la masa, la fuerza y la calidad muscular ademas de reducir el peso corporal y

mejorar la densidad mineral ésea (Zaleski et al., 2016).

Una sesion de ejercicio aerdbico restaura la respuesta anabdlica de proteinas del
musculo a la insulina mejorando la funcion endotelial y la sefializacion AKt/mTOR en
sujetos de edad avanzada (Fujita et al., 2007). Igualmente, tiene un potencial anti-
inflamatorio mediante la reduccion de citocinas asociadas a la obesidad en adultos
mayores como la IL-6, IL-18, TNF-a y PCR (Kohut et al., 2006). Por su parte, el
ejercicio de resistencia atenta los cambios en el nimero de células satélite y su
capacidad miogenica en el envejecimiento (Shefer et al., 2010). También atenda la
pérdida de masa muscular en los adultos mayores fragiles obesos en el tratamiento
para bajar de peso (Frimel et al., 2008). De igual manera, disminuye la progresion
patolégica en los ancianos obesos fragiles mediante la reduccion de PCR pero no de

IL-6 (Donges et al., 2010). En particular, en un modelo de obesidad sarcopénica, se
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ha demostrado que el ejercicio de resistencia regula la produccion de proteinas
musculares a través de la disminucion en la expresion de DEPTOR, una molécula
inhibidora de la via mTOR (Nilsson et al., 2013).

1.11.2 Intensidad del ejercicio

Son pocos los estudios realizados en relacion al ejercicio de intensidad baja,
moderada o alta. Pero, curiosamente, estos estudios se pierden en ancianos debido
a lo delicado de su estado de salud. Para el adulto mayor se recomienda una rutina
de ejercicio de moderada intensidad; en tanto, para aquellas personas con movilidad
reducida la actividad fisica (= 3 dias a la semana) sera para mejorar su equilibrio e
impedir las caidas. Finalmente, cuando los adultos mayores no puedan realizar la
actividad fisica recomendada (dado su estado de salud), lo ideal es que se
mantengan fisicamente activos en la medida en que se lo permita su estado de salud
(OMS, 2020).

1.11.3 Duracion y frecuencia del ejercicio

Los beneficios de realizar ejercicio a largo plazo son mejores, pues se considera
como un seguro de vida para prevenir enfermedades cronicas relacionadas a la
edad. En el adulto mayor, el ejercicio de largo plazo es una manera de mantener la
movilidad y la independencia de los ancianos y, por tanto, experimentan una mejor

condicién de salud y viven mas (Sansano et al., 2019).

En los adultos mayores, el termino “entrenamiento fisico de largo plazo” se refiere a
un periodo =212 meses. Pero, realizar el seguimiento de rutinas de ejercicio en el
adulto mayor son dificiles y costosas. Por un lado, el entrenamiento de balance y
fuerza de largo plazo previene la disminucién de la movilidad y la disminucién de la
fuerza (Aartolahti et al., 2020). Y, por el otro, el entrenamiento con ejercicios a largo
plazo reduce el nimero de caidas (y sus consecuentes lesiones), mejorando la
funcidn fisica y de cognicién en el adulto mayor (Garcia et al., 2020). En sujetos de

50 a 60 afios que practicaron ejercicio de largo plazo, se observo una reduccion del
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dafio oxidante en células sanguineas (Hofer et al., 2008). Tambien, incrementaron
los niveles de las células T CD3+, CD4+ y CD8+ y de IL-10 a la par de la disminucion
de los niveles de IL-6, TNF-a y la relacion CD4/CD8 (lo que sugeriria un sistema
inmunitario deteriorado) (Abd El y Al, 2018).

En los modelos animales, el ejercicio a largo plazo sirve como una medida preventiva
contra el aumento de peso relacionado con la edad y los cambios en la composicion
corporal (McMullan et al., 2016). Este tipo de ejercicio previene la pérdida mineral
Osea en ratonas envejecidas (Silbermann et al., 1990); ademas mejora el estado
redox, una mejor adaptacion al estrés del reticulo endoplasmico (RE) y atenda la
sefalizacion de la apoptosis relacionada con este tipo de estrés. Estos datos, indican
que el ejercicio de por vida puede proteger contra el estrés celular relacionado con la
edad (Belaya et al., 2018). En ratones viejos, el ejercicio disminuye la expresion de
pl6 (marcador de senescencia) en el tejido adiposo blanco (WAT, white adipose
tissue). Adicionalemnte, indujo cambios en el perfil imnune en la fraccion vascular
estromal de WAT (Yoon et al., 2021) y atenuda la expresién de los receptores tipo Toll
4 (TLR4) y regula rio abajo la sefializacién de p38 y PI3K/Akt (Chen et al., 2020).

Se ha demostrado que el ejercicio es una terapia anti-envejecimiento efectiva, sin
embargo, no revierte el proceso de envejecimiento, ya que solo se disminuyen y
retrasan los efectos deletereos, contribuyendo a la promocion de un envejecimiento
saludable (Garatachea et al., 2017). El objetivo de la medicina anti-envejecimiento
consiste en enlenteser, detener o (incluso) revertir los procesos biol6gicos
relacionados con el envejecimiento y con ello aumentar la esperanza de vida.
Algunos compuestos anti-envejecimiento que mimetizan la restriccion cal6rica se
encuentran la metformina, el pegvisomant, la rapamicina y el resveratrol (Son et al.,
2019). Recientemente, se ha descrito al factor de crecimiento y diferenciacion 11
(GDF11, growth differentiation factor 11) como un factor anti-envejecimiento, aunque

dicha premisa aun es un tema de debate.
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1.12 Factor de crecimiento y diferenciacién 11 (GDF11)
1.12.1 Historia del GDF11

En un hecho sin precedentes, se descubrid el modelo de parabiosis heterocrénica
que consistia en la union sistémica de un organismo joven con uno viejo, este
hallazgo demostro que la sangre proveniente del joven impacta significativamente en
la restauracién y mejora de la funcion de los tejidos envejecidos. Al respecto Conboy
y colegas (2005) indicaron que tras la exposicion a un ambiente sistémico joven, las
células progenitoras envejecidas, como las células satélite del musculo y células
progenitoras del higado, rejuvenecen a través de la restauracion de su capacidad
proliferativa y regenerativa. Por el contrario, la exposicion de un raton joven a un
entorno sistémico viejo, inhibe los procesos de miogénesis (Brack et al., 2007) y de

neurogénesis (Villeda et al., 2011) en el ratdn joven.

En 2013, se descubrié que el GDF11 es el factor circulante responsable del efecto
rejuvenecedor en el modelo de parabiosis heterocronica. Los autores, también,
determinaron que la expresion de GDF11 disminuye en funcion de la edad y revierte
la hipertrofia cardiaca in vitro (Loffredo et al.,, 2013). Mas tarde, Sinha y
colaboradores demostraron que el GDF11 rejuvenece a las células satélites del
musculo envejecido, a través de la restauracion de la integridad del ADN vy el calibre
de miofibras, sugiriendo que el GDF11 potencializa la biogénesis mitocondrial y
promueve la autofagia (Sinha et al., 2014). Con ambas publicaciones, el GDF11 se
posiciono como una molecula anti-envejecimiento. Sin embargo, surgieron
publicaciones que contradijeron a estos autores al sefialar que el GDF11l no
disminuia con la edad si no que incrementaba (Egerman et al., 2015) y que la
administracion de GDF11 no mejora la hipertrofia cardiaca en animales viejos (Smith
et al., 2015).

Posteriormente, se demostré que el anticuerpo contra GDF11 (Abcam, ab124721)
detectaba tanto a GDF11 como a GDF8 (miostatina) y, por si fuera poco, daba una

reaccion cruzada entre GDF11 y las inmunoglobulinas cuando se cuantificaba al
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GDF11 (Poggioli et al. 2016; Smith et al.,, 2015; Egerman et al., 2015). Para
sobreponer estos inconvenientes, anticuerpos especificos y otras metodologias para
la medicion exacta de GDF11 han surgido (Semba, et al., 2019). Sin embargo, si el
GDF11 incrementa o disminuye con la edad asi como su posible papel anti-
envejecimiento del musculo cardiaco y esquelético, alin son interrogantes por
resolver (Hammers et al., 2017; Zimmers et al., 2017; Hinken et al., 2016). A pesar
de las sus contradicciones, el GDF11 ha sido relacionado con la sobrevivencia de las
células B pancreaticas (Li et al., 2017), la neurogénesis (Lu et al., 2018), la funcion
angiogénica (Zhang et al., 2018), inclusive, aun se propone como un factor anti-
envejecimiento (Rochette et al., 2020).

1.12.2 Ratones deficientes en GDF11 y GDF8

El GDF11 es un miembro de la familia de las citocinas de factor de crecimiento
transformante beta (TGFB) que se divide en tres subclases: TGFBs, las proteinas
morfogenicas de hueso (BMPs) y activinas/inhibinas. EIl GDF11 es un homologo de
GDF8 o miostatina (MSTN) y ambas comparten una identidad en su secuencia del
89% en su dominio maduro (Suh et al., 2020). A pesar de su similitud, el GDF11 vy la
miostatina tienen funciones diferentes. Por ejemplo, la MSTN se expresa en masculo
esquelético y cardiaco, mientras que GDF11 se expresa en varios tejidos incluidos
hueso, rifiébn, pancreas, retina, bazo y musculo esquelético. La MSTN regula el
crecimiento muscular y participa en el metabolismo de la glucosa y la adipogénesis.
En contraste, el GDF11 participa en el desarrollo embrionario, en particular en los
huesos del eje esquelético anterior/posterior de las vértebras toracicas y lumbares y
la cola asi como en la formacion del rifién, el estdbmago, el bazo, el pancreas y la
neurogenesis olfatoria. Las funciones postnatales de GDF11 han sido menos
exploradas por la letalidad de los ratones KO para GDF11. En la Tabla 1, se resume
la comparacion de los diferentes fenotipos de los ratones KO para GDF11 y MSTN
asi como el doble KO de MSTN/GDF11 (Walker et al., 2016).
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Tejido MSTN KO GDF11 KO MSTN/GDF11 DKO

McPherron et al., 1997 McPherron et al., 1999
Heineke et al., 2010 Nakashima et al. 1999

McPherron et al., 2009

Si, ratones nacidos en la
Letalidad No Si, perinatal. proporcion esperada pero
ninguno nacido vivo.

Transformaciones homeoticas
mas severas que
GDF11KO Todos tienen
paladar hendido; Defectos
esqueléticos adicionales,

Transformacién homeética
anterior del eje esquelético
(transformacion de vértebras
posteriores a identidad anterior) a

Hueso No reportado . . incluyendo defectos de
través de la expresion génica . i
; extremidades (extremidades
alterada HOX en el eje . -
: 7 anteriores extras o adicionales,
Anterior/Posterior; Aumento de la idad d
frecuencia del paladar hendido extremidades a}corta "f“c‘.)’
defectos de patrén de digitos
(sexto digito).
Muasculo [ Hiperplasia e hipertrofia de las Ninguno reportado (letalidad No reportado (letalidad
esquelético miofibras. perinatal) perinatal)
Incremento del peso corporal
con depremen}q en el N,'F‘QU”O rgpprtado, pero el No reportado (letalidad
Grasa contenido de lipidos y andlisis es limitado debido a la erinatal)
dedremento de los niveles de letalidad perinatal. P

triacilglicéridos.
Incremento en el peso del
corazon vy el peso corporal.

No reportado (letalidad

Corazon .
perinatal)

No reportado (letalidad perinatal)

Tabla 1. Comparacion de los fenotipos de los ratones deficientes de GDF11 y Miostatina. HOX, genes
homeobox son un subgrupo de genes que se encargan del desarrollo anatémico.

En miofibras esqueléticas de adultos jovenes, los KO condicionales para GDF11 no
incrementan la masa muscular y no se observan cambios en el tipo de fibra, en
contraparte los KO condicionales para MSTN incrementan 2 veces su masa muscular
presentando hiperplasia e hipertrofia asi como un aumento en las fibras de tipo
glicoliticas 1B (McPherron et al., 2009).

1.12.3 Biologia del GDF11

Identificado por McPherron y colegas (1999), el gen GDF11 se localiza en el
cromosoma 12q13.2 y tres variantes de splicing se han identificado, siendo la mas

interesante GDF-11AEx11, caracterizada por la ausencia de exén 1 y compuesta por
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el exdn 2 y 3 con iniciacion transcripcional en el intron 1. Se predice que esta
variante podria ser regulada por factores de transcripcion como algunos factores
miogénicos (MRF, Myf5, MyoD Miogenina y MRF4) sugiriendo que esta variante
podria estar involucrada en el desarrollo y la reparacion muscular (Jeanplong et al.,
2014).

El mensajero de GDF11 se traduce en una proteina precursora, que es procesada
por una furin proteasa que genera la forma GDF11 madura (C-terminal, 12.5 kDa) y
el pro-dominio (N-terminal, 30.1 kDa). Aunque hay una alta homologia entre
miostatina madura y el GDF11, los pro-dominios de ambas proteinas comparten sélo
el 54% de la homologia. ElI pro-dominio es fundamental para el plegamiento
adecuado de proteinas, la formacion de enlaces disulfuro y la exportacion de los
homodimeros, sugiriendo posibles diferencias en el proceso post-traduccional entre
miostatina y GDF11. El dimero GDF11 se puede unir a los receptores TGF-§ de la
superfamilia de tipo I, a los 2 receptores de activina tipo Il A o B (ActRIIA, ActRIIB), 6
a los 3 receptores ALK (Activin receptor-like kinase 4, 5 y/o 7) (Figura 6) (Walker et
al., 2016; Walker et al., 2017). Los receptores de tipo Il fosforilan el dominio de la
cinasa intracelular de los receptores de tipo I. A continuacion, las proteinas SMAD2 y
SMAD3 (por su siglas en inglés Mothers Against Decantaplegic) se fosforilan. El
complejo SMAD 2/3 recluta SMAD 4 quien es traslocado a el nucleo en donde
activara la transcripcion de genes diana como los genes homeobox, que son
importantes en el desarrollo anatébmico embrionario, asi como en los procesos de
proliferacion y diferenciacion celular. Sin embargo, esta no es la Unica via de
sefalizacion a través de la cual actia GDF 11. También puede mediar la sefial
activando Ras, ERK1/2, TAK1, JNK y p38 (Jamaiyar et al., 2017).
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Figura 6. Sefalizacion de GDF11 a través de sus vias canoénica y no canénica.

1.12.4 GDF11 y el metabolismo

Pese a las contradicciones del GDF11, su efecto anti-envejecimiento sobre la piel ha
sido recientemente descrito (Rochette et al., 2020) aunque diversos estudios también
apoyan sus efectos a nivel bioldgico.El GDF11 restaura el metabolismo de la glucosa
y mejora la resistencia a la insulina, aumenta el gasto energético de los ratones,
regula el incremento de la expresién de genes responsables de la termorregulacion
en el tejido adiposo marrén y blanco (Pham et al., 2021), regula la expresion de
genes inflamatorios en el tejido adiposo blanco asi como aquellos genes
involucrados en el metabolismo de la glucosa y los lipidos hepaticos (Lu et al., 2019),
incluidos la reduccion del peso y mejora la homeostasis de la glucosa (Walker et al.,
2020). Por su parte, la sobreexpresion de GDF11 activa vias de sefializacion como
de TGF-B/Smad2, PI3K/AKT/FOXO1 y AMPK en el tejido adiposo blanco (Lu et al.,
2019; Walker et al.,, 2020). Asimismo, esta estrechamente relacionado con el
sindrome metabdlico (Xu et al., 2021) y se ha demostrado que el eje GDF11-FTO
(ARN desmetilasa, asociada a la obesidad y a la masa grasa)-PPARy promueven el

cambio de las MSC 6seas hacia adipocitos e inhibe la formacion de hueso en la
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osteoporosis (Shen et al., 2018), tambien promueven la osteogénesis y la inhibicion
de GDF11 afecta la fuerza 6sea (Suh et al.,, 2020).En otros contextos, el GDF11
previene de la isquemia al miocardio, mejorando la morfologia de los miocitos a
través del incremento de la actividad de SOD y la autofagia (Bin et al., 2020).
Ademas, su efecto anti-envejecimiento se observa con la reduccién de los niveles de
productos finales de glicacion avanzada (AGE, por sus siglas en inglés advanced
glycation end products), la oxidacién de proteinas y peroxidacion de lipidos a través
del incremento en la actividad de enzimas como CAT, GPX y SOD (Zhou et al.,
2019). Tambien, el GDF11 protege de la disfuncion y fibrosis cardiaca al reducir los
niveles de ERO mediante el incremento de la expresion y actividad de la sirtuina 1
(SIRT1) (Zhu et al., 2021). En pacientes, la miostatina y la folistatina (analogos de
GDF11) circulantes se asocian negativamente con la funcion muscular en mujeres
mayores. De hecho, el GDF11 tiene una mayor asociaciébn con la masa y la
composicion corporal que con la funcién muscular en mujeres mayores (Fife et al.,
2018).

1.12.5 GDF11 vy ejercicio

En el sentido del ejercicio a largo plazo (pero no el de corto plazo) se ha demostrado
que tanto los niveles séricos como la expresion de GDF11 incrementan en el
musculo después del ejercicio (Elliot et al., 2017; De Domenico et al., 2017; Lee et
al., 2019). Asi mismo, la inactividad fisica esta asociada con una disminucion de
GDF11 en la enfermedad pulmonar obstructiva (EPOC) (Tanaka et al., 2018). En
este sentido, el incremento a nivel plasmatico de GDF11 correlaciona positivamente
con el cambio en la actividad fisica diaria de pacientes con EPOC, indicando que el
GDF11 podria ser un factor humoral util que refleje la actividad fisica en la EPOC
(Tanaka et al., 2021).
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La combinacion del acondicionamiento fisico y el tratamiento con un factor de
regeneracion del muasculo, como el GDF-11, mejoraran las condiciones fisicas y

estructurales de ratas viejas con obesidad sarcopénica?
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3. JUSTIFICACION

Existe una verdadera preocupacion sobre el costo en salud y la carga social respecto
al cuidado de los pacientes geriatricos, dado su creciente aumento en México y en el
mundo. Entre los principales sindromes geriatricos destacan la sarcopenia, la OS vy la
0OSO, por lo tanto, hay una necesidad urgente de comprender los mecanismos
subyacentes para estos sindromes con el objetivo de desarrollar medidas
preventivas y/o terapéuticas para evitar los desenlaces adversos consecuentes a
estas patologias. En particular, las investigaciones futuras apuntan cada vez mas
hacia el estudio molecular y genético. De hecho, la evidencia actual sugiere que el
inicio de la pérdida muscular esta vinculada a cambios asociados en la expresion
génica de la sarcopenia. Por otro lado, la OS y la OSO son términos relativamente
nuevos que estan relacionados al estado combinatorio entre la obesidad, la
sarcopenia y la osteoporosis. Estas tres afectaciones son inherentes a cambios en la
composicién corporal asociadas al envejecimiento que actian sinérgicamente
aumentando el riesgo a desenlaces negativos en el estado de salud de los adultos
mayores. Asi mismo, el aumento de la grasa corporal esta estrechamente
relacionado con la disminucion de la masa muscular y, ambos procesos, estan
implicados en diversos mecanismos moleculares como la sintesis y degradacién de
las proteinas, la miogénesis, la adipogénesis, la biogénesis mitocondrial asi como al

incremento de citocinas pro-inflamatorias.

En el sentido de las enfermedades asociadas a la edad como la obesidad, la
sarcopenia, la osteoporosis y la fragilidad, el ejercicio fisico es un procedimiento
barato y efectivo para combatir sus efectos deletéreos. Los programas integrales de
3-18 meses de duracién que incluyen ejercicio y restriccion calérica, mejoran el
rendimiento funcional de los adultos mayores y reducen la inflamacion, el estrés
oxidante y la resistencia a la insulina, factores que contribuyen a la sarcopenia, en
comparacion con aquellos individuos que solo realizan ejercicio o dieta. Ambos

(ejercicio y dieta) parecieran ser procedimientos eficaces para contrarrestar la OS y
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la discapacidad en la movilidad del adulto mayor obeso. No obstante, es un hecho
que un gran numero de adultos mayores no presenta las condiciones clinicas
favorables (por ejemplo, sarcopenia) para realizar actividad fisica y dieta, por lo tanto,
ya no seria una buena opcion. Por lo que resulta interesante recurrir a otras
estrategias para retardar la progresion de la sarcopenia, la OS y la OSO.

El GDF11 es una proteina que participa en la proliferacion del musculo esquelético,
sin embargo, su expresion disminuye a lo largo de la vida. En ratones viejos, por
ejemplo, se ha reportado que al restablecer los niveles de GDF11l se mejora la
estructura, la fuerza y la resistencia del masculo esquelético y la proliferacion de
células satélites musculares, sumado al incremento de la biogénesis y la dinamica
mitocondrial en el musculo esquelético. Por otra parte, se ha reportado que el GDF-
11 disminuye la adipogénesis, la resistencia a la insulina y el metabolismo de lipidos
y carbohidratos. Sugieriendo que si se disminuyen los factores que inducen la
inflamacion y el estrés oxidante via el restablecimiento de los niveles de GDF11 seria
una terapia alternativa para tratar la OS y OSO en una poblacion envejecida
sedentaria. Ademas, seria una importante oportunidad para conocer los mecanismos
moleculares que participan en el proceso de regeneracion del masculo esquelético y
los posibles biomarcadores plasmaticos en ambas condiciones, que podrian ser
utilizados en el diagnostico clinico en los adultos mayores.

60



4. HIPOTESIS

El re-establecimento de los niveles plasméaticos de GDF-11 en animales envejecidos,
inducira la capacidad proliferativa y regenerativa del tejido muscular, esperando que
estas capacidades incrementen mediante una terapia fisica aerdbica que restaurara
las funciones anabdlicas del musculo en un modelo de ratas envejecidas con

obesidad-sarcopénica.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el nivel de obesidad sarcopénica a lo largo de la vida (4,8,12,18,22 y 24
meses de edad) en ratas hembras Wistar sedentarias, tratadas con el factor de
crecimiento y diferenciacion 11 (GDF11) (intraperitonial a una dosis de 0.1mg/kg
peso) Yy bajo un esquema de ejercicio leve por 20 meses. Asi como determinar los
mecanismos moleculares que participan en el proceso de regeneracion del musculo
esquelético e identificar posibles biomarcadores plasmaticos para la evaluacion de la
obesidad sarcopénica en adultos mayores.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

e Evaluar la sobrevivencia de las ratas Wistar con los tratamientos de GDF11,
sedentarias y ejercicio, para determinar si correlacionan con el incremento de
la esperanza de vida.

e Caracterizar la composicién corporal a la edad de 4,8,12,18,22 y 24 meses de
edad a través de las medidas antropométricas y del porcentaje de musculo,
hueso y grasa corporal de las ratas Wistar para establecer un modelo de
obesidad osteosarcopenica (0OSO).

e Comparar el efecto del ejercicio leve por 20 mesesa lo largo de la vida en la
estructura y morfologia del tejido muscular.

e Monitorear el perfil bioquimico y los niveles de citocinas en el suero de los
grupos experimentales para determinar si se afectan, sea por la edad o por los
tratamientos.

e Evaluar parametros de estrés oxidante en los grupos experimentales.

e Comparar el efecto de los tratamientos sobre la edad y la expresion de los
diferentes marcadores de proliferacion y supervivencia muscular en muestras
de tejido y suero.
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6. METODOLOGIA

6.1 Animales

Se usaron 115 ratas Wistar hembras (Rattus norvegicus,) de 3 meses de edad (220
gramos) que se obtuvieron de la colonia del bioterio de la Universidad Autbnoma
Metropolitana, Unidad Iztapalapa. Se mantuvieron en este bioterio con un ciclo de
luz-oscuridad 12/12 h con agua y comida (Abene BDL-7100) ad libitum. A los 4
meses de edad, las ratas fueron divididas en 2 grupos: sedentarias y con ejercicio.
Posteriormente, se realizaron determinaciones en las diferentes etapas del desarrollo
de las ratas hasta su envejecimiento: adultos jovenes (4-8 meses), adultos (8-12
meses), mediana edad (12-18 meses) y viejos (18-24 meses). Todos los
procedimientos en los animales se llevaron acabo acorde a la NOM-062-Z00-1999 y
los desechos bioldgicos fueron dispuestos acorde la NOM-087-ECOL-1995. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional
de Geriatria (SIRES-DI-003-2015) y cumple con la NOM-062-Z00-1999.

6.2Grupo sedentario (SED)

El grupo sedentario estuvo compuesto de 60 ratas y separadas (5 ratas por caja) en
cajas de acrilico transparentes de 6 mm de espesor con las siguientes medidas: 43 x
53 x 20 cm (ancho, largo, alto). Las ratas se consideraron sedentarias cuando
crecieron en condiciones estandar a lo largo de su vida, con comida ad libitum y sin
ningln enriquecimiento que pudiera modificar su movilidad, de acuerdo a reportes
previos (Alessio et al., 2005; Mattson y Wan, 2005).
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6.3 Rutina de ejercicio de baja intensidad por un periodo largo de tiempo
(LIERLT: low-intensity exercise routine for a long period of time)

A la edad de 4 meses, 55 ratas comenzaron con el reconocimiento y adaptacion al
equipo de entrenamiento (Treadmill Control LE8710 Panlab Harvard Apparatus)
durante por 5 dias a la semana, de acuerdo al siguiente protocolo: primera semana
a una velocidad de 6 metros (m)/minuto (min) por 10 min, a 9m/min por 15 min la
segunda semana, a 12m/min por 20 min la tercera semana y, finalmente, a 15m/min
por 30 min la cuarta semana. Cuando las ratas se adaptaron, la velocidad y el tiempo
se ajustaron a una rutina fisica de baja intensidad (LIERLT) que consiste de una
velocidad de 15 m/min durante 5 dias a la semana hasta la edad de 24 meses (Abreu
et al., 2016). Despues de cada rutina, 5 animales de cada grupo fueron sacrificados
mediante decapitacion a la edad de 4, 8,12, 18, 22 y 24 meses (Figura 7).

Inicio: 4 meses , Termino: 24 meses
30 minutos/dia
Velocidad = Leve (25¢cm/s)

5 dias a la semana

\ v PERFIL DE

ro CITOCINAS
v'NIVELES DE GDF11

RESPUESTA
ANTIOXIDANTE

Figura 7. Disefio experimental. Se tienen 2 grupos experimentales a la edad de 4 meses comienza la
rutina de ejercicio leve y a la edad de 4, 8, 12, 18, 22 y 24 meses se realizo la composicién corporal,

fuerza, sobrevivencia y sacrificio. En suero se determino un perfil de citocinas y los niveles de GDF11.

64



6.4indice de masa corporal (IMC)

El IMC se determind con la relacion el peso corporal de cada rata y la longitud naso-
rectal (g/cm?) a los 4, 8, 12, 18, 22 y 24 meses de edad. Las curvas de crecimiento
se establecieron mediante un ajuste polinomial. En breve, este tipo de curvas nos
permiten establecer las diferentes etapas de desarrollo a lo largo de la vida. De 4-8
meses son adultos jovenes; 8-12 meses son adultos; 12-18 meses son de mediana
edad y de 18-24 meses son viejos. De igual manera, se calcul6 el indice de Lee que
es un indicador de obesidad en ratas, calculado a través de la raiz cubica del peso
entre la longitud naso-rectal. Posteriormente, realizamos un andlisis de la

composicién corporal mediante un escaneo DEXA.

6.5Absorciometria de energia dual de rayos X (DEXA o DXA)

Los grupos de animales SED y LIERLT fueron previamente anestesiados con un
coctel compuesto de 2.5 mL ketamina (100mg/mL), 0.8 mL xilacina (20mg/mL) y 2.5
mL de solucion salina. De esta mezcla se administraron 100uL (4.3mg ketamina +
0.28mg xilacina) /100g de peso del animal. Una vez anestesiadas, los animales se
sometieron al estudio DEXA (Discovery QDR Series, Hologic® Discovery 87899) a
las edades de 4, 8, 12, 18, 22 y 24 meses. El equipo fue previamente calibrado con
el fantoma (Hologic Rat Step Phantom P/N 010-0758) para todas las mediciones.
Para evitar sesgos debido a la relacién de tamafio entre ratas jovenes, adultas y
viejas, la composicién corporal se reporto como un porcentaje. La masa grasa total
se relacion6é con el peso total de la rata, que también se hizo con la densidad
mineral ésea (BMD por sus siglas en ingles bone mineral density). El porcentaje de
grasa y la masa magra sin hueso (LMWB por sus siglas en ingles lean mass without
bone) se determino cuantificando la masa libre de grasa restando el contenido de
hueso, para realizar la relacion con respecto al peso total de cada animal. El indice
de musculo esquelético (SMI por sus siglas en ingles skeletal muscle index ) se

calculé como sigue: la masa magra sin hueso de las cuatro extremidades se dividié
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por la longitud naso-rectal al cuadrado para cada uno de los animales, para ello
empleamos el software QDR del equipo DEXA y seleccionamos dos regiones, una en
la parte superior (brazos) y otra en la region inferior (piernas), dibujando un
rectangulo ubicando (similar a Gerbaix et al., 2010) la region del Acromion derecho-
Acromion izquierdo:Fascia axilar derecha-Fascia axilar izquierda para la regién
superior (Extremidades superiores) y la region de la Vertebra sacra 1 (S1)-Raiz de la
cola para la region inferior (Extremidades inferiores) (Figura 9). Consideramos un
porcentaje de grasa corporal superior al 30%, como el punto de corte para
determinar nuestro modelo OSO. En la osteoporosis, el punto de corte se establecio
cuando los valores de BMD eran inferiores a 2.5 veces la DE con respecto al valor
medio de las ratas adultas jovenes (8 meses) (Kelly et al., 2019; Lin et al., 2018). La
sarcopenia y la dinapenia se establecieron cuando el porcentaje de LMWB vy la
fuerza disminuyeron por debajo de dos veces la DE con respecto al valor medio de
las ratas adultas jovenes.

6.6Fuerza de agarre

La fuerza de agarre se evalud utilizando un dinamometro digital Rhino BAC-20
(PKCh) con un rango de medicion entre 0.1 N y 200 N (Newton) (Hernandez et al.,
2019). El dinamoémetro se fij6 verticalmente a una rejilla de acero inoxidable y se
registro la fuerza maxima de agarre en el momento en que la rata se solté de la
rejilla; los resultados se expresaron como N/kg de peso de la rata en todos nuestros

grupos.

6.7Determinacion de parametros bioquimicos

Despues de un ayuno de 8 horas, los grupos de ratas SED y LIERLT a la edad de 4,
8, 12, 18, 22 y 24 meses fueron eutanizados por decapitacion. El musculo
gastrocnemio fue extraido y almacenado a -80°C. La sangre fue colectada y el suero
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fue separado por centrifugacién a 3,500 rpm por 10 min. La glucosa, creatinina,
trigliceridos, colesterol, TGO (transaminasa oxalacética), TGP (transaminasa
glutamico-piravica), GGT (gamma glutamil transpeptidasa) y HDL (lipoproteinas de
alta densidad) fueron determinados en suero usando el analizador quimico de la
marca Arkray (SPOTCHEM EZ SP-4430).

6.8Concentracion de GDF11 en suero

Los niveles de GDF11 fueron determinados en suero mediante ELISA (acrénimo del
inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) empleando el kit comercial de la
marca Cloud Clone Corp ELISA kit (# cat. SEC113Ra) en todos los grupos

experimentales.

6.9 Estado redox (coeficiente GSH/GSSG)

Los niveles de glutation reducido y glutation oxidado fueron analizados mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se homogenizaron 100 mg del
musculo gastrocnemio con 800 pL de &cido clorhidrico/BPDS (HCL 10%/BPDS
1mM), posteriomente la suspensién fue centrifugada a 10,000 rpm por 5 min a 4°C y
el sobrenadante se recuperé. Se tomaron 30 uL de cada muestra y se inyectaron al
sistema de HPLC. Se utiliz6 una bomba binaria 1525 Waters, acoplada a un detector
UV/visible 2489 calibrado a 210 nm, la fase estacionaria consisti6 en una columna
Zorbax Eclipse XDB-C18 de 4.6 x 250 mm y 5 uM de particula. Como fase movil se
uso 1% de acetonitrilo y 99% de buffer de fosfato de potasio monobasico (20 mM de
KH2PO4) a pH 2.7. Se utilizé un flujo isocratico de 1 ml/min y las muestras fueron
analizadas por deteccion ultravioleta a 210 nm. El &rea bajo la curva se determin6

mediante el uso de estandares de GSH y GSSG.
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6.10 Dafio oxidante a proteinas

La oxidacion de proteinas fue determinada por espectrofotometria en placas de 96
pozos usando el reactivo 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). En breve, 20 yL de DNPH
(10 mM en 0.5 M de &acido fosférico) se mezclaron con 20 yL de muestra y se
incubaron en oscuridad por 10 min. Posteriormente, 10 uL de NaOH (6M) fueron
adicionados e incubados 10 min en la oscuridad. La absorbancia fue medida a 450
nm y el contenido de carbonilos se calculo como Abssso/E)/mg de proteina total de
cada muestra, donde E es el coeficiente de extincion molar = 22000 M?* cm?
(Hernandez et al., 2018).

6.11 Perfil de citocinas inflamatorias

Se analizaron 23 citocinas: IL-1q, IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12p70, IL-
13, IL-17A, IL-18, MCP-1, MIP-1a, MIP3a, M-CSF, IFN-y, G-CSF, GM-CSF, GRO-
KC, RANTES, VEGF y TNF-a en 50 uyL de suero de las ratas SED y LIERLT
empleando el kit comercial Bio-Plex ProTM Human Cytokine 23-plex Assay (Biorad,
Hercules, CA) acorde a las instruccciones del fabricante. La cuantificacion se baso
en la cantidad de proteinas que se adhieren a su anticuerpo especifico. Para
representar los valores obtenidos en el mapa de calor se normalizaron las
concentraciones obtenidas de cada una de las citocinas con respecto a las
concentraciones obtenidas de las ratas jovenes (4 meses de edad). Posteriormente,
se aplicdé una funcién logaritmica a los valores obtenidos y se graficaron en una
escala de -1 a 1. Finalmente, se calcularon las relaciones TNFa/IL-10 e IL-6/IL-10 a
partir de la concentracion de cada citoquina para evaluar la respuesta inflamatoria de

cada grupo de estudio.
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6.12 Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + error estandar (ES) de cada grupo de
animales (n = 5). Las curvas de crecimiento poblacional se establecieron mediante
correlaciones polinomiales, para una mejor visualizacion del crecimiento de los
individuos en sus diferentes etapas del desarrollo. Las diferencias entre los grupos se
determinaron mediante analisis multivariado (MANOVA). Las diferencias en el estado
redox y la carbonilacion de proteinas se determinaron mediante una ANOVA seguido
de una prueba de comparacién mdultiple de Tukey-Kramer. En todos los casos, el

valor de significancia  utiizado se menciona en cada figura.

69



7. RESULTADOS
7.1 Andalisis morfométrico

Para determinar si una rutina de ejercicio de baja intensidad durante un largo periodo
de tiempo (LIERLT) retrasa el fenotipo OSO, determinamos el IMC (para estimar el
estado nutricional y de desarrollo del organismo) y la composicion corporal en los
grupos SED y LIERLT en un estudio longitudinal. Para realizar un mejor analisis
comparativo de los grupos de estudio, los datos se transformaron como grupos
poblacionales y las diferentes etapas del desarrollo de la rata se estimaron mediante

correlaciones polinomiales, como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. indice de masa corporal (IMC) en las diferentes etapas del desarrollo desde los 4 hasta los
24 meses de edad de las ratas sedentarias (SED) (tridngulos de linea negra) y ratas con ejercicio
(LIERLT) (circulos de linea gris). MEDIA + Desviacion estandar (DE). b= p de significancia
estadistica. A: con el mismo grupo de edad y B: comporacion respecto al grupo de 4 meses.
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Los resultados muestran un aumento significativo del 8% en el IMC en ambos grupos
en la etapa adulta joven (4-8 meses de edad; SED, p=0.045; LIERLT, p=0.048). Los
resultados correspondientes a la etapa adulta de las ratas (8-12 meses de edad), se
observo un aumento del 11% para ambos grupos (SED, p=0.043; LIERLT, p=0.005).
De 12 a 18 meses de edad (mediana edad) se observd un aumento del 8% en el IMC
(SED, p=0.043; LIERLT, p=0.001). Finalmente, en la etapa de desarrollo donde las
ratas Wistar se consideran viejas (18-24 meses de edad), no se observaron cambios
significativos en el IMC (Figura 8). En general, los resultados de IMC no mostraron
diferencias entre los grupos experimentales, por lo tanto, un analisis de la
composicion corporal mediante un estudio DEXA se realizo para evaluar el efecto de
la rutina de ejercicio LIERLT durante el envejecimiento de las ratas. Por su parte, los
resultados del indice de Lee no mostraron diferencias estadisticamente significativas

(datos no mostrados).
7.2 Composicion corporal (DEXA)

La evaluacion de la composicion corporal se realizo empleando el DEXA en las

diferentes etapas del desarrollo como se describié anteriormente (Figura 9).

Figura 9. Imagenes de la composicion corporal en las cuales se evalua la composicion total y de las
extremidades superiores e inferiores de los grupos SED y LIERLT. En rectangulos se delimitan las
extremidades superiores e inferiores para la obtencion del indice muscular esquelético (SIM). La
imagen de la izquierda corresponde al grupo SED y la de la derecha al grupo LIERLT, donde R indica
la region evaluada.
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Se evalu6é la composicion corporal total y la composicion de las extremidades
superiores e inferiores (Figura 9). Estos valores fueron relacionados a la longitud
naso-rectal al cuadrado para calcular el indice muscular esquelético (SMI), ademas

se obtuvieron los valores de porcentaje de grasa total (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de grasa total en las diferentes etapas del desarrollo desde los 4 hasta los 24
meses de edad de las ratas sedentarias (SED) (linea negra) y ratas con ejercicio (LIERLT) (linea gris).
Media + desviacién estandar (DE). a y b = p de significancia estadistica. A: con el mismo grupo de
edad y B: comporacion respecto al grupo de 4 meses

Los resultados en la Figura 10 muestran que los animales en el grupo SED
incrementan su grasa corporal en un alto porcentaje comparado con los animales del
grupo LIERLT, mientras tanto, el grupo SED muestra un incremento significativo a los
8 meses (14.99%, p=0.030), a los 12 meses (27.12%, p=0.007), un 28.84% a los 22
meses (p=0.042) y 18.67% a los 24 meses (p=0.045) con respecto al grupo LIERLT.
Es importante mencionar, que la obesidad en ratas se establece cuando los

animales tienen un porcentaje de grasa superior al 30%, por lo que las ratas del
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grupo LIERLT solo presentaron obesidad a los 18 meses (p=0.0008), mientras que

en las ratas SED fueron obesas de 12 a 24 meses de edad.

En cuanto a la densidad mineral 6sea (BMD), en la Figura 11 se observa que a los 8
y 18 meses no hay cambios significativos entre los grupos SED y LIERLT. Estos
cambios solo se apreciaron a los 12, 22 y 24 meses, dado que las ratas LIERLT
aumentaron significativamente su porcentaje de BMD con respecto a las ratas SED
en 10.66% (p=0.002), 11.87% (p=0.023) y 11.04% (p=0.040). Por otro lado, la
osteoporosis se establecio cuando el BMD disminuy6é 2.5 veces la desviacion
estandar con respecto a la media de ratas adultas jévenes SED (8 meses de edad).
En base a este criterio, se puede observar que las ratas SED presentaron
osteoporosis desde los 18 y hasta los 24 meses; mientras que las ratas LIERLT sélo

presentaron osteoporosis a los 18 meses.

SED = —
LIERLT

BMD (%)

Osteoporosis
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Edad (meses)

Figura 11. Densidad mineral 6sea (BMD) en las diferentes etapas del desarrollo desde los 4 hasta los
24 meses de edad de las ratas sedentarias (SED) (linea negra) y ratas con ejercicio (LIERLT) ( linea
gris). Media + desviacion estandar (DE). a y b= p de significancia estadistica. A: con el mismo grupo
de edad y B: comporacién respecto al grupo de 4 meses

Por otro lado, los resultados de la evaluacién de la masa magra libre de hueso
(LMWB) (Figura 12) muestran que las ratas del grupo LIERLT tienen mas alto LMWB
gue las ratas del grupo SED: 5.42% a los 8 meses (p=0.024), 12.47% a los 12 meses
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(p=0.009), 15.42% a los 22 meses (p=0.026) y 9.27% a los 24 meses (p=0.049). Sin
embargo, a los 18 meses de edad, los grupos SED y LIELT no mostraron diferencias
significativas. Tomando en cuenta los resultados anteriores, determinamos que la
sarcopenia en nuestro modelo experimental se establecié cuando la disminucién de
LMWB fue mas de 2 veces la desviacion estdndar con respecto a la media de las
ratas adultas jovenes SED (8 meses). De tal forma, que las ratas del grupo SED
presentaron sarcopenia a partir de los 12 meses de edad, en tanto las ratas del
grupo bajo el regimen de ejercicio retrasaron el inicio de la sarcopenia hasta los 18

meses de edad.
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Figura 12. Porcentaje de masa magra libre de hueso (LMWB) en las diferentes etapas del desarrollo
desde los 4 hasta los 24 meses de edad de las ratas sedentarias (SED) (linea negra) y ratas con
ejercicio (LIERLT) (linea gris). Media + desviacion estandar (DE). a y b= p de significancia estadistica.
FFBFM: masa libre de grasa y hueso.A: con el mismo grupo de edad y B: comporacién respecto al
grupo de 4 meses

7.3Fuerza de agarre

Nuestros resultados de la fuerza de agarre muestran que en ambos grupos
experimentales la fuerza disminuye con la edad (Figura 13). Sin embargo, a partir de
los 12 meses de edad el grupo LIERLT mostré mayor fuerza (62.12%, p=0.0025) que

las ratas SED. En tanto, la perdida de la fuerza en este grupo fue progresiva hasta
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los 24 meses de edad (50.59%, p=0,038) pero sin cambios respecto al grupo con
ejercicio leve. Adicionalmente, ambos grupos experimentales no presentaron

diferencias significativas a los 8 meses de edad (Figura 13).
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Figura 13. Fuerza de agarre en las diferentes etapas del desarrollo desde los 4 hasta los 24 meses de
edad de las ratas sedentarias (SED) (linea negra) y ratas con ejercicio (LIERLT) ( linea gris). Media
desviacién estandar (DE). a (respecto al grupo de la misma edad) y b (respecto al grupo de 4 meses)
= p de significancia estadistica. A: con el mismo grupo de edad y B: comporacién respecto al grupo de
4 meses

7.4Funcionalidad muscular

Para una mayor precisibn de la composicion muscular de los individuos,
determinamos el indice muscular esquelético (SMI). Los resultados de esta
evaluacion se muestran en las Figuras 14 y 15, nuestros datos indican que las ratas
de 22 y 24 meses de edad correspondiente al grupo LIERLT mostraron una mayor
cantidad de musculo (18%, p=0.028) respecto a las ratas SED (15.25%, p=0.039). Es
importante mencionar que el SMI es el estdndar de oro para el diagnéstico de la
sarcopenia en humanos. Por otro lado, la funcionalidad muscular se determiné a
través de la relacion entre el SMI y la fuerza, cuyo parametro funciona para comparar
la funcionalidad entre los grupos SED y LIERLT. Los resultados de la Figura 15

mostraron que este parametro gradualmente disminuye en las ratas SED a partir de
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los 12 meses. En cambio, la funcionalidad del musculo en el grupo LIERLT tiene un
comportamiento diferente, es decir, a partir de los 12 meses se conserva la
funcionalidad muscular. Incluso, el grupo de 24 meses con ejercicio asemeja una

funcionalidad similar con un grupo mas joven de sedentarias (12 meses).

0.23 1 2=0.0011
o as0.041
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Figura 14. indice muscular esquelético (SMI) en las diferentes etapas del desarrollo desde los 4 hasta
los 24 meses de edad de las ratas sedentarias (SED) (linea negra) y ratas con ejercicio (LIERLT) (
linea gris). Media + desviacion estandar (DE). a = p de significancia estadistica. A: con el mismo grupo
de edad y B: comporacion respecto al grupo de 4 meses

Sin embargo, esta funcionalidad disminuyéd a los 18 meses de edad e,
interesantemente, las ratas con 22 meses de edad y con LIERLT mostraron una
mejor funcionalidad, aunque tenian menos muasculo que las ratas LIERLT de 18
meses. Finalmente, las ratas de 24 meses del grupo LIERLT tenian la funcionalidad
mas baja, que estaba directamente relacionada con el envejecimiento. Un resultado
interesante es que las ratas LIERLT de 24 meses mostraron una funcionalidad
muscular similar a la de las ratas SED de 12 meses, lo que sugiere que la rutina de

ejercicios LIERLT retrasa la aparicion de la sarcopenia.
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Figura 15. Funcionalidad muscular, relacion del SIM y la fuerza en las diferentes edades de 4, 8, 12,
18, 22 y 24 meses (m) de las ratas sedentarias (SED) (negro) y ratas con ejercicio (LIERLT) ( gris) .
Las lineas no se observan. Falta el punto de los animales SED a los 4 meses.

7.5Parametros bioquimicos

Las evaluaciones bioquimicas relacionadas con el perfil metabdlico de los grupos
experimentales se muestran en la Tabla 2. En general, todas las mediciones
evaluadas se encuentran dentro de los valores normales (Giknis & Clifford, 2008),
con respecto a la edad. Puntualmente, los niveles de creatinina (0.3-0.6 mg/dL)
disminuyeron en ratas SED (0.2 mg/dL) en relacion a la edad, por el contrario las
ratas con ejercicio moderado no mostraron cambios. Es importante recalcar que una
disminucién en la creatinina sérica ha sido relacionado con la disminucién en la masa
del musculo esquelético (Bacallao & Badell, 2015). En suma, nuestros resultados
relacionados a la disminucion en LMWB y SMI encontrados en ratas SED podrian

estar relacionados con la disminucién de la creatinina sérica.
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Edad

(meses)

12

18

22

24

12

18

22

24

Glucosa Creatinina GPT GOT GGT T-chol HDL-c TG
(89-163 (0.3-0.6 (64-222 U/L) (14-64 U/L) | (8.8-32 (23-97 (32.8 (16-175
mg/dL) mg/dL) U/L) mag/dL) mg/dL) mag/dL)
SEDENTARIAS
127.8+ 2.6 0.8+ 0.12 158 +52.8 31.8+5.07 13+3 59+8.6 18.6+6.8 71.2+26.6
1142 +2.7 0.66 £ 0.05 336+51.5 356+29 10.2+0.5 744 +14.4 21.2+4 179.6 £ 46.7
139+9.17 0.67 £ 0.06 147.67+24.03 20.67+2.08 10.67+1.2 90.67 + | 27+x14 88.67 +15.3
34.5
113.5+9.7 0.75+£0.1 142.25 + 30.3 20.25+7.3 10+0 86.25+ 19.2 | 27.25+6.3 | 84.25+ 26.3
74.33+ 3.5 0.23+0.06*** 38.33+ 6.5 21.67+8.08 15.67+8.2 71.67+6.8 23.33+2.5 141.33+£23.7
101.5+46 0.2+0%** 82+48.5 18+11.3 10+0 74.5+29 32+15.7 80+38.2
EJERCICIO
131+14.09 0.66+0.06 283.6+£75.5 36.4+£12.7 10.8+1.8 75.2+8 26.4+2.5 99.6+26.05
109.5+ 9.5 0.75+ 0.06 163.75+76.4 55.75+38.2 100 100.25+8.4 2955 126.75+57.3
107+13.4 0.8+0.08 149.75+24.4 27.5+11.39 12+1.4 84.5+51.1 23.5¢12.5 190+212
109.25+9.3 | 0.78+0.095 | 164.75:36 20.75:9.6 | 11*1 67+13.6 20.75:4.1 | 211.75+128.5
92.8+24.2 0.62+0.08 183.2+28.2 26.6+14.6 11.4+1.2 107.4+27 32+9 117.6+20.67

Tabla 2: Parametros Bioquimicos. Glucosa, Creatinina (Cre), transaminasa glutamico oxalacética
(GOT), transaminasa glutamica piravica (GPT), gamma-glutamil transpeptidasa (GGT), triglicéridos
(TG), Colesterol total (T-chol) y lipoproteina de alta densidad (HDL) a los 4, 8, 12, 18, 22 y 24 meses
de las ratas sedentarias (SED) y ratas con ejercicio (LIERLT). Media + desviacion estandar (DE). ***
Diferencias significativas entre el grupo SED y LIERLT.
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7.6 Perfil de citocinas

Evaluamos 23 citocinas tal que se describio en la seccion de Materiales y Métodos y
un mapa de calor se presenta en la Figura 16. Nuestros resultados indican que
ambos grupos modificaron gradualmente la concentracion de citocinas de manera
dependiente de la edad. En particular, apreciamos un aumento de las citocinas pro-
inflamatorias (IL-1a, IL-1B, IL-6 y TNF-a) en el grupo SED y una disminucién de las
anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) en el grupo LIERLT. Adicionalmente, algunas de las
citocinas presentaron un comportamiento oscilatorio en los grupos SED y LIERLT,
por ejemplo, MCP-1, RANTES, IL-7, GRO KC, M-CSF, MIP -3a, IL-13, IL-5 y VEGF.
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Figura 16. Mapa de calor de 23 citocinas detectadas en suero en ratas sedentarias (SED) y ratas con
ejercicio (LIERLT) en las las diferentes edades de 4, 8, 12, 18, 22 y 24 meses de las.
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Dado que este analisis no permite evaluar el perfil inflamatorio y, por tanto, discernir
entre la respuesta pro- y anti-inflamatoria, realizamos dos cocientes en ambos
grupos experimentales. Elegimos tres de las principales citocinas pro- y anti-
inflamatorias que se han asociado con el perfil inflamatorio en la OSO: TNF-q, IL-6 e
IL-10, cuyos cocientes se interpretan como: un valor mayor indicara un estado pro-
inflamatorio superior. La primera relacion evaluada fue TNF-a/IL-10 y los resultados
muestran que las ratas SED aumentan gradualmente el estado inflamatorio de
manera constante hasta los 24 meses. Mientras tanto, las ratas LIERLT mantuvieron

a la baja su estado inflamatorio practicamente hasta los 24 meses.

Al comparar los grupos experimentales, observamos que las ratas del grupo LIERLT
disminuyeron el perfil pro-inflamatorio con respecto a las ratas SED (Figura 17). En
particular, encontramos una disminucion del 38% a los 18 meses (p=0.049), del 72%
a los 22 meses (p=0.00019) y del 65% a los 24 meses (p=0.046). Por otro lado,
evaluamos la relacién entre IL-6/IL-10 cuyos resultados fueron similares al cociente
TNFa/IL-10. Es decir, un aumento gradual y constante de la relacién IL-6/IL-10 en las
ratas SED fueron observados. Sin embargo, al comparar la proporcién pro-
inflamatoria en las diferentes edades, se encontr6 que la rutina de ejercicio
disminuyo el perfil inflamatorio en todas las edades de la siguiente manera: 34% a
los 8 meses (p=0.038), 48% a los 12 meses (p=0.039), 33% a los 18 meses
(p=0.049), 75% a los 22 meses (p=0.033) y 70% a los 24 meses (p=0.001), estos
resultados sugieren que el ejercicio disminuye el perfil pro-inflamatorio en el

envejecimiento (Figura 18).
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Figura 17. Relacion de las citocinas TNFa/IL-10, en las diferentes edades de 4, 8, 12, 18, 22 y 24
meses de las ratas sedentarias (SED) y ratas con ejercicio (LIERLT). Media + desviacién estandar
(DE). a'y b = p de significancia estadistica.
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Figura 18. Relacién de las citocinas IL-6/IL-10, en las diferentes edades de 4, 8, 12, 18, 22 y 24 meses
de las ratas sedentarias (SED) y ratas con ejercicio (LIERLT). Media + desviacion estandar (DE). ay b
= p de significancia estadistica.
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7.7Concentracion de GDF-11 en suero

Se evalud la concentracion de GDF-11 en el suero de los animales y los resultados
indican que, en ambos grupos, las concentraciones séricas de GDF-11 disminuyen
con la edad (Figura 19). Sin embargo, entre los 12 y 18 meses de edad se aprecia
una diferencia en las ratas LIERLT ya que presentan una mayor concentracion de
GDF-11 en comparacion con las ratas SED. Estos datos indican, que la diferencia en
la concentracidén sérica de GDF-11 (Figura 19) podria ser uno de los factores que
inducen la mejora de la funcionalidad muscular (Figura 15) y la disminucién de la

grasa corporal (Figura 10) en ratas bajo un régimen de ejercicio leve.
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Figura 19. Niveles en suero de GDF11 en las diferentes edades de 4, 8, 12, 18, 22 y 24 meses de las
ratas sedentarias (SED) y ratas con ejercicio (LIERLT). MEDIA + Desviacion estandar (DE). ay b =p
de significancia estadistica.
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7.8Parametros morfométricos y bioquimicos: Anédlisis de poblaciones.

Para establecer una relacion entre los parametros morfométricos y bioguimicos con
los niveles de GDF-11, se realizd un andlisis comparativo en nuestras poblaciones de
ratas SED y LIERLT de 8 a 24 meses de edad. Los resultados muestran que las
ratas LIERLT tienen un 7.32% méas de LMWB (p=0.021), 5.52% mé&s BMD (p=0.014)
y 16.10% menos grasa (p=0.019) que el grupo de ratas SED (Tabla 3). Con respecto
a la funcionalidad muscular, las ratas LIERLT presentan un 33.68% méas de fuerza
que las ratas SED (p=0.0003). En tanto, los parametros bioguimicos relacionados
con la pérdida, reparacion y regeneracion de la masa muscular (Tabla 2), se observé
qgue los niveles de creatinina sérica fueron mayores en ratas LIERLT (33.33%,
p=0.0007) con un contenido de GDF-11 al 14.77% (p=0.031) con respecto a las ratas
SED.

Variable SED (8-24 LIERLT (8-24 meses) | Probabilidad
meses)

Fuerza 33.84+10.03 45.24+9.41 0.0003
Creatinina  0.54+0.22 0.72+0.08 0.0007
GDF11 543.06+171.96 623.30+142.56 0.031

IMC 0.727+0.098 0.688+0.085 0.165

% grasa 30.92+6.53 25.94+7.21 0.019
%FFBFM | 65.26+6.31 70.04+7.07 0.021
%BMC 3.80+0.28 4.01+0.28 0.014

Tabla 3. Comparacion entre poblaciones, considerando la edad de 8 a 24 meses de las ratas
sedentarias (SED) y ratas con ejercicio (LIERLT). Media * desviacion estandar (DE). p de significancia
estadistica. IMC: indice de masa corporal, FFBFM: Masa libre de grasa y hueso, BMC: Contenido

mineral 6seo.
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7.9Estado redox y dafio oxidante en las proteinas

El estrés oxidante se ha relacionado al envejecimiento y a las enfermedades
asociadas a este tal como la OSO. Por ello, determinamos el estado redox a través
del cociente GSH/GSSG vy diferencias significativas a partir de los 8 meses de edad
fueron observados en nuestros grupos experimentales. Especificamente, las ratas
LIERLT presentaron un estado redox mas reducido, es decir, la relacion GSH/GSSG
fue mas alta (Figura 20) que las ratas SED en un 30.51% a los 8 meses (p=0.0012),
28.91% a las 12 meses (p=0.0065), 25.89% a los 18 meses (p=0.0078), 26,53% a los
22 meses (p=0.0091) y 250% a los 24 meses (p=0.00001).
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Figura 20. Niveles de GSH/GSSG en mdusculo, en las diferentes edades de 4, 8, 12, 18, 22 y 24
meses de las ratas sedentarias (SED) y ratas con ejercicio (LIERLT). Media + desviacién estandar
(DE). *p de significancia estadistica en comparaciéon con quien? Es muy evidente pero siempre es
mejor aclararlo.

Los resultados del estado redox correlacionan con el dafio oxidante evaluado por la
oxidacion de proteinas (Figura 21). A los 22 y 24 meses de edad, las ratas SED
presentaron una carbonilaciéon de proteinas mayor en comparacion con las ratas
LIERLT con un 31.10% para las ratas de 22 meses (p=0.0001) y 44.11% en las ratas
de 24 meses (p=0.0001). Mientras que para el resto de las edades, no presentaron

diferencias significativas.
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Figura 21. Niveles de carbonilacién de proteinas en musculo, en las diferentes edades de 4, 8, 12, 18,
22 y 24 meses de las ratas sedentarias (SED) y ratas con ejercicio (LIERLT). Media + desviacién

estandar (DE). a y b= *p de significancia estadistica

7.10Curva de Kaplan-Meier

Finalmente, para determinar el efecto benefico del ejercicio de baja intensidad
durante 24 meses, se determind la supervivencia de las ratas mediante una curva de
Kaplan-Meier en los grupos SED y LIELT. La curva de supervivencia indica que al
reducir la grasa corporal y retrasar la pérdida de funcionalidad de la masa muscular
afecta positivamente la tasa de supervivencia, posiblemente a través del aumento de
la relacion GSH/GSSG y la disminucion del dafio oxidante relacionado con el
incremento de GDF-11. Los resultados de la Figura 22 muestran que el grupo SED
tuvo solo una supervivencia del 30% a los 24 meses de edad, en tanto, las ratas
LIERLT presentaron una supervivencia del 50%, lo que representa un aumento en la

tasa de supervivencia del 66.66%.
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Figura 22. Sobrevivencia en las diferentes edades de 4, 8, 12, 18, 22 y 24 meses de las ratas

sedentarias (SED) y ratas con ejercicio (LIERLT). Media + desviacién estandar (DE).
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8. DISCUSION

Numerosos estudios consideran al ejercicio como una intervencién anti-
envejecimiento dado sus efectos benéficos, entre los que destacan la mejora del tono
muscular, la recuperacion de la funcién cognitiva, la activacion del metabolismo, la
reduccion del perfil inflamatorio y el retraso en la pérdida de masa muscular
(Garatachea et al., 2015, Rebelo et al., 2018). Los programas de ejercicio mejor
implementados incluyen diversas rutinas como entrenamiento de alta o moderada
intensidad, técnicas aerébicas de resistencia y técnicas de relajaciéon muscular. Estas
rutinas de ejercicio han demostrado sus efectos beneficos en programas de 3 a 12
meses, tanto en humanos como en roedores (Garatachea et al., 2015; Li et al.,
2018); sin embargo, no existen estudios en roedores para rutinas de ejercicio a largo
plazo durante toda la vida.

Por tanto, nuestro interés se centro en el establecimiento de un modelo OSO en rata
sedentaria asociada al envejecimiento para identificar la participacion del GDF11
como un factor involucrado en los efectos benéficos del ejercicio de baja intensidad
(semejante a una caminata leve) a lo largo de toda la vida (largo plazo). En este
estudio, por primera vez demostramos los beneficios de una rutina de ejercicio de
baja intensidad y larga duracion (LIERLT) que consiste de 30 min de ejercicio por 5
dias a la semana durante 20 meses en ratas Wistar. Interesantemente, demostramos
que esta rutina retraso la aparicion de la OSO en el envejecimiento. En linea con ello,
un estudio prospectivo que dio seguimiento a adultos de 30 afios por casi 8 afios
quienes realizaron actividad de baja intensidad durante 92 min a la semana (15 min
por 6 dias) incrementaron su esperanza de vida en casi 3 aflos mas y su salud, que
se reflejo en menor riesgo de mortalidad (14%). Ademas, cada 15 minutos
adicionales de ejercicio diario, redujo aun mas la mortalidad (hasta en un 4%) y la
mortalidad por cancer en un 1% (Wen et. al. 2011). En general, el practicar rutinas de
ejercicio de alta intensidad, principalmente reduce el riesgo de caidas y lesiones
(O'Keefe et al.,, 2018). Sugieriendo que la adaptacion de la rutina LIERLT en

humanos de mediana edad y ancianos podria tener grandes beneficios para la salud.
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La OSO es un sindrome complejo que incluye el deterioro funcional &seo
(osteopenia/osteoporosis), disminucion de la masa y fuerza muscular (sarcopenia) y
aumento de la grasa corporal (obesidad), la cuales estan estrechamente
relacionadas con los cambios corporales que ocurren durante el envejecimiento v,
posiblemente, debido al efecto de otras enfermedades. La OSO se asocia con un
bajo rendimiento fisico, fragilidad, inmovilidad, caidas, fracturas y discapacidad (Kelly
et al.,, 2019; JafariNasabian et al., 2017; Szlejf et al., 2017). Pese a su relevancia
clinica, nos encontramos con pocos modelos en roedores y, en la mayoria, se induce
obesidad a través de ovariectomia con la finalidad de observar los efectos en los
musculos y los huesos durante el envejecimiento (Lin et al., 2018; Ezzat et al., 2017).
Interesantemente, en condiciones estandar de laboratorio, cuando las ratas y ratones
se crian con acceso ad libitum a los alimentos y poco entorno estimulante para el
movimiento, tienden a desarrollar obesidad, hipertension y resistencia a la insulina

(Alessio et al., 2005; Mattson y Wan, 2005), lo cual apoya nuestro modelo de trabajo.

Los animales en condiciones sedentarias aumentan su grasa corporal entre un 30-
50% pero sin desarrollar alteraciones metabdlicas ni aumento en la concentracion
plasmatica de glucosa, colesterol total y LDL; sugiriendo una adaptacién metabdlica
a la obesidad. En humanos, se ha reportado un efecto similar en un estado particular
de obesidad o sobrepeso que no presenta alteraciones metabdlicas (Mayoral et al.
2020). Este estado se conoce como sobrepeso/obesidad metabdlicamente saludable
(MHO, por sus siglas en inglés metabolically healthy obese) y tiene una prevalencia
del 36% en adultos jévenes (Espinosa et al., 2018; Masih et al., 2021). Un estudio
reciente, analiz6 una matriz gendémica en individuos MHO, quienes mostraron una
sobre-expresion de varias vias relacionadas con los procesos metabdlicos lo que,
parcialmente, podria explicar el proceso de adaptacion de los individuos a la

obesidad o al sobrepeso.

En contraparte con los datos metabolicos, los animales sedentarios presentan altas
concentraciones de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-a (Oscai et al.,

1969), cuyas caracteristicas son consistentes con nuestro modelo de OSO asociado
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a sedentarismo y envejecimiento. Es decir, las ratas del grupo SED aumentaron su
grasa corporal por arriba del 30% a los 12 meses de edad (Figura 10), sin mostrar
alteraciones en los parametros bioquimicos relacionados con el metabolismo (Tabla

2) pero si un incremento de IL-6 y TNF-a (Figura 17 y 18).

En base a estudios previos en ratas y humanos (Collins et al., 2016; Rios et al.,
2019) y, tomando en cuenta nuestros resultados, es posible proponer algunos puntos
de corte con los que se caracteriz6 el modelo OSO en ratas hembras Wistar.
Adicional a la obesidad, osteoporosis, sarcopenia y dinapenia, nuestro modelo
presenta un aumento del perfil inflamatorio junto con un incremento del estrés
oxidante. Por lo tanto, consideramos que nuestro modelo de OSO se asemeja a gran

parte de las caracteristicas clinicas observadas en pacientes.

En el caso de los animales sometidos a la rutina LIERLT, mostraron un bajo
contenido de grasa corporal (Figure 10), un perfil anti-inflamatorio (Figuras 17y 18) y
un menor estrés oxidante (Figura 21); también presentaron un aumento del BMD
(Figura 11) y retrasaron la aparicion de sarcopenia (Figura 12 y 14), en comparacion
con las ratas SED durante el envejecimiento. Una de las principales ventajas de
LIERLT es que puede ser realizado por todos los organismos que envejecen,
incluidos aquellos con obesidad, falta de acondicionamiento fisico y movilidad
limitada. Diferentes autores han recomendado que las rutinas de ejercicio en ratas
mayores de 18 meses no deben superar los 15 m/min, lo que equivale a una rutina
de ejercicio de baja intensidad (Arnold et al., 2014; Arnold et al., 2017; Elsner et al.,
2017). Puesto que, rutinas de ejercicio con velocidades superiores a 15 m/min
pueden provocar un ejercicio exhaustivo, aumentando el estrés oxidante y dafiando a
tejidos como el musculo esquelético, el corazén, el higado, los pulmones y los

rinones en ratas viejas (Szlejf et al., 2017; Ezzat et al., 2017).

El aumento de grasa relacionado con la edad correlaciona con el deterioro muscular
y 06seo durante la OSO (Lin et al.,, 2018; Ezzat et al., 2017). Ademas, se ha

observado que la grasa corporal aumenta en las ratas Wistar a lo largo de la vida, lo

89



que se ha relacionado con una disminucion de la masa muscular, la BMD y la
esperanza de vida (Ferndndez et al., 2019; Sertié et al., 2015; Ahima et al., 2019;
Duque et al., 2009). Nuestros resultados, demuestran que la rutina LIERLT reduce la
grasa corporal y aumenta la supervivencia de las ratas hasta en un 66% (Figura 22).
En particular, la reduccién de grasa corporal podria estar involucrada en mecanismos
fisiolégicos y moleculares relacionados con la disminucion del estado inflamatorio,
junto con el aumento de la respuesta antioxidante y la expresion de proteinas

relacionadas con la regeneracion muscular como el GDF-11.

El exceso de tejido adiposo también se ha relacionado con un aumento del estado
inflamatorio y el estrés oxidante. De hecho, las ratas obesas tiene a la alza la
concentracion de IL-6, IL-1B y TNF-a, asi como un incremento de ERO vy
malondialdehido en asociacién con una disminucion del ratio GSH/GSSG (Cavaliere
et al., 2018; Kaya et al., 2014). Especificamente, las altas concentraciones de IL-6 y
TNF-a estan relacionadas directamente con la sarcopenia y la fragilidad tanto en
humanos como en ratas (Li et al., 2018; Ferrucci et al., 2002; Visser et al., 2002;
Tazawa et al., 2019). En nuestras condiciones, encontrarmos concentraciones bajas

de citocinas pro-inflamatorias en el suero de ratas sometidas a LIERLT (Figura 16).

Para corroborar que la rutina LIERLT reduce el perfil inflamatorio, determinamos la
relacion (en términos de concentracién) de citocinas pro-inflamatorias/anti-
inflamatorias utilizando las relaciones TNF-a/IL-10 e IL-6/IL-10 (Figura 17 y 18)
(Winger et al. 2011; Rong et al. 2018). Con esta estrategia evaluammos la induccion
de un estado inflamatorio y la capacidad de los organismos para generar una
respuesta compensatoria. Por tanto, uno de los mecanismos fisiolégicos que se
mejoran con LIERLT es la reduccion del estado inflamatorio; esto correlaciona con
diferentes reportes quienes indican que el ejercicio disminuye la expresion de
marcadores inflamatorios relacionados con la obesidad tal como el NF-kB, IL-6, TNF-
a, PCR, ciclooxigenasa 2 (COX2) en ratas Sprague Dawley obesas y envejecidas
(Yu et al., 2019; Lee et al., 2014).
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En un ambiente altamente pro-inflamatorio, como la obesidad, concurre con un
mayor dafio oxidante, cuyo escenario esta determinado por la alza de enzimas como
la NOX2 y la peroxiredoxina 2 (PRDX2). En contraparte, la SOD, la GPx y las
concentraciones plasmaticas de GSH estan disminuidas (Hussain et al., 2016;
Manna y Jain, 2015; Singel y Segal, 2016, Vuolo et al., 2020). Esta misma relacion
de ambiente pro-inflamatorio y aumento del estrés oxidante ha sido ampliamente
estudiada en el envejecimiento (Khansari et al., 2009). Por ejemplo, un estudio
realizado por Annunziata y colaboradores en ratas viejas, determinaron una menor
actividad de CAT, glutation reductasa y glutation peroxidasa en el musculo
gastrocnemio, junto con un aumento del estrés oxidante relacionado con un
incremento en la expresion de IL-6 (Annunziata et al., 2020). En nuestro caso,
determinamos que la rutina LIERLT redujo el estrés oxidante en aquellos animales
sometidos al régimen de ejercicio moderado, en comparacion a los animales

sedentarios.

Bajo la premisa de que el ejercicio actia como un factor anti-envejecimiento,
evaluamos los niveles de GDF-11 que es una proteina relacionada con la
regeneracion y reparacion del tejido muscular (Sinha et al., 2014). Los niveles de
GDF-11 disminuyen y se relacionan con la disminucién de las funciones fisiologicas,
bioguimicas y estructurales a lo largo de la vida, principalmente en el sentido de la
regeneracion del musculo esquelético (Sinha et al., 2014; Poggioli et al., 2016). Las
ratas del grupo LIERLT mostraron una elevada concentracion en suero de GDF-11
en comparacioén con el grupo SED, de acuerdo a previos reportes en humanos y
ratones (Loffredo et al., 2013; De Domenico et al., 2017; Poggioli et al., 2016; Elliott
et al., 2017).

Curiosamente, en el estudio de Elliot y colaboradores, los individuos sedentarios
tienen un mayor porcentaje de grasa corporal, sugieriendo una posible relacion con
los niveles de GDF-11. En este estudio observamos que, en ambos grupos, el
porcentaje de grasa corporal aumento con la edad. Sin embargo, las ratas LIERLT

siempre presentaron un porcentaje de grasa menor que las SED, a excepcion de los
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18 meses de edad, donde no se observaron diferencias significativas por ser
cambios dependientes de la edad . Curiosamente, entre los 12 y los 18 meses hay
una disminucioén significativa de GDF-11 en ratas LIERLT; lo que refuerza la hipotesis

que la expresion de GDF-11 estaria relacionada con el porcentaje de grasa corporal.

Adicionalmente, nuestros resultados muestran que, entre los 12 y 18 meses de edad,
la supervivencia de la poblacién de ratas SED disminuyé (Figura 22). Podriamos
inferir que hay una relacion entre los niveles de GDF-11 con la salud, la
supervivencia y la longevidad. Esta idea se respalda a partir de un estudio en
diferentes cepas de ratones donde los niveles mas altos de GDF11 en la mediana
edad estan asociados con una mayor esperanza de vida (Zhou et al., 2016), en linea
con ello, el GDF-11 aumenta con la edad en individuos sanos (Bueno et al., 2016).
Es importante destacar que entre los 12 y los 18 meses de edad, las ratas hembras
Wistar presentan una transicién entre la edad adulta y la vejez, por lo que en este
periodo se observa un cambio en el perfil hormonal y en los mecanismos de
regulacién epigenética (Guzméan et al.,, 2016). Sin embargo, se necesitan mas
estudios para dilucidar el papel del GDF-11 en la salud, la supervivencia y la

longevidad.

Otra hipotesis para explicar los efectos benéficos de LIERLT podria estar relacionada
con los mecanismos moleculares que relacionan los niveles de GDF-11 con el estrés
oxidante. Recientemente, se ha reportado que la administracion exégena de GDF-11
recombinante (rGDF-11) redujo el dafio miocéardico después de un evento de
isquemia-reperfusién, lo que refleja una mejor funcién cardiaca a través del aumento
de la expresion de la HO-1 (Su et al., 2019). Otro trabajo inform6 que la
administracion de rGDF-11 durante 4 semanas a ratones viejos, disminuyo la
oxidacion de lipidos en correlacion con el aumento de la respuesta antioxidante
(Bueno et al., 2016).

Por tanto, es posible indicar que la funcion anti-envejecimiento del GDF-11 estaria

relacionada con un papel antioxidante. En relacion a ello, nuestros resultados
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muestran una correlacion entre las altas concentraciones de GDF-11 en el suero de
ratas LIERLT y un menor dafio oxidante junto con mejor estado redox en las ratas.
La disminucion del dafio oxidante trae consigo un menor deterioro del tejido muscular
y, consecuentemente, una mayor cantidad de tejido sano y funcional asi como un
aumento de la supervivencia de los animales. Sin embargo, es necesario corroborar
esta premisa para demostrar el rol antioxidante del GDF-11 y dilucidar los
mecanismos moleculares que se activan con la rutina de ejercicio LIERLT,
principalmente aquellos que responden a modificaciones del estado redox, respuesta

antioxidante y metabolismo del GSH.

En resumen, hemos reportado por primera vez los beneficios del entrenamiento bajo
un régimen moderado de ejercicio durante 20 meses en ratas hembra Wistar con
OSO. Los efectos favorables de la rutina LIERLT se observaron en cada una de las
etapas de la vida de las ratas, pues se aprecia un aumento de la masa y fuerza
muscular, asi como de la BMD vy la respuesta antioxidante. Molecularmente, los
mecanismos de proteccion podrian relacionarse con el aumento de GDF-11, la
disminucion de la grasa corporal y de la inflamacion. Clinicamente, podriamos
proponer que la rutina de ejercicios LIERLT puede ser realizado por personas con
bajo rendimiento fisico y con sobrepeso u obesidad, promoviendo una mejor calidad

de vida en la vejez.9.

9. CONCLUSIONES

A través de nuestro modelo, logramos describir que el ejercicio leve a largo plazo: (1)
disminuye el porcentaje de grasa, (2) evita la pérdida muscular (%FFBFM) y (3) evita
la pérdida de hueso (BMD), (4) mejora el estado redox y el estado inflamatorio, (5)
retrasa la disminucion de los niveles de GDF11 en suero a lo largo del tiempo, asi
como (6) incrementar la sobrevivencia. Aunado a lo anterior, el modelo nos permitié
postular dos hipétesis sobre los posibles mecanismos implicados en la relacion del

GDF11 con los depésitos de la grasa y el estrés oxidante. En general, un mejor
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estado fisico a lo largo de la vida evitaria el establecimiento de distintas
enfermedades asociadas a la edad, tal como la OSO.

AN

Musculo » Disminuye el estado redox v Conservan un mejor estado redox
(GSH/GSSG) con el (GSH/GSSG) a lo largo de la vida.
envejecimiento. v" Mantienen un nivel de dafio sostenido

» Incrementa el dafio oxidante a con la edad.

proteinas con el envejecimiento.

Suero » Incremento de la inflamacion v" Disminucién de la inflamacién
’ (cocientes IL-6/IL-10 y TNFa/IL- (cocientes IL-6/1L-10 y TNFa/IL-10) con
ﬂ/ 10) con el envejecimiento. el envejecimiento.
i » Disminuyen los niveles de GDF11 v Los niveles de GDF11 se mantienen

b/ desde los 12 meses hasta una edad mas tarde en

' comparacion con las sedentarias.
Sobrevivencia » Disminuye a partir de la edad v' Disminuye a partir de la edad media,

media. atenuandose en comparacion con las

sedentarias al final de la vida.

Tabla 4. Resumen de los resultados del proyecto de investigacion.
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10. PERSPECTIVAS

e Estudiar los mecanismos moleculares que ocurren en la pérdida del musculo y
hueso asi como el incremento de la grasa.

¢ Indagar la participaciéon de moléculas como Pax7, MyoD, Myf5 y miogenina en
el proceso de regeneracidon muscular y su papel en el ejercicio leve y el
sedentarismo.

e Estudiar el proceso de dinamica mitocondrial en el modelo de OSO vy el

ejercicio.
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